&"’A. UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

"
)
UNICAMP INSTITUTO DE BIOLOGIA

CECILIA COSTA FAGUNDES

IN}/ES'I:IGAC;AO DOS MECANISMOS MOLECULARES ASSOCIADOS
A ACAO IMUNOMODULATORIA DA DIPIRONA NA INFLAMACAO

INVESTIGATION OF MOLECULAR MECHANISMS ASSOCIATED
WITH THE IMMUNOMODULATORY ACTION OF DIPYRONE IN
INFLAMMATION

Campinas
2024



CECILIA COSTA FAGUNDES

IN}/ES'I:IGAC;AO DOS MECANISMOS MOLECULARES ASSOCIADOS
A ACAO IMUNOMODULATORIA DA DIPIRONA NA INFLAMACAO

INVESTIGATION OF MOLECULAR MECHANISMS ASSOCIATED
WITH THE IMMUNOMODULATORY ACTION OF DIPYRONE IN
INFLAMMATION

Dissertacéo apresentada a
Faculdade/Instituto da Universidade
Estadual de Campinas como parte
dos requisitos exigidos para a
obtencdo do titulo de Mestra em
Biologia Molecular e Morfofuncional,
na Area de Fisiologia.

Dissertation presented to the Institute
of Biology of the University of
Campinas in partial fulfillment of the
requirements for the degree of Master
in Molecular and Morphofunctional
Biology, in the Area of Physiology.

Supervisor/Orientador: Prof. Dr. Carlos Amilcar Parada

ESTE ARQUIVO DIGITAL
CORRESPONDE A VERSAO FINAL
DA DISSERTACAO/TESE
DEFENDIDA PELO ALUNO CECILIA
COSTA FAGUNDES, E
ORIENTADA PELO PROF.
DR. CARLOS AMILCAR PARADA

Campinas
2024



Ficha catalografica
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP)
Biblioteca do Instituto de Biologia
Mara Janaina de Oliveira - CRB 8/6972

Fagundes, Cecilia Costa, 1996-

F139i Investigacio dos mecanismos moleculares associados 4 acio
imunomodulatéria da dipirona na inflamacdo / Cecilia Costa Fagundes. -
Campinas, SP : [s.n.], 2024,

Orientador(es): Carlos Amilcar Parada.
Dissertacio (mestrado) - Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP), Instituto de Biologia.

1. Dipirona. 2. Imunomodulacio. 3. Inflamacdo. 4. Fendétipo. 5.
Macrdfagos. 1. Parada, Carlos Amilecar, 1960-. 11. Universidade Estadual de
Campinas (UNICAMP). Instituto de Biologia. I11. Titulo.

Informacdes complementares

Titulo em outro idioma: Investigation of molecular mechanisms associated with the
immunomodulatory action of dipyrone in inflammation
Palavras-chave em inglés:

Dipyrone

Immunomodulation

Inflammation

Phenotype

Macrophages

Area de concentracio: Fisiologia

Titulagdo: Mestra em Biologia Molecular e Morfofuncional

Banca examinadora:

Carlos Amilcar Parada | Orientador|

Lucas Novaes Teixeira

lara Gongalves de Aquino

Data de defesa: 27-11-2024

Programa de Péos-Graduacio: Biologia Molecular e Morfofuncional

Identificacio e informagies académicas dofa) aluno(a)
- ORCID doy aatior: hibps: fomcid.org, 000-0002 -62 50-2545
- Curriculo Lattes do autor: httpe (attes.cnpg be/'d TO269906601 9560



Campinas, 27 de novembro de 2024.

COMISSAO EXAMINADORA

Prof. Dr. Carlos Amilcar Parada
Prof. Dr. Lucas Novaes Teixeira

Profa. Dra. lara Gongalves de Aquino

Os membros da Comisséo Examinadora acima assinaram a Ata de Defesa, que se
encontra no processo de vida académica do aluno.

A Ata da defesa com as respectivas assinaturas dos membros encontra-se no

SIGA/Sistema de Fluxo de Dissertacdo/Tese e na Secretaria do Programa de

Biologia Molecular e Morfofuncional da Unidade do Instituto de Biologia da
Unicamp.



Dedico este trabalho a meus pais. Mesmo com
a distancia, tive todo o suporte e incentivo para
trilhar meu caminho.

Também dedico a minha avo, que teria

ficado muito feliz ao me ver mestra.



AGRADECIMENTOS

Agradeco, primeiramente, ao meu orientador, professor Dr. Carlos Amilcar
Parada, por todo conhecimento, conversas, risadas e por ter me ensinado muito sobre
dedicagdo, comprometimento e responsabilidade, tanto em minha vida académica
como pessoal.

Do mesmo modo, agradec¢o ao professor Dr. Kaué Malange pela paciéncia
e atencdo, a Dra. Catarine Nishijima pelo apoio, companheirismo e amizade durante
esse processo, ambos essenciais para o desenvolvimento deste projeto.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenagédo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Codigo de
Financiamento 001 (processo numero 88887.657617/2021-00).

Agradeco imensamente a Ariane Maria Zanesco, ao professor Dr. Licio
Augusto Velloso e ao laboratério de Sinalizacdo Celular (Labsincel) por todo o
aprendizado e paciéncia compartilhados comigo durante a execucdo do RT-PCR.

Agradeco também aos meus colegas de laboratorio, principalmente ao
Douglas Menezes, a Julia Borges, a Ana Carolina Machado e a Téassia Tillemont por
todo o apoio e companheirismo durante essa etapa.

Agradeco ao corpo docente, ao Instituto de Biologia da Universidade
Estadual de Campinas, por possibilitar a minha formag&o. Tal como, agradego a
sociedade brasileira, por permitir que a pesquisa ocorra.

Agradeco a Banca de avaliadores, por doar seu tempo ao trabalho que me
dediquei a concluir.

Agradeco extremamente aos meus pais, por sempre acreditarem em mim
e por estarmos juntos nessa vida, e a toda minha familia, por terem me proporcionado
um ambiente repleto de amor. Por fim, agradeco ao José, pela felicidade diaria e pelo
suporte e companheirismo extraordinario.



RESUMO

A dipirona € um analgésico amplamente utilizado na pratica clinica no Brasil para o
controle da dor de origem inflamatoria. Apesar do amplo uso, alguns dos mecanismos
de acédo da dipirona ainda néo foram elucidados. A dipirona como pré-farmaco é
hidrolisada no metabdlito ativo 4-metilaminoantipirina (4-MAA) cuja a acao analgésica
depende da ativagdo do receptor canabinoide tipo 2 (CB2), o qual promove a
modulacao da resposta imunologica. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar
o efeito da dipirona local na modulacéo da resposta inflamatéria. A dose de local de
dipirona a ser utilizada (25 mg) foi extraida a partir da avaliacdo da diminuicdo do
edema na pata de ratos induzido pela injecdo subcutanea de carragenina. Esta dose
foi usada para verificar o efeito da administracéo local de dipirona, por meio de Elisa,
na liberacao das citocinas pro-inflamatérias IL-18 e TNF-a e anti-inflamatoria IL-10 no
tecido subcutaneo tratado com o agente inflamatorio carragenina. A contagem
diferencial de células inflamatérias no microscépio oOptico foi realizada a partir do
exsudato inflamatério peritoneal. A injecéo intraperitoneal de dipirona foi feita 2 horas
apos o estimulo inflamatoério pela injecdo intraperitoneal de carragenina. Por final,
verificamos o efeito da dipirona na polarizacdo de macréfagos M1 em M2 sugerida
pela proporgdo da expresséo génica de iNOS (indicador de M1) e Arg-1 (indicador de
M2) em cultura de mondcitos, obtidos da medula de fémur e tibia de ratos, estimulados
com LPS e IFN-gama. Os dados demonstraram que a dipirona em doses elevadas
modula a resposta inflamatdria diminuindo a liberacéo de IL-1p e TNF-a e aumenta a
liberacdo de IL-10 no sitio inflamatério. O tratamento peritoneal com dipirona reduziu
a migragcdo de leucdcitos totais, sobretudo neutrofilos sem alterar a migracdo de
linfécitos. Porém aumentou a migracdo de mondcitos. Apesar do aumento de
monaocitos, a incubacdo de dipirona (1 puM) por 2 horas em cultura de mondcitos
estimulados para perfil M1 (LPS+ IFN-gama), aumentou a expressao de Arg-1 em
relacdo a expressao de iNOS, sugerindo uma polarizacdo do perfil M1 para M2. Os
dados deste estudo sugerem que doses mais altas de dipirona que aquelas capazes
de promover analgesia modulam o processo inflamatério por promoverem a
polarizacdo de macrofagos M1 em M2, sendo que este efeito pode favorecer a

regeneracao tecidual.

Palavras-chave: Dipirona, imunomodulacgéo, inflamacgéo, polarizacdo e macrofagos.



ABSTRACT

Dipyrone is an analgesic widely used in clinical practice in Brazil for the management
of pain of inflammatory origin. Despite its extensive use, some of the mechanisms of
action of dipyrone remain unclear. Dipyrone, as a prodrug, is hydrolyzed into the active
metabolite 4-methylaminoantipyrine (4-MAA), whose analgesic action depends on the
activation of the cannabinoid type 2 receptor (CB2), which promotes modulation of the
immune response. Thus, the aim of this study was to evaluate the local effect of
dipyrone in modulating the inflammatory response. The local dose of dipyrone to be
used (25 mg) was determined based on its ability to reduce paw edema in rats induced
by subcutaneous carrageenan injection. This dose was used to assess the effect of
local administration of dipyrone, via ELISA, on the release of the pro-inflammatory
cytokines IL-1B and TNF-a and the anti-inflammatory cytokine IL-10 in subcutaneous
tissue treated with the inflammatory agent carrageenan. Differential inflammatory cell
counts under an optical microscope were performed using peritoneal inflammatory
exudate. Intraperitoneal injection of dipyrone was performed 2 hours after the
inflammatory stimulus induced by intraperitoneal carrageenan injection. Finally, we
investigated the effect of dipyrone on the polarization of M1 to M2 macrophages,
suggested by the ratio of gene expression of INOS (M1 marker) to Arg-1 (M2 marker)
in cultured monocytes obtained from the femur and tibia bone marrow of rats stimulated
with LPS and IFN-gamma. The data demonstrated that dipyrone at high doses
modulates the inflammatory response by decreasing the release of IL-13 and TNF-a
and increasing the release of IL-10 at the inflammatory site. Peritoneal treatment with
dipyrone reduced the migration of total leukocytes, particularly neutrophils, without
altering lymphocyte migration. However, it increased monocyte migration. Despite the
increase in monocytes, the incubation of dipyrone (1 uM) for 2 hours in cultures of
monocytes stimulated toward an M1 profile (LPS + IFN-gamma) increased Arg-1
expression relative to INOS expression, suggesting polarization from the M1 to the M2
profile. The findings of this study suggest that higher doses of dipyrone than those
required for analgesia modulate the inflammatory process by promoting the
polarization of M1 macrophages to M2 macrophages, an effect likely to favor tissue

regeneration.

Keywords: Dipyrone, immunomodulation, inflammation, polarization, macrophage.
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1 INTRODUCAO

1.1 DOR — CONSIDERACOES GERAIS

A dor, a principio, esta envolvida com a protecéo fisiologica dos tecidos
biolégicos que funciona como um alerta diante de situagfes ou estimulos nocivos. A
sensacao dolorosa é uma resposta comportamental mediante estimulos intensos que
potencialmente ou de fato provocam danos ao organismo colocando em risco a sua
sobrevivéncia. Porém, nos seres humanos, € a principal causa de procura por servigos
de atencdo a saude. Isso se deve ao fato, principalmente, de, nos humanos, a dor ndo
raramente extrapola sua funcéo fisiolégica de protecdo levando o paciente a um
estado de intensa desagradabilidade que pode perdurar por horas, dias ou mesmo
anos (Raja et al., 2020).

Deste modo, 0 nosso grupo tem trabalhado com a definicdo de dor que
pode ser descrita como uma “percepcao desagradavel associada a nocicepgao”.
Neste sentido, a dor tem, portanto, dois componentes distintos. Um seria dado pela
“percepgao desagradavel” a qual esta relacionada ao seu componente emocional,
representado pela ativacdo das vias do Sistema Limbico. Estas vias ndo séo
especificas da dor e, portanto, a “percepcao de desagradabilidade” também nao é
exclusiva da dor. O seu segundo componente € a nocicep¢ao, o qual esta relacionado
ao componente sensorial e discriminativo da dor. Estas vias nociceptivas sao
especificas do tecido periférico até o talamo e do talamo ao cortex somatossensorial,

compartilhando as vias com as outras sensa¢fes somaticas.

Portanto, a nocicepcao esta diretamente relacionada com a ativacdo de
neurbnios aferentes primarios especificos, 0s nociceptores, que transmitem os
estimulos nociceptivos para o sistema nervoso central (SNC). Estes estimulos podem
tanto ser mecanicos quanto térmicos ou quimicos (Merskey, 2004; Millan, 1999;

Basbaum e Jessell, 1999).

Diferentes estimulos podem modular a transmissédo de dor nessas fibras,
como a leséo fisica ou quimica, observando-se consequente restricdo de movimento
(da Silva Serra et al. 2016). Neste caso, a dor pode ter um carater protetivo diante de
uma lesdo, desenvolvendo a hipersensibilidade com o objetivo de auxiliar na

cicatrizagdo ao restringir a movimentacao e o contato fisico. Observa-se nesse cenario
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a liberacdo de substancias que estdo relacionadas com o aumento do processo
inflamatorio, liberados por células residentes ou que migram ao local de les&o. Nesse
contexto, a dor inflamatdria esta relacionada com a sensibilizagdo do neurénio
nociceptivo sensorial primario, causando a hiperalgesia inflamatéria (Woolf, 2010;
Millan, 1999).

O que acontece, basicamente, € que estimulo ambientai interno ou externo ao
organismo pode ser detectado pelo receptor sensorial, presentes em todo o corpo.
Estes receptores sdo responsaveis por traduzir a informacgéo produzida por estimulos
mecanicos, quimicos ou térmicos para o0 SNC por meio das fibras nervosas primarias.
A partir disso, ha um contato com os neurbnios secundarios, os quais, finalmente,

conduzem informacdes até o centro superior para sua elaboracao (Bonica, 1990).

Na fibra primaria presente no tecido periférico, podem estar presentes bainhas de
mielina, capazes de aumentar as velocidades da conducao dos impulsos nervosos ao
longo da fibra. Essa velocidade de condugé&o propicia uma interpretacao imediata dos
estimulos. Um bom exemplo sdo as fibras associadas a mecanorreceptores,

conhecidas com AR, que respondem a estimulos tateis (Djouhri et al., 2016).

Os estimulos que provocam a nocicep¢do, a dor, podem ser de origem elétrica,
térmica, quimica ou mecanica, interna ou externa ao organismo. A dor tem a funcéo
de alertar para a presenca de processos lesivos ou potencialmetente lesivos,

sinalizando a necessidade de uma resposta para evitar maiores danos (Bonica, 1990).

Para isso, ha fibras especificas com livres terminacfes, as quais ndo estdo associadas
a nenhum receptor sensorial especializado, que percebem esses estimulos nocivos.
Essas fibras tém um alto limiar de ativacé@o e estdo diretamente relacionadas as vias
nociceptivas (Aguggia, 2003), e por esse motivo sdo conhecidas como nociceptores.
Podem ser encontradas em fibras Ad, que sdo mielinizadas e responsaveis pela dor
rapida e aguda, ou fibras C ndo-mielinizadas, encarregadas pela dor lenta e difusa)
(Milla, 1999; Julius; Basbaum, 2001).

O corpo celulare destas células nervosas periféricas se localizam, em sua maioria,
nos ganglios das raizes dorsais (GRDs). A partir destes ganglios saem
prolongamentos até a medula espinal, onde estdo presentes 0s neurdnios

secundarios. Quando um neurdnio sensorial primario é ativado, ha a liberacdo de
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aminoécidos excitatorios, conhecidos como neurotransmissores e neuromoduladores,
0S quais atuam nos receptores poOs-sinapticos que estimulam o0s neurbnios
secundarios, iniciando mecanismos intracelulares que participardo da transmisséo do
impulso. Em seguida, esses impulsos ascenderdo para as areas supraespinais, até
neurdnio no nucleo do tdlamo (Millan, 1999; Milne et al., 1981). Neste estagio, a
informacdo sera transmitida para a area sensorial do cortex cerebral, onde sua
caracteristica sera integrada. Isso inclui a andalise da qualidade, intensidade,
localizac&o, duracédo, bem como dos componentes emocional e afetivo da dor. Esse
processo permite a diferenciacao entre a sensacao dolorosa e a percepg¢éo da dor
(Noback et al., 1996).

1.2 ESTIMULACAO DAS VIAS NOCICEPTIVAS

O estimulo nocivo tem em sua concepg¢do o0 ocasionamento de dano que
promove injaria prejudicial. J& a nocicepgéo se da pela ativacdo das vias sensoriais
relacionadas a conducdo da informacdo produzidas por estimulos nocivos ou
potenciamente nocivos. Ou seja, 0 estimulo nociceptivo tem a capacidade de ativas
as vias nociceptivas. Em contrapartida, situacdes ndo nocivas também podem ativar
vias de conduc¢do nociceptivas, mesmo sem a presenc¢a de dano e prejuizo tecidual,
de forma que a nocicepcado se relaciona com aspectos quantitativos da estimulagéo

nociceptiva, ndo dependendo do tipo de estimulo (Lee et al., 2009; Walters, 2012).

De forma simplista, a dor imediata resulta da ativagéo das vias sensoriais
nociceptivas que detectam estimulos nocivos. Esse processo envolve fenbmenos
ibnicos e inducdo de uma resposta elétrica nas fibras por meio da entrada do Na+ por
um canal especifico, promovendo conducdo ao longo das vias nociceptivas,
culminando na percep¢édo da dor. No entando, alteragbes metabdlicas nas células
neuronais também podem modificar a forma como essas fibras percebem e
transmitem a informacdo da dor. Dependendo da natureza dessas alteracoes,
diferentes fenbmenos podem ser observados (Cummins et al., 2007; Dib-Haj et al.,
2010). Estimulo nocivo tem em sua concepcdo o desencadeamento de dano que
promove injaria prejudicial. J& a nocicepc¢éo se da pela ativacdo das vias sensoriais
relacionadas a conducdo da informacdo produzidas por estimulos nocivos ou
potencialmente nocivos. Ou seja, o estimulo nociceptivo tem a capacidade de ativar

as vias nociceptivas. Em contrapartida, situagdes ndo nocivas também podem ativar



17

vias de conduc¢do nociceptivas, mesmo sem a presenca de dano e prejuizo tecidual,
de forma que a nocicepcao se relaciona com aspectos quantitativos da estimulagao

desta via, ndo dependendo do tipo de estimulo (Lee et al., 2009; Walters, 2012).

De modo geral, a dor imediata resulta da ativacdo das vias sensoriais
nociceptivas que detectam estimulos nocivos. Esse processo envolve fenbmenos
ibnicos e inducdo de uma resposta elétrica nas fibras através do influxo do ion sddio
(Na*) por canais especificos, promovendo a propagacéo das informacdes pelas vias
nociceptivas, culminando na percepcao da dor. No entanto, alteracbes metabdlicas
nas células neuronais também podem modificar a forma com a qual as fibras
percebem e conduzem o sinal de dor. Dependendo da natureza dessas alteracoes,
diferentes fendmenos podem ser observados (Cummins et al., 2007; Dib-Hajj et al.,
2010).

1.3 HIPERALGESIA

Em situacbes especificas, a dor pode ser acompanhada por efeitos
adicionais, como a hiperalgesia. Este evento ocorre devido a sensibilizacdo das fibras
sensoriais neuronais, que detectam os estimulos nociceptivos. Essa sensibilizacao se
d& pela reducéo dos limiares de excitabilidade dos neur6nios (Riedel & Neeck, 2001)
e é provocada por mediadores produzidos durante o processo inflamatorio (Huag et
al., 2006; Verri et al., 2006).

Esses mediadores atuam em seus receptores especificos, resultando em
alteracdes metabdlicas que facilitam a geracao de potenciais de a¢do nos neurdnios
nociceptores. Ou seja, essas fibras tornam-se mais propensas a ativacao diante de
estimulos. Assim, o processo inflamatério pode ser amplamente associado a
hiperalgesia. Estudos mostram que a acdo dos mediadores inflamatérios resulta no
desenvolvimento de mudancas fenotipicas nos neurdnios sensoriais, influenciando o
estado de sensibilizacdo. Pode ocorrer, por exemplo, de acordo com estudos atuais,
um aumento na expressao de determinados canais de sodio (Na+), principalmente em
fibras nociceptoras (Porreca et al., 1999; Gold et al., 1998; Khasar et al., 1998; Wood,
2004; England et al., 1996).

Também pode-se destacar a ideia de que a hiperalgesia é consequéncia

da sensibilizacdo dos neurbnios sensoriais primarios, em conjunto com a ativacéo de
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nociceptores polimodais, ativados por diferentes estimulos e nociceptores dormentes,
que apenas reagem a estimulos apés serem sensibilizados (Mcmahon; Koltzenburg,
1990b; Mcmahon; Koltzenburg, 1990a).

Essa classe de nociceptores, ndo reage imediatamente a estimulos
mecanicos ou térmicos, mas é ativada no momento o processo inflamatério, sendo
diretamente associados a estados de hiperalgesia (Schaible & Schmidt, 1988). Nesse
contexto, apesar do papel fundamental da inflamac&o nesse fenébmeno, € importante
ressaltar que, em algumas condi¢cdes, a hiperalgesia ndo pode ser atribuida
unicamente a acdo de mediadores inflamatoérios. Nas dores de origem neuropética,
por exemplo, onde a dor resulta de lesdes ou disfun¢gdes nos nervos sensoriais,
algumas fibras que normalmente responderiam apenas a estimulos tateis comecam a
agir como nociceptores, fazendo com que estimulos inofensivos sejam percebidos

como dolorosos (Bonica, 1990; Koerber et al., 1994; Kohama et al., 2000).

1.4 HIPERALGESIA INFLAMATORIA

A dor de origem inflamatéria acontece quando 0s nociceptores sao
sensibilizados devido a mediadores inflamatérios liberados no tecido lesionado ou
inflamado, ocorrendo uma diminuicdo do limiar de excitabilidade neuronal, que tem
como consequéncia a estimulacdo da via nociceptiva (Riedel & Neeck, 2001). Os
mediadores inflamatorios que participam desse estimulo podem ser peptideos,
lipideos, neurotransmissores, serotonina, neurotrofinas, etc. Eles sdo responséaveis
por ativar 0s nociceptores, de forma a gerar potenciais de acao e transmistir o sinal

de dor ao SNC, provocando a hiperalgesia inflamatéria (Julius, 2001).

Um importante mediador presente em varios tecidos do corpo humano sao
0s prostanoides, que se originam a partir do acido aracdbnico metabolizado pela
enzima ciclo-oxigenase (COX). Os prostandides desempenham o papel de
mediadores locais em diversos tecidos, tanto em condi¢cfes fisiolégicas quanto

fisiopatoldgicas (Narumiya et al., 1999).

Ademais, essas moléculas participam de uma cascata regulatoria ampla
gue modula as acdes das ceélulas imunologicas, assim como do microambiente em
que se encontram. Portanto, a atividade de diferentes mediadores e alteracdes no

nivel de ativagcdo das células imunes, em conjunto com o estado fisioldgico do
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organismo, podem ter influéncia nas respostas inflamatorias, sugerindo que os
prostanoides estao envolvidos em condi¢des da inflamag&o, como na dor, edema e o
aumento da temperatura (Tilley et al., 2001; Yaksh et al., 1999).

Estudos mostraram que o0s prostanoides possuem a capacidade de
influenciar a inflamacgé&o nos tecidos, podendo reproduzir os sinais cardinais de
inflamacé&o. (Tilley et al., 2001). O prostanoide pro-inflamatério melhor caracterizado
e potencialmente mais importante na inflamacéo é a prostaglandina E2 (PGEZ2). Neste
contexto, seus principais produtores sdo os fibroblastos, as células epiteliais e as

células do sistema imune (Park et al., 2006).

Posteriormente a estimulacéo inflamatdéria, a sintese de PGE2 é induzida
em macrofagos residentes durante a fase aguda da inflamacao, acarretando num
aumento da migracdo de neutréfilos, macrofagos e mastécitos, como também
potencializando a expressdo e secrecdo de citocinas pré-inflamatérias (Schmid &
Briine, 2021).

A producado dos prostanoides e acédo de diferentes mediadores no tecido
inflamado e lesionado ocasiona a sensibilizacdo dos nociceptores. Desse modo,
essas terminacdes nervosas sdo ativadas, causando aumento na percepcao e
resposta a dor. A PGE2 ¢é fundamental na hiperalgesia inflamatéria, desempenhando
um papel esséncial no processo de sensibilizacdo na medula espinhal, na periferia e
no GDR (Yaksh et al., 1999; Araldi et al., 2013; Riedel & Neeck, 2001).

Diversos estudos mostram que as prostaglandinas (PGs), especialmente
as da série E, desempenham um papel importante na inducdo de hiperalgesia
inflamatéria (Ferreira, 1973). A PG é produzida pela acdo da COX sobre o &cido

araquidénico (AA), e sua sintese é estimulada por fator quimico, mecéanico ou

infecciosos (Ferreira & Vane, 1967).

A inibicdo da COX, e, por consequéncia, da sintese de prostaglandinas, foi
0 mecanismo inicialmente utilizado para deixar claro as propriedades analgésicas dos
anti-inflamatérios ndo esteroidais (Vane, 1971; Ferreira, 1972; Ferreira et al., 1973).
Dessa forma, entre os mediadores inflamatérios, as prostaglandinas desempenham
um papel particularmente significativo. Elas fazem parte de uma classe de substancias

conhecidas como eicosanoides (Simmons et al., 2004).
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A sintetizacdo das prostaglandinas ocorre quando a fosfolipase A2, ao ser
ativada, hidrolisa os fosfolipidios da membrana, liberando acido araquiddnico. Quando
liberado, uma parte do acido é rapidamente metabolizada principalmente pelas
enzimas ciclooxigenases (COX). Os prostandides da série 2, que sao gerados pela
acdo enzimatica da COX sobre o acido araquidénico, incluem as prostaglandinas da
série 2 (PG2), entre outras menos relevantes para este trabalho (Campbell &
Halushka, 1996; Narumiya & ltzgerald, 2001; Simmons et al., 2004).

Os novos prostandides sdo, em sua maioria, rapidamente liberados para
fora da célula e desempenham uma ampla gama de func¢des bioldgicas, incluindo a
promocéao de hiperalgesia e inflamacgdo no ser humano (Ferreira, 1972). Além disso,
foi demonstrado que a PGE2 é particularmente eficaz na inducdo da hipernocicepcéao
(Ferreira &Vane, 1967) e na desenvoltura da sensibilizacdo nociceptiva associada a

inflamagé&o na pata de rato (Kuhn & Willis, 1973).

No inicio, foram descritas duas isoformas da COX: COX-1 e COX-2. A
COX-1 é expressa de forma constitutiva em diversos tecidos. Em contraste, A COX-2
nao € normalmente detectada em diversos tecidos, mas pode ser estimulada por
mediador inflamatério, como citocina ou fator de crescimento (Campbell & Halushka,
1996; Trifan & Hla, 2003). A COX-3 foi uma descoberta recente e é derivada do gene
da COX-1. Sua expresséo acontece primordialmente no SNC e na aorta (Gosset et
al., 2006).

A inibicdo da COX, especialmente da COX-1, muito utilizada no tratamento
da dor de origem ingramatoria, provoca muitos de efeitos colaterais, principalmente
devido a reducdo das funcgles fisioldgicas exercidas constitutivamente por essa
isoforma (Hay & De Belleroche, 1997; Zhang et al., 1997).

O metablismo do acido araquiddénico também ocorre por vias nao
enzimaticas, dando origem a produtos com estruturas semelhantes as das
prostaglandinas, como os isoprostanos. Dessa forma,bloqueadores do metabolismo

do &cido araquiddnico ndo impacta sua producdo (Campbell & Halushka, 1996).

No SNC, sdo expressos o0 RNA mensageiro (RNAm) e as proteinas para a
COX-1 e -2. Foi detectado o RNAmM para a COX-1 e -2 e a proteina para COX-1 em
cultura de células do GRD. Sabe-se que a COX-1 € expressa em neurdnios, no
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citoplasma, nas membranas nucleares e no axonio, isso indica que a PG pode ser
produzida e secretada tanto pelos terminais centrais quanto periféricos dos neurdnios

aferentes primarios (Vanegas & Schaible, 2001).

Ademais, a interleucina-1p (IL-13) € uma citocina inflamatéria responsavel
por induzir a sintese e liberacdo de PGs. Além dela, os agentes inflamatérios
carragenina e lipopolissacarideo de E. Coli também s&do capazes de induzir sua

liberacdo endogenamente (revisado por Poole et al., 1999).

A IL-1 possui isoformas: IL-1B e IL-1a. A IL-1B é um polipeptideo sintetizado
por diversas células, como macréfagos, fibroblastos, neurénios, queratinécitos e
células da glia, entre outras (Bianchi et al., 1998). Tanto a IL-18 quanto a IL-1a atuam
como um agonista de receptor especifico associado a membrana plasmatica. O IL-
1Ra é um antagonista natural desses receptores. Existem sitios de ligacédo para a IL-
1 que se destacam pela sua importancia (Sims et al., 1995). Enquanto receptor do tipo
| (IL-1RI) inicia uma cascata de sinail intracelulare, o receptor do tipo 2, embora exista
a associacdo com a molécula de IL-1, sinais intracelulares ndo séo ativados, agindo

somente como local de ligacédo para a IL-1 (Dinarelo, 1996).

A IL-1 realiza a maior parte das atividades biologicas ao ativar a transcricdo
de diversos genes que codificam citocinas, quimiocinas, proteinas inflamatorias,
enzimas e moléculas de adesao celular envolvidas na producdo de mediadores proé-
inflamatorios, como a 6xido nitrico sintase induzida (iNOS), a ciclooxigenase-2 (COX-
2) e a fosfolipase A2 (PLA2) (Wesche et al., 1997; Dinarello, 1996). Quando a IL-1 se
liga ao receptor IL-1RI, o fator de diferenciacdo mieldide 88 (MyD88) é ativado. Esse
fator, por sua vez, se associa a quinase associada ao receptor de IL-1 (IRAK), ativando
duas vias principais de sinalizacdo da IL-1: a do fator de transcri¢cdo nuclear NF-kB e
a cascata das MAPKs (proteinas quinases ativadas por mitégenos) (Rothwell &
Luheshi, 2000).

Além disso, estudos mostram que ha uma hiperalgesia da IL-13 no tecido
periférico durante a inflamacéo (Ferreira et al., 1988). A partir disso, diferentes autores
descrevem seu envolvimento na hiperalgesia inflamatéria (Scweizer et al., 1988; Oka
et al., 1993; Reve et al., 2000, Fachi et al., 2001; Song et al., 2005).
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1.5 CARRAGENINA

Carrageninas sao polissacarideos sulfatados de alto peso molecular
originados de algas vermelhas especificas (Rhodophyceae) (Cohen, 2002). Sua
utilizacdo ja estad estabelecida em modelos animais experimentais para induzir
inflamacéo e estudar a acdo de farmacos anti-inflamatérios e analgésicos. Quando
injetadas na pata traseira de roedores possuem a capacidade de causar uma resposta
imune inata classica, caracterizada por edema da pata, migracao de neutrofilos e dor
(Benard, 2010; Lopes et al, 2020). In vitro, induz a ativacdo de macrofagos peritoneais
e a producao de citocinas pro-inflamatoérias como TNF e IL-1B (Bhattacharyya, 2008;
Lopes et al, 2020).

Estudos anteriores mostraram que a inflamacéo e os sinais inflamatérios
induzidos por carragenina sdo dependentes da ativacdo de macrofagos por meio da
producdo de citocinas proé-inflamatérias, principalmente TNF e IL-1B (Lopes et al,
2020). Além disso, um possivel mecanismo molecular da carragenina é sua ligacdo a
receptores Toll-like em células fagociticas, como macrofagos, promovendo uma
regulacdo da resposta imune inata. In vitro, sabe-se que a carragenina ativa TLR4
(Cunha, 2016; Bhattacharyya, 2008; Lopes et al, 2020).

A carragenina também induz uma hipernocicepcdo mecanica por meio de
uma cascata de citocinas. A primeira citocina liberada é o TNF-a e posteriormente é
desencadeada a liberacdo de IL-6, IL-1 e CINC-1, os quais ativam ambas as vias das
aminas simpaticas e das prostaglandinas, tendo como resultado a ativacdo de seus
receptores neuronais, aumentando a excitabilidade neuronal (Ferreira e Lorenzetti,
1993; Cunha et al., 1991; Cunha et al., 1992; Lorenzetti et al. 2002).

1.6 INFLAMACAO

A inflamagcdo € uma condicédo clinica presente em diversas patologias,
abrangendo exposicao a toxinas, radiacéo, lesdes e infec¢des. E uma resposta natural
do organismo, em que ha como objetivo a promogédo da regeneragao ou reparacao do
tecido lesionado. Ela se caracteriza pela presenca de inchacgo, vermelhidao, calor e
dor, podendo posteriormente promover a disfuncdo de o6rgdos, demandando
possivelmente uma intervencdo farmacoldgica. A presenca da inflamacdo é

comumente documentada na patogénese de inUmeros distarbios (Chen et al, 2018;
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Netea et al, 2017; Henschke, 2015).

O processo inflamatério acontece quando o organismo € exposto a
estimulos lesivos enddgenos ou exdgenos, que estimulam mediadores inflamatérios
responsaveis por induzir dor, ativar ou inibir a inflamacdo e a reparacao do tecido,
além de provocar acdo do tecido conjuntivo vascularizado. Esse evento provoca
alteragbes funcionais e morfologicas nas células, tecidos, vasos sanguineos e
linfaticos presentes na regido inflamada e, independente da causa, o objetivo é
sempre restaurar a homeostase tecidual. A resposta inflamatoria controlada
normalmente € benéfica, entretanto, pode se tornar prejudicial para o organismo se

nao for regulada (Garcia-Leme, 1989; Collins, 2000; Hannoodee & Nasurussin, 2022).

Esse processo inflamatoério pode se dar como uma inflamacéo aguda, em
gue diante do agente nocivo ha uma resposta imediata e precoce, ou como uma
inflamacé&o crénica, marcada por uma resposta prolongada, onde esta presente tanto
a inflamacéo ativa quanto o dano no tecido (Collins, 2000).

Durante a inflamacéo aguda, por meio da ativacdo das vias vasoativas e
guimiotaticas que resultam na vasodilatacéo local, ha um aumento do fluxo sanguineo
para a regido afetada, aumentando a permeabilidade vascular e causando a
exsudacéao de fluido para o tecido intersticial. Isso faz com que a regiao apresente as
caracteristicas citadas anteriormente, vermelhiddo, calor e edema. Mediadores
liberados nesse processo recrutam mais células para o local, principalmente
neutréfilos na fase inicial e em seguida macrofagos. Mediadores como histamina,
prostaglandinas, bradicinina e citocinas produzidas pelas células inflamatérias estéo
muito associados com a inflamacao aguda, ja que estimulos inflamatérios ativam vias
de sinalizacdo intracelular que induzem a producdo desses mediadores.
Posteriormente, com a reducdo dos agentes causadores, € natural que aconteca o

processo de reparo e cicatrizacao tecidual (Sebire, 2010).

Os principais mediadores inflamatorios séo as citocinas, como interferons,
interleucinas, fatores de crescimento, fator de necrose tumoral e quimiocinas. Sao
glicoproteinas pequenas liberadas por células do tecido lesionado ou por células
imunes, sendo reconhecidas por receptores especificos de cada mediador

inflamatorio e, dessa forma, iniciam as cascatas de sinalizacdo e respostas celulares
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adequados para promover a homeostase (Floege et al, 2012)

Dentre os mediadores inflamatérios, destaca-se no presente trabalho o
papel das citocinas, que podem ser pro-inflamatérias ou anti-inflamatoérias. As pro-
inflamatorias podem ser produzidas por macréfagos ativados e estdo envolvidas na
regulacdo das respostas inflamatorias (Zhang & An; 2007). Sdo exemplos dessas
citocinas proé-inflamatéria a IL-1B, interleucina-6 (IL-6) e fator de necrose tumoral-a
(TNF-a) que orquestram a inflamagao através da ativagao dos receptores do Toll-like
(TLRs) (Chen et al, 2017; Kaminska, 2005). As citocinas anti-inflamatérias sao
moléculas imunorregulatérias que controlam a resposta das citocinas pro-
inflamatdrias, sendo as principais: interleucina (IL)-1, IL-4, IL-10, IL-11 e IL-13 (Zhang
& An; 2007).

Os TLRs sao proteinas de membrana encontradas na superficie das
células do sistema imune inato, como os macrofagos, sdo ativados a partir do
reconhecimento de padr6es moleculares associados a patégenos (PAMPS) ou sinais
enddgenos que envolvem sinais do dano tecidual ou celular, os padrées moleculares
associados ao dano (DAMPSs). Dessa forma, DAMPs e PAMPs sdo reconhecidos pelo
TLR-4 e desencadeiam a resposta inflamatéria aguda., indicando semelhancas entre
respostas inflamatdrias infecciosas e nao infecciosas (Brennan & Gilmore, 2018;
Takeda & Akira, 2015; Chen et al, 2017; Adib-Conquy & Cavaillon, 2007; Rubartelli &
Lotze 2007).

A ativacdo dos TLRs inicia uma cascata de sinalizacao intracelular (Chen
et al, 2017; Czerkies & Kwiatkowska, 2014; Akira et al, 2001), levando a ativacédo da
quinase IkB (IKK). A IKK é responsavel por regular a ativagdo da via NF-kB por meio
da fosforilacdo das proteinas IkB no citoplasma. Esse processo causa a degradacéo
de IkB pelo proteassoma. Como normalmente IkB inibe NF-kB, sua degradacéao
possibilita a liberagdo do NF-kB para sua translocagdo nuclear e ativagdo da
transcricdo génica em seguida. Esse fator de transcri¢céo participa de forma importante
no processo inflamatério durante a resposta imune e sua atividade pode ser induzida
por diferentes enzimas, citocinas inflamatérias e substancias de patégenos
(Pasparakis et al, 2006; Basak et al, 2007). Além disso, essa via é responsavel por
regular a producédo de citocinas pro-inflamatorias e recrutar células inflamatoérias
(Chen et al, 2018).
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A resposta inflamatéria em geral € dividida em duas fases com
caracteristicas distintas. A primeira é caracterizada por elementos tipicos da resposta
imune inata, a qual mobiliza o recrutamento de células do processo inflamatério
agudo, tais como neutréfilos e macrofagos do tipo 1 (M1). Ja a segunda fase é
caracterizada pela presenca, sobretudo, de macréfagos do tipo 2 (M2), os quais
promovem a secrecdo de citocinas anti-inflamatorias (IL-4, -10 e -13) e fatores de
crescimentos associados a cicatrizacdo e reparacdo, como o fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF), de tecidos conectivos (CTGF) e de crescimento de
fibroblastos (bFGF), terminando por restaurar a homeostasia tecidual (Netea et al.,
2017).

Os macrofagos sdo células pertencentes ao sistema mononuclear
fagocitico, de grande importancia no sistema imunolégico (Nathan, 2008). Sé&o
encontradas em todos os tecidos do corpo humano, com alta plasticidade, diferentes
fendtipos e funcdes nos diferentes tecidos em que residem (Atri et al., 2018). Dessa
maneira, atuam como importantes reguladores da resposta inflamatoria, auxiliando na

recuperacao e cicatrizacao do tecido inflamado.

Essas células foram identificadas pela primeira vez no final do século XIX,
por Elie Metchnikoff (Nathan, 2008). Apds a descoberta, a literatura indicou que os
macréfagos desempenham um papel fundamental na resposta imunidade inata e
adaptativa, defendendo o organismo de diferentes patdégenos. Dessa forma, foram
descritos como reguladores de resposta inflamatoria, tendo em vista que auxiliam na

recuperacao e cicatrizacao do tecido inflamado (apud Atri et al., 2018).

Os mondcitos circulantes do sangue periférico sdo recrutados para o
microambiente tecidual lesionado, diferenciando em macréfagos, e que
posteriormente podem ser polarizados nos diferentes perfis celulares de acordo com
as caracteristicas da inflamacéo, dependendo dos fatores de crescimento, citocinas e
outros mediadores presentes no microambiente que promovem a ativacao das vias
de sinalizagdo intracelular especificas na expressdo de genes associados aos
fendtipos, ocorrendo a polarizagdo dos macrofagos. (Mantovani, 2004). Essa
plasticidade das células mononucleares do sangue periférico é fundamental para a
resposta imune do hospedeiro e a regulacdo do ambiente tecidual em diferentes

contextos fisiolégicos e patoldgicos.
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Dentre os perfis de macrofagos, dois principais subtipos sdo abordados
neste trabalho: M1 e M2. Os M1 sédo ativados por lipopolissacarideos (LPS), por
interferon-gama (IFN-y) e por fatores de necrose tumoral (TNF-a). Sdo células
efetoras com funcéo pro-inflamatdria que produzem a citocina TNF-a e o 6xido nitrico
(ON) via enzima 6xido nitrico sintetase induzida (INOS). Estes produtos sdo capazes
de matar microrganismos e células tumorais (Rath et al., 2014; Orecchioni et al.,
2019).

Os M2 possuem funcdo anti-inflamatoria, participando das respostas
imunes especificas para a reducao da inflamagéao, cuja enzima principal é a arginase-
1, que converte a arginina em ureia e ornitina, reduzindo o substrato para a formagao
de ON. Desempenham importante funcdo na reducdo da inflamacdo, no reparo
tecidual, cicatrizacdo de feridas e na angiogénese. A exposi¢ao da citocina IL-4, IL-
10, e IL-13 sdo essenciais para a polarizacédo desse perfil celular, resultando na
liberacdo da citocina anti-inflamatéria IL-10 e TGF-B para mitigar a inflamagéo e

conduzir mecanismos reparadores (Kashfi et al., 2021).

Ademais, os macrofagos podem alternar dinamicamente entre os fenotipos
e subtipos intermediérios, sendo células versateis que podem apresentar os atributos
tanto inflamatérios quanto anti-inflamatérios (Scheurlen et al., 2021).

Nesse sentido, dentro do contexto da neurobiologia da dor, é crescente a
busca por estratégias farmacoldgicas que possibilitem além da analgesia o reparo e
cicatrizacdo do tecido lesionado. Sendo assim, a modulacao da inflamacéo via uma
regulacao dindmica de macréfagos se faz interessante dado a plasticidade adaptativa
destas células em diferentes contextos, sobretudo no microambiente inflamatorio,

objetivando a restauracdo da homeostase tecidual.

Para além disso, um estudo realizado por Pannel et al. (2016), demonstrou
que os macréfagos sédo capazes de liberar peptideos opioides (meta-encefalina,
dinorfina A e B-endorfina) quando polarizados a isoforma M2, contribuindo por
exemplo, para amenizacao de quadros de dor neuropética. Sendo assim, ressalta-se
que o receptor CB2 esta intimamente ligado a liberagdo de [(-endorfina por
macrofagos, queratinodcitos e linfocitos T, bem como a acéo analgésica deste opioide

envolve o receptor Kappa (Befort, 2015; Su et al., 2011; Ibrahim et al., 2005).
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No entanto, com relag&o a dipirona, pouco se sabe sobre a contribuicdo de
macréfagos na analgesia induzida por este farmaco. Assim, este trabalho objetivou
expandir a utilizacdo da dipirona, verificando o efeito do medicamento no tecido
inflamado, porém, sob uma perspectiva celular diferente do sistema nervoso: os

macrofagos.

Considerando que o0s macréfagos desempenham papel central na
modulacao da inflamacao e reparo tecidual, avalia de forma mais profunda o potencial
analgésico da dipirona, podendo contribuir para sua insercdo mais ampla em
estratégias farmacoldgicas para o controle da dor inflamatéria em diferentes
contextos, como por exemplo, doencgas articulares como osteoartrite (Wu et al.,2020),
artrite reumatoide (Udalova et al., 2016) e neuropatias (Yu et al., 2020), em que ja é

sabido que os macroéfagos tem papel fundamental na regulacdo da fisiopatologia.

Neste sentido, € plausivel propor que a dipirona possa ter um uso potencial
para o tratamento de processos inflamatérios, ndo dentro de um conceito de um
farmaco anti-inflamatério, mas sim de um farmaco modulador da resposta inflamatéria,
diminuindo a resposta inflamatoria, inclusive a dor e favorecendo a regeneragao
tecidual. Considerando a sua baixa toxicidade e seu baixo custo, esta hipotese tem
muito interesse clinico-farmacoldgico e pode abrir novas perspectivas no controle dos

processos inflamatorios.

Assim, o intuito deste trabalho foi o de investigar a contribuicdo de
macrofagos na analgesia induzida pela dipirona, tendo como alvo a regulacdo da

polarizacé@o destas células.

1.7 TRATAMENTO FARMACOLOGICO NO CONTROLE DA DOR

Na pratica clinica, o tratamento da dor aguda normalmente consiste no uso
de analgésicos bem estabelecidos como dipirona e acetaminofeno (paracetamol),

anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINES) e opioides (Edwards et al., 2010).

Os AINEs séo frequentemente utilizados com finalidade analgésica,
antipirética e anti-inflamatoria em casos de dor aguda resultante de inflamacdes
devido a lesdes no tecido. Esses medicamentos, como por exemplo aspirina,

ibuprofeno, diclofenaco, nimesulida, indometacina etc., séo capazes de reduzir a dor
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e a inflamacgao por inibir a atividade das enzimas COX, impedindo a sensibilizagéo
neuronal (Gwanyanya et al., 2012).

Os agonistas opioides puros, como por exemplo a morfina, sdo uma classe
de analgésicos derivados da papoula e tem sua acédo relacionada ao bloqueio da
neurotransmisséo de impulsos nociceptivos. Os opioides se ligam especificamente
aos receptores opioides presentes em todo o sistema nervoso central e em
terminacdes nervosas aferentes periféricas. Esses receptores sao ligados a proteinas
G inibitérias que, quando ativadas, promovem o fechamento dos canais de calcio
voltagem dependente e reduzem a produgdo de monofosfato de adenosina ciclicos
(AMPc). Como resultado, reduz a liberagdo de neurotransmissores, como glutamato
e substancia P, das fibras nociceptivas, reduzindo a sensacdo de dor. Além disso, a
ativacdo dos receptores também promove o estimulo do efluxo de potéssio, tendo
como consequéncia a hiperpolarizagao celular e uma diminuicdo da excitabilidade
neuronal (Trivedi et al., 2007; Andrea et al., 2008).

1.8 DIPIRONA E MACROFAGOS NA MODULACAO DA DOR.

A antipirina € um derivado de pirazolona que foi primeiramente sintetizada
em 1883 por Ludwig Knorr e Wilhelm Filehne e, posteriormente, passou a ser
industrialmente produzida em Frankfurt. Apenas depois de comercializado para o
tratamento da febre, foi descoberto o potencial analgésico do medicamento. Visto a
importancia do antipirético no tratamento da dor, derivados de antipirina foram
produzidos no comeco do século XX. Dentre esses, a dipirona (metamizol) que foi

amplamente utilizada na Primeira Guerra Mundial (Sabatowski et al., 2004).

A dipirona é um farmaco analgésico amplamente utilizado na prética clinica
devido ao seu carater multimodal no tratamento da dor, de tolerabilidade
gastrointestinal favoravel, com efeito adverso raro de agranulocitose (Konijnenbelt-
Peters et al., 2017).

A dipirona como pré-droga sofre hidrélise ndo enzimatica formando o
primeiro metabolito ativo, 4-metilaminoantipirina (4-MAA) no trato gastrointestinal.
Este metabalito possui rapida absorcao e atinge 85% de biodisponibilidade apds o uso
por via oral, sendo a concentracdo maxima alcancada de (tmax of 1.2 a 2.0 horas),

sendo metabolizado no figado. A metabolizacdo do 4-MAA forma o segundo
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metabdlito ativo 4-aminoantipirina via desmetilacao, resultando no metabdlito inativo
4-formilaminoantipirina (4-AA) via oxidacdo. Em comparagdo com o 4-MAA, 0 4-AA
apresenta uma eficacia analgésica consideravelmente inferior, com o tempo de meia-
vida mais longo, demorando mais para alcancar a concentracdo maxima no plasma.
No entanto, a combinagdo das propriedades terapéuticas do 4-MAA e do 4-AA,
permitem a eficicia rapida e duradoura do metamizol (Vale, 2006; Lutz, 2019).

No Brasil, a dipirona comecou a ser comercializada em 1922 com o home
de Novalgina. A utilizacdo do medicamento aumentou com o passar dos anos, até que
nos anos 1970 muitos paises suspenderam a sua utilizacédo devido a relatos de casos
de agranulocitose, possivelmente causados em decorréncia de seu uso (apud Vale,
2006).

A agranulocitose € uma condi¢éo clinica que causa um significativo déficit
imunolégico, resultando na morte de cerca de 7 a 25% dos individuos afetados.
Entretanto, apesar de sua gravidade, foi observado que com a utilizagéo da dipirona,
a incidéncia da agranulocitose varia de 0,2 a 2 casos por milhdo de pessoas/dia de

uso, numero este que € considerado aceitavel (Vale, 2006).

Por esse motivo, a dipirona continua sendo utilizada no tratamento e
controle da dor e de inflamagfes em diversos paises, incluindo no Brasil (Vale, 2006).
A dipirona é um dos analgésicos mais utilizados pelos brasileiros, tanto na sua forma
isolada (Novalgina, Anador) quanto em associa¢cfes (Dorflex, Neosaldina) (Jornal
Brasileiro de Medicina, 2012/2013). Além disso, de acordo com o Conselho Federal
de Farmacia (2023), a dipirona sddica (Novalgina) foi o segundo medicamento

genérico mais vendido no Brasil.

Acreditava-se que a dipirona apresentava efeitos analgésico e anti-
inflamatoério apenas via inibicdo de enzimas COX-1 e 2 (Pierre et al., 2007) e
diminuicdo de sintese de prostaglandinas. Entretanto, atualmente sabe-se que seu
carater de pro-farmaco, por meio de metabalitos bioativos, contribuem diretamente na
analgesia via ativacdo de sistemas canabinoides e opioides enddgenos,

independentemente da sintese de prostaglandinas (Dos Santos et al., 2014).

Os metabdlitos da dipirona, citados anteriormente, ndo se ligam

amplamente a proteinas plasmaticas e, portanto, sdo, em grande parte, excretados
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pelos rins. Dessa forma, o que garante a analgesia é a concentragdo dos metabdlitos
bioativos 4-MAA e 4-AA presentes no organismo (Vale, 2006).

Vérios trabalhos (Pierre et al., 2007; Rogosch et al., 2012), alguns deles
publicados por nosso grupo de pesquisa (Dos Santos et al., 2014; 2020a; 2020b)
demonstraram que, majoritariamente, o efeito analgésico da dipirona depende
exclusivamente da acdo dos metabolitos 4-MAA e 4-AA, com ativagdo do sistema
canabinoide via receptores tipo 1 e 2 (CB1 e CB2), 0s quais estdo presentes,
respectivamente, em neurdnios e em ceélulas residentes na epiderme, como

queratinécitos, fibroblastos e macrofagos (Befort, 2015; Turcotte et al., 2016).

Como relatado por Turcotte et al. (2016), os receptores canabinoides
desempenham papel central na analgesia periférica induzida pela dipirona.
Particularmente, o receptor CB2 tem papel fundamental no periodo resolutivo da
resposta inflamatéria, onde sua ativacdo em diferentes tipos celulares levou a
diminuicdo da sintese de espécies reativas de oxigénio (ROS), de citocinas
inflamatorias (IL-1B, IL-8 e TNF-a), reduzindo a expressao do fator nuclear kappa B
(NF-kB) e aumentando a sintese de citocinas anti-inflamatérias, com diferenciacéo e

polarizacdo dos mondcitos no perfil M2.

Dado o contexto e as premissas acima, a dipirona possui uso potencial para
o tratamento da dor e inflamacdo em seus mais diferentes contextos, considerando
sua baixa toxicidade, acessibilidade, eficacia e potenciais mecanismos implicados na
modulacdo da inflamacdo. Complementarmente, nosso grupo de pesquisa teve
importante contribuicdo na demonstragcdo do mecanismo pelo qual o metabolito 4-
MAA da dipirona tem acgao via crosstalk entre o receptor CB2 e o receptor Kappa
opioide, promovendo analgesia em um modelo animal de inflamacdo aguda (Dos
Santos et al., 2020a).

A dipirona tem grande eficacia analgésica e antipirética, apresenta
disponibilidade de formulacédo parenteral, baixo custo de producéo, poucos efeitos
colaterais e alta eficacia. Por isso, € um importante medicamento utilizado na pratica
médica no controle da dor. Dessa forma, destaca-se a necessidade de se
compreender melhor seu mecanismo de acdo com o objetivo de expandir o escopo

de sua atuacdo como primeira linha farmacolégica no tratamento da dor (Schroeder,



2014; Dos Santos, 2018).
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2 JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

A dipirona € um dos farmacos mais utilizado no Brasil para o controle da
dor e da febre (Sznejder et al., 2022). Possui alta eficacia, efeitos colaterais reduzidos,
e tolerabilidade gastrointestinal mais favoravel em relacdo aos anti-inflamatérios néao-
esteroidais (AINEs), além da disponibilidade de formulag&o parenteral de baixo custo
de producéo, tornando-a alvo interesse clinico e farmacoldgico, porém, ainda séo
necessarios mais estudos para elucidar seu mecanismo de acdo (Sznejder et al.,
2022).

Apesar da eficacia da dipirona no controle da dor relacionado ao processo
inflamatorio, ha ainda uma persisténcia no uso excessivo dos AINEs. Estes farmacos
possuem efeitos sistémicos colaterais graves associado ao uso prolongado, como
hormonais indesejaveis e efeitos locais deletérios, retardando ou inibindo o processo
de reparo tecidual. Além dos efeitos colaterais, esse tipo de medicamento néo
promovem a cicatrizacdo tecidual, inibindo a enzima COX relacionada com a via da
dor (Davis e Robson, 2016).

Dessa forma, novas perspectivas terapéuticas estdo sendo desenvolvidas
para tratar dor inflamat6ria, substituindo os farmacos inibidores da resposta
inflamatoria por farmacos capazes de modular a resposta inflamatéria em células
alvos, como os macrofagos, de forma a recuperar a homeostase tecidual e promover
a cicatrizacao tecidual. Neste sentido € de grande interesse clinico-farmacolégico
desenvolver terapias ou novos farmacos que medeiem a polarizacdo de M1 ao peffil

M2, estabelecendo equilibrio entre os perfis celulares (Eming et al. 2017).

Com isso, a hipétese de nosso trabalho é que a dipirona com uso local
possa reduzir a expressdo das citocinas pro-inflamatérias em M1 e aumentar a
expressao de citocinas anti-inflamatoérias em M2, e em adicao, de reduzir o processo
inflamatorio no edema e na peritonite de pata induzido pela carragenina, e

consequentemente, reduzir a migracao de leucocitos.

Neste sentido, a dipirona poderd ser incluida entre as substancias
biologicamente ativas capazes de promover uma modulagéo da resposta inflamatéria,
sobretudo modular células imunes, expandindo o uso do farmaco sistémico ao uso

local na clinica relacionados aos seus respectivos metabdlitos ativos 4-MAA e 4-AA.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS

Avaliar o efeito local da dipirona na modulacdo do processo inflamatério
pela acdo do seu metabdlito ativo 4-MAA na polarizacdo do perfil de macréfagos pro-
inflamatoria (M1) em anti-inflamatério (M2) na fase de hiperalgesia inflamatoria

induzida pela carragenina, favorecendo o reparo e cicatrizacao tecidual.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Analisar o efeito da administracdo local de dipirona na expressédo das
citocinas proé-inflamatérias IL1-B e TNF-a e anti-inflamatoéria IL-10 em animais

previamente injetados com carragenina via intraplantar.

c) Verificar o efeito da administracdo local de dipirona na resposta
inflamatoria induzida pela carragenina por meio da avaliacdo do edema utilizando

paquimetro digital.

d) Avaliar o efeito da dipirona na migracao celular na peritonite induzida por
carragenina pela expresséao de citocinas pré (IL1-B e TNF-a) e anti-inflamatérias (IL-
10).

e) Avaliar a polarizacdo de macrofagos M1 e M2 in vitro tratados com 4-
MAA pela expressdo dos genes relacionados aos perfis de macrofagos pro-
inflamatério (iNOS, TNF-a) e anti-inflamatorio (Arg-1, IL-10).
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4 METODOLOGIA

4.1 ANIMAIS

O presente estudo foi conduzido em conformidade com as diretrizes éticas
para pesquisas com animais, sob aprovacdo do Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da UNICAMP, protocolo n°®5931-1/2021 (anexo 1). Foram utilizados 150 ratos
Wistar machos, com peso entre 180 e 220 g, provenientes do Biotério Central da
UNICAMP. Os animais foram alojados em gaiolas de polipropileno no Biotério de
manutencado do Laboratodrio de Estudos da Dor - UNICAMP, mantidos sob condi¢des
controladas de temperatura (22 + 2°C) e ciclo claro/escuro de 12 horas. Eles

receberam racao especifica para a espécie (Nuvital) e acesso irrestrito a agua.

4.2 EDEMA DE PATA INDUZIDO POR CARRAGENINA

O edema de pata foi induzido por meio da injecdo subcutanea de 100 pL
de carragenina (1%) (Sigma-Aldrich; 22049-5G-F) na regido plantar da pata posterior
de ratos, 2h antes da aplicacédo intraplantar de 5 e 25 mg de dipirona (5 ou 25 mg/50
pL) (Sigma-Aldrich; D8890) diluida em solugdo salina 0,9% ou solugdo salina 0.9%
(NaCl) (Levy, 1969). A avaliacdo da inflamacéo e o papel da dipirona foi previamente
avaliado pela espessura da pata utilizando o paquimetro digital no tempo O (periodo
basal) e, posteriormente, nos tempos 2, 4 6, 24 e 48h apds inoculacao da carragenina
(de Morais-Zani et al., 2013). Os resultados foram calculados pela diferenca entre a
medida obtida no tempo 0 e as medidas posteriores, sendo o resultado do edema

expresso como 0 aumento percentual na espessura da pata.

Espessura da pata foi determinada
utilizando um pagquimetro digital

fr—

"

Oh 2h 4h 6h 24h 48h

Carragenina (1%) Dipirona (5 ou 25
Salina (0,9%) mg/pata)
Salina (0,9%)
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4.3 MIGRACAO CELULAR INDUZIDA POR CARRAGENINA

A migracdo das células peritoneais foi induzida por meio de injecéo
intraperitoneal de 500 pL de carragenina (3,75 mg) ou solucao salina 0.9%. Apds 2
horas, foi injetado via peritoneal de 500 uL de dipirona (25 mg). Transcorridas 4 horas
apos a aplicacao da carragenina, os animais foram eutanasiados utilizando isoflurano
(5%) e a cavidade peritoneal foi lavada com 3 mL de solucao salina tamponada com
fosfato (PBS), com heparina. ApoOs aplicar delicadamente uma massagem nas
paredes abdominais, o exsudato foi coletado com auxilio de uma pipeta Pasteur de
plastico estéril. A contagem celular total foi estabelecida utilizando camara de
Neubauer. Posteriormente, o liquido peritoneal foi centrifugado a 1200 rpm por 10
minutos e ressuspendido em 200 pL de albumina bovina a 3% contendo as células
foram colocadas em orificios de papel filtro Wathmann sobrepostos em laminas. Apos
aguardar pelo menos 24h para a secagem natural das laminas, o papel filtro foi
retirado para as células serem coradas utilizando o corante de Wright (Laborclin;
620485) (Rosenfeld, 1971). Um total de 100 células foi contado usando microscopio

optico (Leica; DM750) na objetiva de 100x, com 6leo de imerséo.

Coleta exsudato
peritoneal

Oh 2h 4h

T I T

-,

Carragenina | Dipirona (25 mg)
(3,75 mg) Salina (0,9%)
Salina (0,9%)
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4.4 AVALIACAO DO EFEITO DA ADMINISTRACAO LOCAL DE DIPIRONA NA
EXPRESSAO DE CITOCINAS PRO-INFLAMATORIAS

O teste de ELISA (SAFIEH-GARABEDIAN et al., 1995) foi realizado com
pequenas adaptacfes. Foi realizado o estimulo inflamatorio por meio da
administrac@o subcutanea de carragenina (1%) ou o seu veiculo (0,9% de NaCl). Apés
2h, as patas foram tratadas com dipirona (25 mg/pata). Transcorridas 2h de
tratamento, os animais foram eutanasiados e o tecido da regido plantar pata traseira
de ratos foi extraido. Estes tecidos foram homogeneizados utilizando FastPrep-24™,
As amostras foram submetidas a centrifugagédo a 10.000 rpm por 15 minutos a 4°C.
Os sobrenadantes resultantes foram armazenados a -80°C para analises futuras dos
niveis das proteinas IL-13, TNF-a e IL-10. As citocinas foram quantificadas utilizando
os kits especificos: TNF-a de rato /TNFSF1A (R&D Systems, codigo: DY510), IL-18
de rato / IL-1F2 (R&D Systems, cédigo: DY501) e IL-10 de rato (R&D Systems, codigo:
DY522-05). Todos os protocolos foram realizados conforme as orienta¢des fornecidas
pelo fabricante (R&D Systems).

Oh 2h 4h

Coleta tecido
plantar da pata

Carragenina (1%) Dipirona (25 mg/
Salina (0,9%) pata)
Salina (0,9%)

-

9

Extragdo de Quantificagdo das citocinas
proteinas IL-1B, TNF-a e IL-10
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4.5 ISOLAMENTO E CULTURA DE MACROFAGOS DERIVADOS DA MEDULA
OSSEA (BMDM)

Para obtencédo de macrofagos derivados da medula 6ssea (BMDM), células
tronco hematopoiéticas foram coletadas da medula 6ssea presentes no fémur de ratos
Wistar (Toda et al., 2021). ApGs a eutanasia dos animais e a coleta do fémur, a medula
foi removida do interior do osso através da lavagem com 10 mL de PBS estéril. A
solugao contendo as células foi filtrada (filtro 70 um) e posteriormente homogeinizada
em um tubo Falcon (50 mL). Tampao de cloreto de amonio estéril foi adicionado ao
meio por 5 min para lisar os eritrocitos. A seguir, foram adicionados 10 mL de PBS
estéril para interromper a reacdo de lise, e o tubo Falcon foi homogeneizado e
centrifugado (4 °C, 15 min a 1800 rpm). Apds, as células foram ressuspendidas e
homogeneizadas em 20 mL de meio de cultura RPMI (Sigma-Aldrich; R6504). As
células foram contadas e plaqueadas em placa de 24 pocos (5 x 105 células/poco),
com meio RPMI suplementado com 10% de soro fetal bovino (Sigma-Aldrich,
12103C), 1% de penicilina-estreptomicina (Sigma-Aldrich, P4333), 1% de solugéo de
aminoécidos ndo essenciais (MEM Non-Essential Amino Acid Solution, Sigma-Aldrich,
M7145), 1% de solucéo de vitaminas (MEM Vitamin Solution, Sigma-Aldrich, M6895),
1% de piruvato de sédio (Sigma-Aldrich, P2256) e 20 ng/mL de fator estimulante de
colbénias de macréfagos (M-CSF, Genscript, Z03010-5).

Posteriormente, apés 3 dias, foi realizada a troca do meio de cultura e no
dia cinco, nova troca do meio de cultura foi realizada, acrescido com os tratamentos
especificos do ensaio de polarizacdo. As células foram estimuladas com
lipopolissacarideo (LPS; 100 ng/mL) e interferon gama (INF-y; 20 ng/mL) para
polarizar macréfagos M1 por 1 h e 30 min e tratadas com dipirona (1uM) por 4 horas
e 30 minutos (Maytalman et al., 2023). Por fim, os macréfagos foram coletados para

extracdo de seu RNA.

4.6 QUANTIFICACAO DE RNAmM POR REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE EM
TEMPO REAL (RT-PCR)

Para a realizacédo da Reacdo em Cadeia da Polimerase em tempo real (RT-
PCR), o mRNA da cultura de BMDM foi extraido utilizando 500 pL de Trizol (Tri-

Reagent, T9424; Sigma-AldrichR), seguindo as instrucbes do fabricante.
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As amostras foram quantificadas por espectrofotometria utilizando o
sistema EPOCH Multi-Sample Spectrophotometer (Biotek Instruments, Winooski,
Vermont, EUA). A analise foi realizada com coeficiente de extincdo de 40 ng-cm/uL e
comprimento de trajetéria da luz OD260 de 0,1 cm, aplicando-se a equacéo de Beer-
Lambert: Concentragdo de RNA [ng/uL] = (OD260 x 40 ng-cm/uL) / 0,1 cm.

Para a sintese de DNA complementar (cDNA), foram utilizados 2 ug de
RNA total, empregando o kit Accuris gMax (Benchmark Scientific, Nova Jersey, EUA)
com Oligo dT, conforme as instrucbes do fabricante. O cDNA produzido foi

armazenado a -80°C.

A expressdo génica dos marcadores fenotipicos de macréfagos M1 (Nos-
2/INOS) e M2 (Arg-1/Arginase-1) foi quantificada por RT-PCR em um sistema
StepOnePlus (Applied Biosystems, EUA), utilizando o reagente iTaq Universal SYBR
Green Supermix (Bio-Rad Laboratories, EUA). O gene [3-actina foi empregado como
controle enddgeno. As sequéncias dos primers estéo listadas na Tabela 1.

Alva Sequéncia Forward Sequéncia Reverse

Nos-2 TCAGGCTTGEGTCTTGITAGC GAAGAGAAACTTCCAGGGECA

Arg-1 CCAGTATTCACCCCGGCTAC CTCCTGAAAGTAGCCCTGTCT

E-actina | CECGAGTACAACCTTCTTGC CETCATCCATGECGAACTGE

Tabela 1 Sequencias forward e reverse de oligonucleotideos destinados a investigacdo da expressao

de RNAm dos genes alvo Nos-2 e Arg-1 e do gene controle enddgeno 3-actina.
4.7 ANALISE DOS RESULTADOS

Os dados foram analisados no software GraphPad Prism 9. Para
comparacdes entre duas meédias, utilizou-se o Teste t, enquanto diferencas entre
multiplas médias foram avaliadas por analise de variancia (ANOVA). Dependendo do
contexto, realizou-se ANOVA de uma ou duas vias. Nos casos em que foi identificada
diferenca estatisticamente significativa, aplicou-se o0 Teste de Tukey para

comparacgdes entre os grupos. O nivel de significancia considerado foi p < 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 TRATAMENTO COM DIPIRONA LOCAL REDUZ O EDEMA EM PATA
INDUZIDO POR CARRAGENINA.

O objetivo deste ensaio foi analisar se a dipirona seria capaz de reduzir a
formacdo do edema da pata traseira de ratos induzido por carragenina. Para isso,

utilizamos o paquimetro digital para medir a espessura das patas.

A partir disso, foi possivel observar na figura 1 que a dose de dipirona de 25
mg/pata via intraplantar reduziu significativamente (p<0,05) a formagao de edema na
guarta e sexta hora quando comparado com o grupo controle carragenina. No entanto,

a dose menor de 5 mg/pata néo reduziu significativamente a formacéo de edema.

Dessa forma, as patas tratadas via intraplantar com dipirona (25 mg/pata), na
sexta hora, apresentaram uma reducdo de aproximadamente 61% do edema em
relacdo as patas apenas com carragenina, sugerindo a possibilidade de reducédo da
inflamacéo e extravasamento plasmatico. ApOGs a sexta hora, ndo houve diferenca

significativa entre os grupos, reduzindo o edema das patas ao longo de 48 horas
(Figura 1).
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Figura 1 Avaliacdo do edema de pata induzido por meio da injecdo subcutdnea de 100 pL de
carragenina (1%) na pata de ratos (n=6) 2h antes da aplicagéo intraplantar de 50 uL de dipirona (5 ou
25 mg/pata) ou solugéo salina. A espessura da pata foi determinada utilizando um paquimetro digital
no tempo 0, 2, 4, 6, 24h e 48h. Os resultados foram calculados pela a diferenca entre a medida obtida
no tempo 0 e as medidas posteriores e o edema foram expressos como 0 aumento percentual na
espessura da pata. Os resultados estéo expressos como média + erro padrdo da média. ANOVA duas
vias, pos teste de Tukey *p<0.05.
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5.2 TRATAMENTO LOCAL COM DIPIRONA REDUZ CITOCINAS PRO-
INFLAMATORIAS IL-18 E TNF- a.

Para verificar se o efeito modulador da inflamacéo da dipirona envolveu uma
reducdo das citocinas pré-inflamatoérias IL-1B8 e TNF-a e da citocina anti-inflamatoria
IL-10 utilizamos a dose com efeito no edema de 25 mg/pata. Foi realizada a inducéo

do processo inflamatorio por carragenina, seguido pelo tratamento local com dipirona.

A administracao local de dipirona (25 mg/pata) reduziu significativamente (p <
0,05) a quantidade de IL-1B (Figura 2A) e TNF-a (Figura 2B) no tecido da regiédo
plantar tratado com carragenina quando comparado com o0 grupo controle tratado
apenas com carragenina. Além disso, foi observado um aumento significativo da

citocina anti-inflamatoria IL-10 no tecido inflamado tratado com dipirona (Figura 2C).

Dessa forma, a reducao do edema na figura 1 pode ser relacionada com a figura
2 (A, B e C), sugerindo a reducédo das citocinas pro-inflamatérias IL-1p e TNF-a em

conjunto com aumento da citocina anti-inflamatoria IL-10.
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Figura 2 Quantificacdo de IL-1B (a), TNF-a (b) e IL-10 (c) na pata de ratos (n=6) ap6s 4h da inje¢céo de
carragenina (1%). O tratamento com dipirona (25 mg/pata), 2h horas ap6s inje¢cdo de carragenina,
reduziu significativamente as concentracbes de IL-18 e TNF-a em relacdo ao grupo que recebeu
apenas carragenina e aumentou significativamente as concentracdes e IL-10. Ndo houve diferenca
significativa entre os grupos que receberam apenas salina e 0s que receberam somente dipirona,
indicando baixa toxicidade da droga. Os resultados estdo expressos como média + erro padrédo da
média. ANOVA uma via, pos teste de Tuckey *p<0.05.

5.3 TRATAMENTO LOCAL COM DIPIRONA REDUZ A MIGRACAO
LEUCOCITARIA NA PERITONITE INDUZIDA POR CARRAGENINA

Com este ensaio, buscou-se analisar a influéncia da dipirona na migracao
celular, por meio da peritonite induzida por carragenina. A inflamacéo peritoneal foi
induzida por meio da administracdo de carragenina e o numero de leucdcitos
recrutados na cavidade peritoneal foi medido como uma indicagdo do grau de

inflamacéo.
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Dessa forma, conseguimos observar que o tratamento com dipirona (25 mg)
reduziu significativamente (p<0,05) o recrutamento total de células induzido por
carragenina na cavidade peritoneal quando comparado aos grupos tratados com os
grupos controles, salina e apenas dipirona (figura 3A). Dentre o total de células,
observa-se que o tratamento reduziu significativamente (p<0,05) o numero de
neutrofilos (Figura 3B), no entanto, houve aumento consideravel na migracao de
monaocitos (Figura 3C), enquanto que a migracao de linfocitos ndo houve diferenca

siginificativa (Figura 3D).

O resultado desse estudo sugere papel fundamental da dipirona com acdo em
células da imunidade inata, como foi observado na reducdo de neutréfilos e
monaocitos, e com auséncia de acdo em linfécitos, células que representam a
imunidade adaptativa. Além do mais, 0 aumento no recrutamento dos mondcitos nao
necessariamente esta relacionado a diferenciacao e polarizacdo dos mondcitos no
perfil de macrofagos pré-inflamatorio, pois o estudo anterior com o tratamento de
dipirona via intraplantar (Figura 2 A e B) indicou reduzir as citocinas pré-inflamatorias
IL-1B e TNF-a que séo liberadas por este perfil inflamatério, sendo o préximo passo
de verificar se ha polarizacdo dessas células em cultura in vitro de macréfagos

tratados com dipirona.
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Figura 3 Avaliacdo da migragéo de células peritoneais induzida por meio de inje¢do intraperitoneal de
500 pL de carragenina (3,75 mg) ou solucéo salina, 2h antes da injecéo peritoneal de 500 pL de dipirona
(25 mg). O tratamento com dipirona apo6s inje¢@o de carragenina reduziu significativamente a migracéo
de leucdcitos totais no peritdnio (a). O tratamento com dipirona apoés a injecdo de carragenina reduziu
significativamente a migracdo de neutréfilos (b). O tratamento com dipirona aumentou
significativamente a migracdo de mondécitos (c). Nao foi observada diferenca significativa entre os
grupos na migracdo de linfocitos (d). Os resultados estdo expressos como média + erro padrdo da
média. ANOVA uma via, pos teste de Tukey *p<0.05.

5.4 EFEITO DA DIPIRONA NA POLARIZACAO DE MACROFAGOS M1 E M2 EM
CULTURA DE BMDM

Os efeitos da dipirona também foram investigados na cultura celular de
macrofagos derivados da medula 6ssea polarizados no perfil de M1 (100 ng/mL de
LPS e 20 ng/mL de IFN-y) por 1 hora e 30 minutos. Apdés polarizagcao do perfil M1, as
células receberam tratamento com dipirona (1uM) por 4 horas e 30 minutos, sendo
apos esse periodo realizado a lise celular para extracdo do mRNA das células para

analise da expresséo génica.

A expresséao dos genes que codificam duas enzimas-chave para cada perfil
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de macréfagos: INOS que esté relacionada ao perfil M1 e Arg-1 associada ao perfil
M2. O tratamento in vitro com a dipirona reduziu significativamente (p < 0.05) a

expressdo génica de iINOS (Figura 4A) enquanto houve aumento da expressao

génica de Arg-1 (Figura 4B).

A relacéo maior de Arg-1 e iINOS indica que o tratamento de dipirona pode
estar relacionado ao processo de polarizagédo do perfil pro-inflamatério M1 ao perfil
anti-inflamatério M2 (Figura 4C). Este resultado corrobora com os dados anteriores
avaliados pela reducédo do edema (Figura 1), reducao das citocinas pro-inflamatorias
(Figura 2 A e B), sugerindo a possivel polarizacdo dos macrofagos ao perfil M2 (Figura

3C) conforme demonstrado neste tépico (Figura 4).
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Figura 4 Tratamento in vitro de dipirona (1 uM) em cultura de BMDM com estimulo inflamatério de LPS
(100 ng/ml) e IFN-y (20 ng/ml). O tratamento de dipirona apés o estimulo inflamatério de LPS e IFN-y
reduziu significativamente a expressao génica de iNOS (a) e aumentou a expressao de Arg-1 (b). A
relacdo entre as expressdes génicas de Arg-1 e INOS mostra que as células que receberam o estimulo
inflamatério e o tratamento de dipirona possuem uma expressao equilibrada entre Arg-1 e iINOS (c).
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6 DISCUSSAO

Embora a dipirona seja prescrita como um medicamento analgésico e anti-
pirético, 0 seu mecanismo de acao tem sido descrito como um medicamento que inibe
as enzimas COX-1 e 2, ou seja, uma atividade essencialmente anti-inflamat6ria com
consequente reducdo da sintese de prostaglandinas (Jasiecka et al., 2014; Pierre et
al., 2007). Entretanto, estudos tém demonstrado que, na verdade, o mecanismo
analgésico da dipirona ndo esta relacionado com uma possivel inibicdo das enzimas
COX-1 e COX-2. Ainda que o mecanismo de acao analgésica da dipirona ndo esteja
completamente estabelecido, estudos realizados em nosso laborat6rio demonstraram
gue, por mais que a dipirona seja metabolizada em dois compostos bioativos, o 4-
MAA e 0 4-AA, ela é totalmente hidrolisada em 4-MAA no tecido periférico (Dos Santos
et al., 2014). Isso indicou que o 4-MAA, por si s6, é suficiente para induzir o efeito
analgésico eficaz, independente da presenca do 4-AA. Também, foi demonstrado que
o efeito analgésico do 4-MAA depende da ativacdo dos receptores canabinoides CB2
e dos receptores opioides do tipo kappa, sugerindo que a reducdo da hiperalgesia
inflamatoria induzida pela carragenina se da pela liberacao de opioides enddgenos e
consequente ativacdo dos receptores kappa, sendo crivel que o efeito da dipirona no
tecido periférico ndo esta associado a um efeito anti-inflamatério direto e pode

depender da migracao de células inflamatérias (Dos Santos et al., 2020).

Dessa forma, este estudo teve como objetivo principal verificar se o
metabdlico ativo e hidrolisado da dipirona, 4-MAA, é capaz de modular a resposta
inflamatdria. O termo “modular” € usado neste trabalho em um sentido diferente do
termo “inibicdo” usado para explicar o mecanismo de acdo dos inibidores da enzima
COX, chamados de medicamentos anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINES). A
inibicdo da producdo e liberacdo de prostaglandina pelos AINEs conduz a uma
diminuicdo dos aspectos clinicos da resposta inflamatéria, tais como edema,
hiperemia, calor e principalmente dor (Gunaydin et al., 2018). Neste estudo,
procuramos estabelecer uma relagéao entre a agdo do 4-MAA na reducao dos aspectos
clinicos da resposta inflamatoria e a modulacdo desta resposta mediada pelo
equilibrio entre M1 e M2. Dessa forma, a diminuicdo de prostaglandinas esta

relacionada a diminuicdo da producdo e liberacdo de citocinas pro-inflamatérias.

Inicialmente, usamos o edema de pata produzido pela administracéo de
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carragenina para avaliar um possivel efeito anti-inflamatério produzido por doses mais
elevadas de dipirona administrada no tecido periférico inflamado. A dipirona, ao ser
diluida, € completamente hidrolisada, entdo a acao foi especificamente do metabdlito
4-MAA (Pierre, et al., 2007). Dessa forma, o 4-MAA foi administrado 2 horas apés a
inducdo da inflamacdo. Logo, os resultados deste estudo mostraram que, como
esperado, o efeito da dipirona se limitou a interromper o aumento do edema, mas néo
foi capaz de reduzir o edema ja formado. E interessante lembrar que na maioria dos
estudos envolvendo efeitos anti-inflamatérios de moléculas bioativas, estas foram
administradas antes do agente inflamatério (Araldia et al., 2013). Embora esses
protocolos ndo correspondem exatamente ao seu uso clinico, em modelos
experimentais, o efeito anti-inflamatério maximo de uma Unica dose administrada
apenas é possivel ser verificado quando a molécula anti-inflamatéria € administrada
antes do agente inflamatério, pois essa nao reverte o porcesso inflamatério ja
instalado, apenas interrompe a continuidade do mesmo (Cong et al., 2015). Este
experimento inicial, portanto, serviu para estabelecermos a dose de dipirona a ser

usada nos demais experimentos.

Estudos prévios realizados por nosso grupo indicaram que as doses de
dipirona administradas localmente para promover analgesia sdo significativamente
menores que as usadas neste estudo (Dos Santos et al., 2020). E importante salientar
qgue as doses de dipirona administradas neste trabalho ndo se restringem a efeitos
locais, ao contrario, podem ser consideradas sistémicas. Entretanto, ndo avaliamos
seus efeitos nas patas contralaterais ao estimulo inflamatério. Os resultados deste
estudo sugerem que os efeitos observados foram predominantemente locais, uma vez
gue analisamos a liberacdo de citocinas pré- e anti-inflamatérias apenas na regiao
inflamada das patas de ratos. Além disso, estudos demonstraram que doses
analgésicas de dipirona ndo alteram a resposta inflamatoria do tecido periférico (Levy
et al., 1995).

A analgesia estabelecida pelo 4-MAA ocorre por meio da ativacdo dos
receptores CB2 e dos receptores opioides kappa. Embora o receptor CB2 tenha um
papel modulador na resposta imune, o 4-MAA reduz a hiperalgesia inflamatoria pela
liberacdo de opioides enddgenos. A interacao entre 0s sistemas canabinoide e opioide
sugere um novo mecanismo para o tratamento da dor inflamatdria, evitando efeitos

colaterais indesejados do sistema nervoso central (Dos Santos et al., 2020).
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No modelo de hiperalgesia induzida por carragenina, a analgesia do 4-MAA
foi completamente bloqueada por um antagonista do receptor CB2. Em contraste, na
hiperalgesia provocada por PGE2, essa dependéncia da ativacdo do receptor CB2
nao foi observada. Essa discrepancia pode ser atribuida ao fato de que a PGE2 (100
ng) ndo promove migracdao celular na mesma intensidade que a carragenina,
sugerindo que a acao do 4-MAA esté relacionada a migracéo de células inflamatérias
(Cunha et al., 2008; Dos Santos et al., 2020; Dos Santos et al., 2014).

Além disso, o 4-MAA demonstrou ndo depender da ativacédo do receptor
CB1, enquanto o 4-AA, outro metabolito da dipirona, exerce seu efeito analgésico
mediado pelo receptor CB1. A liberac&o de dinorfina, um opioide endégeno que pode
ser liberado pelas células imunes, pode ser a causa do efeito analgésico observado
(Dos Santos et al., 2020).

Por outro lado, a dose de dipirona utilizada neste estudo reduziu
drasticamente as citocinas pro-inflamatorias IL-18 e TNF-a, enquanto aumentou a
citocina anti-inflamatoria IL-10. A IL-13 é liberada durante a inflamagédo em resposta a
lesBes, estimulos inflamatérios ou patégeno, de forma a amplificar a resposta imune.
Essa citocina inflamatéria, liberada principalmete por macrofagos, fibroblastos e
células endoteliais, induz a formacdo de mediadores inflamatdrios finais, como as
prostaglandinas, sensibilizando os nociceptores e contribuindo para a dor. A IL-13
estimula a expressao da enzima COX-2, que, por sua vez, leva a producao de PGEZ2,
um mediador que intensifica a dor e a inflamacdo. A IL-1B3, ao estimular a produgao
de PGEZ2, contribui para a sensibilizacdo dos nociceptores, criando um ciclo de
retroalimentacéo que intensifica a resposta inflamatéria e a dor. Além disso, a PGE2
pode atuar em um feedback positivo sobre a producao de IL-1[3, perpetuando o estado
inflamatorio. Portanto, a interacdo entre a IL-1B e a PGE2 é fundamental para a
amplificacdo da resposta inflamatéria, e suas sinergias séo alvos de pesquisa para o
desenvolvimento de terapias anti-inflamatérias (Zang & An, 2007; Molina-Holgado.
2000; Kawabata, 2011).

Outra citocina analisada neste estudo foi o TNF-a. Estas citocinas sao
produzidas principalmente por macrofagos e outras células da imunidade inata em
resposta a lesdes ou patdgenos e tem sido considerada um importante fator

desencadeador de processo inflamatério. Além disso, o TNF-a, em conjunto com a IL-
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1B, sdo capazes de modular positivamente sinais pré-inflamatérios para aumentar a
expressdo de quimiocinas e moléculas de adeséo, essenciais no recrutamento de
neutrofilos para se dar inicio a resposta imunoldgica (Meyer, 2003; Bazzoni & Beutler,
1996; Mehrad & Standiford, 1999).

Em contrapartida, os dados deste estudo demonstraram que a
administracéo de dipirona no sitio inflamatorio foi capaz de aumentar os niveis da
citocina anti-inflamatoéria 1L-10. Esta citocina, ao contrario da IL-1B e TNF-qa, tem
funcdo anti-inflamatéria e é fundamental para manter a integridade dos tecidos,
promover a homeostase, apoiar respostas imunolégicas inatas e auxiliar na reparagéo
tecidual em vérias doencas inflamatodrias e infecciosas. Diferentes células do sistema
imunologico, como macréfagos, podem produzir esta citocina. A IL-10 € essencial para
controlar as respostas imunoldgicas, evitando danos excessivos aos tecidos e
mantendo o equilibrio durante inflamacdes, por meio de uma inibicdo seletiva da
expressdo de genes pro-inflamatorios (Ouyang et al., 2011; Saraiva et al., 2010;
Couper et al., 2008; Murray et al.; 2006).

O efeito da dipirona em promover um aumento da citocina IL-10 sugere que
0 4-MAA esteja, via ativacao do receptor CB2 de células do sistema imune, modulando
a resposta inflamatoria. Este dado difere substancialmente da ac¢do do anti-
inflamatorios esteroidais, os quais inibem a resposta inflamatéria como um todo. A
acdo imunossupressora dos anti-inflamatorios esteroidais ocorre por varios
mecanismos que visam reduzir a atividade do sistema imunolégico e controlar a
inflamacéo. Esses medicamentos alteram a expressdao de genes envolvidos na
resposta imune e inflamatdria, inibindo principalmente dois fatores de transcri¢éo, a
proteina ativadora-1 (AP-1) e o NF-kB, o que afeta a expressdo dos genes
responsaveis pela producéo de citocinas. Dessa forma, diminuem a sensibilidade de
células endoteliais, neutrofilos e macréfagos aos estimulos inflamatérios, o que limita
a mobilizacdo e ativacdo dessas células durante uma resposta imune (Pitzalis et al.,
1997; Stahn et al., 2007; Lindenfeld et al., 2004).

Ao contrario desse mecanismo, os dados deste trabalho sugerem que a
dipirona aumenta a liberacao de citocinas anti-inflamatorias, tal como a IL-10. Como
comentado anteriormente, esta acao da dipirona se deve provavelmente a acao do 4-

MAA nos receptores CB2 de células do sistema imune no tecido inflamado. Os
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receptores CB2, predominantemente expressos em células do sistema imunoldgico,
tém um papel crucial na regulacéo da inflamacgéo e da resposta imune, particularmente
nos macrofagos. A ativacdo desses receptores modula a resposta inflamatéria,
protegendo os tecidos contra danos exacerbados em condi¢des inflamatoérias (Simard
et al., 2022).

Os macrofagos séo células fundamentais no processo inflamatorio, sendo
responsaveis pela sintese e liberacdo de citocinas. Dois tipos principais de
macrofagos sdo descritos no processo inflamatorio, macréfagos estes que se
diferenciam no tecido a partir da migracdo de mondécitos oriundos do sangue (Duque
& Descoteaux, 2014). Primeiramente, os M1 sdo ativados por sinais inflamatorios,
como IFN-y e LPS (Fabre et al., 2014), e produzem citocinas pré-inflamatérias como
IL-1B8, TNF-a e IL-6, essenciais para a promocédo da inflamacédo aguda (Chen et al.,
2023). O metabolismo dos M1 é baseado principalmente na glicélise, o que lhes
permite gerar energia rapidamente. A ativagédo do fator HIF-1a aumenta a captagao
de glicose pela via glicolitica, essencial para a producao de ATP e lactato, sustentando

suas funcdes pro-inflamatorias (Tannahill et al., 2013; Eming et al., 2017).

Por outro lado, os M2 sao ativados por citocinas como IL-4 e IL-13 e
desempenham fun¢des anti-inflamatdrias e pro-regenerativas. Eles liberam citocinas
anti-inflamatérias, como IL-10 e TGF-B, que nao apenas suprimem a resposta
inflamatoria, mas também promovem a formacdo de novos vasos sanguineos e a
deposicdo de matriz extracelular, essenciais para a cicatrizacdo de feridas. Além
disso, os M2 sdo fundamentais na remocao de células apoptéticas, garantindo um
processo de regeneracao saudavel e a restauracao da homeostase tecidual. Eles séo
fundamentais para a resolucdo da inflamacao e o reparo tecidual (Chen et al., 2023;
Eming et al.,, 2017). Diferentemente dos M1, os M2 utilizam &acidos graxos e a
fosforilacdo oxidativa como principais fontes de energia, o que sustenta suas fungdes
reparadoras (Vats et al., 2006; Eming et al., 2017).

Dessa forma, os macréfagos desempenham um papel fundamental nao
apenas na resposta inflamatoria, mas também na transicdo entre a inflamacgéo e a
regeneracao tecidual. A diferenciacéo entre M1 e M2 é essencial para garantir que a
resposta imune seja adequada e que a cicatrizacdo ocorra de maneira eficiente.

Enquanto os M1 sao predominantes nas fases iniciais da inflamagao, combatendo
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infecgbes e removendo células danificadas, os M2 entram em cena posteriormente,
promovendo a resolucao da inflamacéo e facilitando o reparo do tecido. A mudanca
de M1 para M2 ¢ influenciada pelas citocinas e fatores do microambiente, que séo

cruciais para o sucesso da cicatrizacdo (Chen et al., 2023; Eming et al., 2017).

A diferenciacdo dos macrofagos € um processo altamente dindmico,
permitindo que essas células imunologicas mudem rapidamente de um fenétipo para
outro em resposta a sinais do microambiente. Por exemplo, a ativacdo das vias de
sinalizacdo, como a do NF-kB, pode direcionar os macréfagos para polarizagées em
M1 ou M2 em diferentes condi¢Bes patoldgicas, configurando-se como um regulador
crucial da plasticidade desses celulares durante a progresséo de diversas doencas.
Na fase inicial da inflamacao, ocorre a ativacdo do NF-kB em macroéfagos do tipo M1.
Entretanto, nas fases tardias, esses macrofagos reprogramam-se para um fenotipo
M2, apresentando baixa ativacdo do NF-kB e um perfil anti-inflamatério (Wang et al.,
2014; Biswas et al., 2006; Porta et al., 2009).

Essa cuidadosa regulacdo entre M1 e M2 é crucial para manter um
equilibrio eficaz entre a defesa imunoldgica e o reparo tecidual. Esse equilibrio é
fundamental para evitar inflamacdes crbnicas e assegurar uma recuperacao
adequada dos tecidos, j4 que a ativacao excessiva dos M1 pode levar a condicdes
inflamatorias cronicas, enquanto a deficiéncia na ativacdo dos M2 pode resultar em
cicatrizacdo prejudicada e fibrose tecidual (Pedrioli et al., 2013; Eming et al., 2017;
Wang et al., 2014; Oishi & Manabe, 2018; Mosser, 2003).

Além disso, estudos mostraram que, quando os receptores CB2 sao
ativados por agonistas, ha uma modulacao do fenétipo dos macrofagos, promovendo
a polarizacdo para o M2. Dessa forma, a ativacao dos receptores CB2 resulta em uma
acao anti-inflamatoria, a qual auxilia na resolucéo da inflamacéo e no reparo tecidual.
A polarizacao é acompanhada de um aumento na expressao de marcadores tipicos
do M2 e da producéo de citocinas anti-inflamatorias, como a IL-10. Enquanto isso, a
ativacao do receptor CB2 inibe a polarizacdo para o fenotipo M1, de forma a reduzir a
producdo das citocinas TNF-a e IL-13, além de diminuir a atividade de fatores de
transcricdo como NF-kB. Isso contribui para a atenuagéao de processos inflamatorios
(Wu et al., 2020; Tortora et al., 2022). Estudos sobre a interacao entre os fenétipos de

macrofagos e suas redes moleculares sao essenciais para compreender melhor essa
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plasticidade.

Os dados deste estudo também sugerem que a administracéo de dipirona
apos a administracdo de carragenina aumenta significativamente a migracdo de
monaocitos para o local da inflamacé&o. A carragenina causa inflamacéo na cavidade
peritoneal por meio da liberacdo de mediadores inflamatorios pelas células residentes.
Esse processo provoca o rolamento e adesao de neutréfilos em células endoteliais e
a migracao extravascular (Németh e Mdécsai, 2012). Além disso, durante a inflamacéo,
0S monacitos circulantes migram dos vasos sanguineos para o tecido inflamado. De
acordo com os fatores de crescimento e citocinas presentes no local, essas células se

diferenciam em macrofagos (Epelman et al., 2014; Nourshargh e Alon, 2014).

Essa migracdo € crucial, uma vez que 0s mondcitos desempenham um
papel vital na resposta inflamatoria e na modulacdo da resposta imune. A presenca
aumentada de mondcitos no sitio inflamado pode facilitar a rapida resposta a lesdes,
promovendo a produc¢éo de citocinas e fatores de crescimento que contribuem para a
resolucdo da inflamacédo e a regeneracdo do tecido (Wang et al., 2014; Oishi &
Manabe, 2018).

Além disso, a dipirona diminui a migracao de neutréfilos, mas néo altera a
migracao de linfécitos, sugerindo um efeito seletivo da droga sobre a dindmica celular
no microambiente inflamatério. Os neutréfilos sdo células essenciais do sistema
imunologico e desempenham um papel crucial na resposta inflamatéria, sendo os
primeiros leucdcitos a migrar para o local da inflamacéo em resposta a sinais de danos
teciduais ou infec¢des. Eles sdo rapidamente recrutados por mediadores quimicos,
como quimiocinas e citocinas, e sintetizam varias citocinas, IL-1p, TNF-a e CXCL-1,
gue amplificam a resposta imunoldgica e contribuem para a sinalizacdo de outras
células do sistema imunoldgico (Havixbeck et al., 2016; Mantovani et al.,, 2011,
Tecchio et al., 2014).

Além disso, os neutrofilos expressam a COX-2, cuja ativagcao é crucial para
a sintese de prostaglandinas. A IL-138 desempenha um papel fundamental nesse
processo ao induzir a expressao da COX-2, que converte o acido araquidénico em
prostaglandinas, como a PGE2. A liberagcdo de prostaglandinas € um aspecto

importante, pois elas sdo responsaveis por promover dor e febre, facilitando o
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aumento do fluxo sanguineo e a infiltracdo de outras células do sistema imunoldgico.
Dessa forma, as prostaglandinas modulam a funcéo de outros leucécitos, promovendo
a migracdo e ativacdo de macrofagos, essenciais para a continuidade da resposta
imune. O equilibrio na producéo de prostaglandinas e outros mediadores inflamatorios
€ crucial para a resolucdo adequada da inflamagéo, ajudando na protecdo contra
infecgbes e na promogao da cura tecidual (Fitzpatrick, 2005; Loynes et al., 2018;
Osma-Garcia et al., 2016).

Nosso grupo de pesquisa mostrou que a auséncia de COX-2 nas células
neutrofilicas agrava a intensidade do processo inflamatério induzido pela carragenina.
Além disso, a exacerbacao inflamatéria est4 associada ao aumento de mediadores
inflamatorios, como IL-18 e CXCL-1, e a migracdo de neutrofilos. (Carvalho et al.,
2022).

Como mencionado anteriormente, a presenca de dois fenétipos distintos de
macréfagos, M1 e M2, € fundamental para o desenvolvimento e resolucao da resposta
imune. Os M1 desempenham um papel crucial na fase inicial da inflamacéo,
promovendo uma resposta pro-inflamatoria, caracterizada pela producéo de citocinas
como TNF-q, IL-6 e IL-1B3, além de moléculas como o oxido nitrico (NO) gerado pela
enzima iINOS (MacMicking et al., 1997; Chen et al., 2023). Por outro lado, os M2 séo
responsaveis por regular a fase de resolucao da inflamacao e promover a reparacao
tecidual, ajudando a conter a inflamac&o excessiva e a evitar danos prolongados aos
tecidos. Eles produzem citocinas anti-inflamatérias, como IL-10, e expressam enzimas
como a arginase-1, que converte arginina em ornitina, uma molécula envolvida na

regeneracao tecidual (Rath et al., 2014; Chen et al., 2023).

Dessa forma, investigamos os fenoétipos adquiridos pelos macréfagos a
partir de seu estado neutro (M0), quando estimulados com mediadores inflamatorios
e dipirona. Utilizamos a expresséo de iNOS e ARG-1 como marcadores indiretos para
identificar a polarizacdo dos macréfagos para os tipos M1 e M2, respectivamente. A
INOS é amplamente aceita como um marcador confiavel de M1 devido a sua fungéo
na producdo de NO, um mediador inflamatorio chave. Da mesma forma, a ARG-1 é
reconhecida como um marcador de M2, associada ao reparo tecidual e a resolucao
inflamatoria. Estes marcadores tém sido validados em diversos estudos como

indicadores da polarizagdo de macréfagos, oferecendo um meio indireto eficaz para
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avaliar o fenoétipo predominante em um ambiente inflamatoério (Rath et al., 2014;
Orecchioni et al., 2019).

Os resultados deste trabalho sugerem que a dipirona é capaz de equilibrar
a presenca de M1 e M2 no sitio inflamatorio. Esses dados indicam fortemente um
mecanismo de acdo da dipirona, que, em doses maiores do que as recomendadas
para analgesia, promove a modulagéo da resposta inflamatoria, conduzindo a reducéo
da inflamacdo mediada por M1 e a0 aumento da resposta mediada por M2. Como
descrito anteriormente, a dipirona, provavelmente atuando sobre o0s receptores
canabinoides tipo CB2 no sistema imune do tecido periférico, favorece a polarizagéo
dos macréfagos para o fen6tipo M2. Os M2 desempenham um papel crucial na fase
de resolucdo da inflamacao, secretando fatores anti-inflamatérios e promovendo a

regeneracao tecidual (Wu et al., 2020; Tortora et al., 2022).
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7 CONCLUSAO

A dipirona é um dos medicamentos mais utilizados no Brasil, destacando-se
por seu baixo custo, baixa toxicidade e efeitos colaterais menores em comparagao
com outros farmacos utilizados no tratamento da dor. Apesar de sua ampla utilizacao
clinica no pais, os mecanismos de a¢do da dipirona ainda ndo estdo completamente

elucidados.

Os dados deste estudo sugerem que a dipirona, em doses superiores as
recomendadas para analgesia (25 mg), € capaz de reduzir o edema e citocinas pro-
inflamatdrias (modular a resposta inflamatoria, promovendo um equilibrio entre M1 e
M2. Portanto, a administracao local de dipirona pode se revelar um importante agente
regenerativo e reparador dos tecidos periféricos. Além disso, os resultados deste
estudo demonstram que, ao contrario do que se acreditava, 0 mecanismo de a¢ao

anti-inflamatorio da dipirona difere dos AINEs e dos corticosteroides.
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