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RESUMO 

A dipirona é um analgésico amplamente utilizado na prática clínica no Brasil para o 

controle da dor de origem inflamatória. Apesar do amplo uso, alguns dos mecanismos 

de ação da dipirona ainda não foram elucidados. A dipirona como pró-fármaco é 

hidrolisada no metabólito ativo 4-metilaminoantipirina (4-MAA) cuja a ação analgésica 

depende da ativação do receptor canabinoide tipo 2 (CB2), o qual promove a 

modulação da resposta imunológica. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar 

o efeito da dipirona local na modulação da resposta inflamatória. A dose de local de 

dipirona a ser utilizada (25 mg) foi extraída a partir da avaliação da diminuição do 

edema na pata de ratos induzido pela injeção subcutânea de carragenina. Esta dose 

foi usada para verificar o efeito da administração local de dipirona, por meio de Elisa, 

na liberação das citocinas pró-inflamatórias IL-1β e TNF-α e anti-inflamatória IL-10 no 

tecido subcutâneo tratado com o agente inflamatório carragenina. A contagem 

diferencial de células inflamatórias no microscópio óptico foi realizada a partir do 

exsudato inflamatório peritoneal. A injeção intraperitoneal de dipirona foi feita 2 horas 

após o estímulo inflamatório pela injeção intraperitoneal de carragenina. Por final, 

verificamos o efeito da dipirona na polarização de macrófagos M1 em M2 sugerida 

pela proporção da expressão gênica de iNOS (indicador de M1) e Arg-1 (indicador de 

M2) em cultura de monócitos, obtidos da medula de fêmur e tíbia de ratos, estimulados 

com LPS e IFN-gama. Os dados demonstraram que a dipirona em doses elevadas 

modula a resposta inflamatória diminuindo a liberação de IL-1β e TNF-α e aumenta a 

liberação de IL-10 no sitio inflamatório. O tratamento peritoneal com dipirona reduziu 

a migração de leucócitos totais, sobretudo neutrófilos sem alterar a migração de 

linfócitos. Porém aumentou a migração de monócitos. Apesar do aumento de 

monócitos, a incubação de dipirona (1 µM) por 2 horas em cultura de monócitos 

estimulados para perfil M1 (LPS+ IFN-gama), aumentou a expressão de Arg-1 em 

relação à expressão de iNOS, sugerindo uma polarização 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 inflamatório por promoverem a 

polarização de macrófagos M1 em M2, sendo que este efeito pode favorecer a 

regeneração tecidual. 

Palavras-chave: Dipirona, imunomodulação, inflamação, polarização e macrófagos. 



  

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-1β and TNF-α 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-1β and TNF-α 

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 µM) 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 INTRODUÇÃO  

1.1 DOR – CONSIDERAÇÕES GERAIS 

A dor, a princípio, está envolvida com a proteção fisiológica dos tecidos 

biológicos que funciona como um alerta diante de situações ou estímulos nocivos. A 

sensação dolorosa é uma resposta comportamental mediante estímulos intensos que 

potencialmente ou de fato provocam danos ao organismo colocando em risco a sua 

sobrevivência. Porém, nos seres humanos, é a principal causa de procura por serviços 

de atenção à saúde. Isso se deve ao fato, principalmente, de, nos humanos, a dor não 

raramente extrapola sua função fisiológica de proteção levando o paciente a um 

estado de intensa desagradabilidade que pode perdurar por horas, dias ou mesmo 

anos (Raja et al., 2020). 

Deste modo, o nosso grupo tem trabalhado com a definição de dor que 

pode ser descrita como uma “percepção desagradável associada à nocicepção”. 

Neste sentido, a dor tem, portanto, dois componentes distintos. Um seria dado pela 

“percepção desagradável” a qual está relacionada ao seu componente emocional, 

representado pela ativação das vias do Sistema Límbico. Estas vias não são 

específicas da dor e, portanto, a “percepção de desagradabilidade” também não é 

exclusiva da dor. O seu segundo componente é a nocicepção, o qual está relacionado 

ao componente sensorial e discriminativo da dor. Estas vias nociceptivas são 

específicas do tecido periférico até o tálamo e do tálamo ao córtex somatossensorial, 

compartilhando as vias com as outras sensações somáticas.  

Portanto, a nocicepção está diretamente relacionada com a ativação de 

neurônios aferentes primários específicos, os nociceptores, que transmitem os 

estímulos nociceptivos para o sistema nervoso central (SNC). Estes estímulos podem 

tanto ser mecânicos quanto térmicos ou químicos (Merskey, 2004; Millan, 1999; 

Basbaum e Jessell, 1999). 

Diferentes estímulos podem modular a transmissão de dor nessas fibras, 

como a lesão física ou química, observando-se consequente restrição de movimento 

(da Silva Serra et al. 2016). Neste caso, a dor pode ter um caráter protetivo diante de 

uma lesão, desenvolvendo a hipersensibilidade com o objetivo de auxiliar na 

cicatrização ao restringir a movimentação e o contato físico. Observa-se nesse cenário 
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a liberação de substâncias que estão relacionadas com o aumento do processo 

inflamatório, liberados por células residentes ou que migram ao local de lesão. Nesse 

contexto, a dor inflamatória está relacionada com a sensibilização do neurônio 

nociceptivo sensorial primário, causando a hiperalgesia inflamatória (Woolf, 2010; 

Millan, 1999). 

O que acontece, basicamente, é que estímulo ambientai interno ou externo ao 

organismo pode ser detectado pelo receptor sensorial, presentes em todo o corpo. 

Estes receptores são responsáveis por traduzir a informação produzida por estímulos 

mecânicos, químicos ou térmicos para o SNC por meio das fibras nervosas primárias. 

A partir disso, há um contato com os neurônios secundarios, os quais, finalmente, 

conduzem informações até o centro superior para sua elaboração (Bonica, 1990). 

Na fibra primária presente no tecido periférico, podem estar presentes bainhas de 

mielina, capazes de aumentar as velocidades da condução dos impulsos nervosos ao 

longo da fibra. Essa velocidade de condução propicia uma interpretação imediata dos 

estímulos. Um bom exemplo são as fibras associadas a mecanorreceptores, 

conhecidas com Aβ, que respondem a estímulos táteis (Djouhri et al., 2016). 

Os estímulos que provocam a nocicepção, a dor, podem ser de origem elétrica, 

térmica, química ou mecânica, interna ou externa ao organismo. A dor tem a função 

de alertar para a presença de processos lesivos ou potencialmetente lesivos, 

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

Para isso, há fibras específicas com livres terminações, as quais não estão associadas 

a nenhum receptor sensorial especializado, que percebem esses estímulos nocivos. 

Essas fibras têm um alto limiar de ativacão e estão diretamente relacionadas às vias 

nociceptivas (Aguggia, 2003), e por esse motivo são conhecidas como nociceptores. 

Podem ser encontradas em fibras Aδ, que são mielinizadas e responsáveis pela dor 

rápida e aguda, ou fibras C não-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 gânglios das raízes dorsais (GRDs). A partir destes gânglios saem 

prolongamentos até a medula espinal, onde estão presentes os neurônios 

secundários. Quando um neurônio sensorial primário é ativado, há a liberação de 
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aminoácidos excitatórios, conhecidos como neurotransmissores e neuromoduladores, 

os quais atuam nos receptores pós-sinápticos que estimulam os neurônios 

secundários, iniciando mecanismos intracelulares que participarão da transmissão do 

impulso. Em seguida, esses impulsos ascenderão para as áreas supraespinais, até 

neurônio no núcleo do tálamo (Millan, 1999; Milne et al., 1981). Neste estágio, a 

informação será transmitida para a área sensorial do córtex cerebral, onde sua 

característica será integrada. Isso inclui a análise da qualidade, intensidade, 

localização, duração, bem como dos componentes emocional e afetivo da dor. Esse 

processo permite a diferenciação entre a sensação dolorosa e a percepção da dor 

(Noback et al., 1996). 

1.2 ESTIMULAÇÃO DAS VIAS NOCICEPTIVAS 

O estímulo nocivo tem em sua concepção o ocasionamento de dano que 

promove injúria prejudicial. Já a nocicepção se dá pela ativação das vias sensoriais 

relacionadas à condução da informação produzidas por estímulos nocivos ou 

potenciamente nocivos. Ou seja, o estímulo nociceptivo tem a capacidade de ativas 

as vias nociceptivas. Em contrapartida, situações não nocivas também podem ativar 

vias de condução nociceptivas, mesmo sem a presença de dano e prejuízo tecidual, 

de forma que a nocicepção se relaciona com aspectos quantitativos da estimulação 

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

De forma simplista, a dor imediata resulta da ativação das vias sensoriais 

nociceptivas que detectam estímulos nocivos. Esse processo envolve fenômenos 

iônicos e indução de uma resposta elétrica nas fibras por meio da entrada do Na+ por 

um canal específico, promovendo condução ao longo das vias nociceptivas, 

culminando na percepção da dor. No entando, alterações metabólicas nas células 

neuronais também podem modificar a forma como essas fibras percebem e 

transmitem a informação da dor. Dependendo da natureza dessas alterações, 

diferentes fenômenos podem ser observados (Cummins et al., 2007; Dib-Haj et al., 

2010). Estímulo nocivo tem em sua concepção o desencadeamento de dano que 

promove injúria prejudicial. Já a nocicepção se dá pela ativação das vias sensoriais 

relacionadas à condução da informação produzidas por estímulos nocivos ou 

potencialmente nocivos. Ou seja, o estímulo nociceptivo tem a capacidade de ativar 

as vias nociceptivas. Em contrapartida, situações não nocivas também podem ativar 
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vias de condução nociceptivas, mesmo sem a presença de dano e prejuízo tecidual, 

de forma que a nocicepção se relaciona com aspectos quantitativos da estimulação 

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

De modo geral, a dor imediata resulta da ativação das vias sensoriais 

nociceptivas que detectam estímulos nocivos. Esse processo envolve fenômenos 

iônicos e indução de uma resposta elétrica nas fibras através do influxo do íon sódio 

(Na+) por canais específicos, promovendo a propagação das informações pelas vias 

nociceptivas, culminando na percepção da dor. No entanto, alterações metabólicas 

nas células neuronais também podem modificar a forma com a qual as fibras 

percebem e conduzem o sinal de dor. Dependendo da natureza dessas alterações, 

diferentes fenômenos podem ser observados (Cummins et al., 2007; Dib-Hajj et al., 

2010). 

1.3 HIPERALGESIA 

Em situações específicas, a dor pode ser acompanhada por efeitos 

adicionais, como a hiperalgesia. Este evento ocorre devido à sensibilização das fibras 

sensoriais neuronais, que detectam os estímulos nociceptivos. Essa sensibilização se 

dá pela redução dos limiares de excitabilidade dos neurônios (Riedel & Neeck, 2001) 

e é provocada por mediadores produzidos durante o processo inflamatório (Huag et 

al., 2006; Verri et al., 2006). 

Esses mediadores atuam em seus receptores específicos, resultando em 

alterações metabólicas que facilitam a geração de potenciais de ação nos neurônios 

nociceptores. Ou seja, essas fibras tornam-se mais propensas à ativação diante de 

estímulos. Assim, o processo inflamatório pode ser amplamente associado à 

hiperalgesia. Estudos mostram que a ação dos mediadores inflamatórios resulta no 

desenvolvimento de mudanças fenotípicas nos neurônios sensoriais, influenciando o 

estado de sensibilização. Pode ocorrer, por exemplo, de acordo com estudos atuais, 

um aumento na expressão de determinados canais de sódio (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 consequência 

da sensibilizacão dos neurônios sensoriais primários, em conjunto com a ativação de 
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nociceptores polimodais, ativados por diferentes estímulos e nociceptores dormentes, 

que apenas reagem a estímulos após serem sensibilizados (Mcmahon; Koltzenburg, 

1990b; Mcmahon; Koltzenburg, 1990a). 

Essa classe de nociceptores, não reage imediatamente a estímulos 

mecânicos ou térmicos, mas é ativada no momento o processo inflamatório, sendo 

diretamente associados a estados de hiperalgesia (Schaible & Schmidt, 1988). Nesse 

contexto, apesar do papel fundamental da inflamação nesse fenômeno, é importante 

ressaltar que, em algumas condições, a hiperalgesia não pode ser atribuída 

unicamente à ação de mediadores inflamatórios. Nas dores de origem neuropática, 

por exemplo, onde a dor resulta de lesões ou disfunções nos nervos sensoriais, 

algumas fibras que normalmente responderiam apenas a estímulos táteis começam a 

agir como nociceptores, fazendo com que estímulos inofensivos sejam percebidos 

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

1.4 HIPERALGESIA INFLAMATÓRIA 

A dor de origem inflamatória acontece quando os nociceptores são 

sensibilizados devido a mediadores inflamatórios liberados no tecido lesionado ou 

inflamado, ocorrendo uma diminuição do limiar de excitabilidade neuronal, que tem 

como consequência a estimulação da via nociceptiva (Riedel & Neeck, 2001). Os 

mediadores inflamatórios que participam desse estímulo podem ser peptídeos, 

lipídeos, neurotransmissores, serotonina, neurotrofinas, etc. Eles são responsáveis 

por ativar os nociceptores, de forma a gerar potenciais de ação e transmistir o sinal 

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

Um importante mediador presente em vários tecidos do corpo humano são 

os prostanoides, que se originam a partir do ácido aracdônico metabolizado pela 

enzima ciclo-oxigenase (COX). Os prostanóides desempenham o papel de 

mediadores locais em diversos tecidos, tanto em condições fisiológicas quanto 

fisiopatológicas (Narumiya et al., 1999). 

Ademais, essas moléculas participam de uma cascata regulatória ampla 

que modula as ações das células imunológicas, assim como do microambiente em 

que se encontram. Portanto, a atividade de diferentes mediadores e alterações no 

nível de ativação das células imunes, em conjunto com o estado fisiológico do 
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organismo, podem ter influência nas respostas inflamatórias, sugerindo que os 

prostanoides estão envolvidos em condições da inflamação, como na dor, edema e o 

aumento da temperatura (Tilley et al., 2001; Yaksh et al., 1999). 

Estudos mostraram que os prostanoides possuem a capacidade de 

influenciar a inflamação nos tecidos, podendo reproduzir os sinais cardinais de 

inflamação. (Tilley et al., 2001). O prostanoide pró-inflamatório melhor caracterizado 

e potencialmente mais importante na inflamação é a prostaglandina E2 (PGE2). Neste 

contexto, seus principais produtores são os fibroblastos, as células epiteliais e as 

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

Posteriormente a estimulação inflamatória, a síntese de PGE2 é induzida 

em macrófagos residentes durante a fase aguda da inflamação, acarretando num 

aumento da migração de neutrófilos, macrofagos e mastócitos, como também 

potencializando a expressão e secreção de citocinas pró-inflamatórias (Schmid & 

Brüne, 2021) . 

A produção dos prostanoides e ação de diferentes mediadores no tecido 

inflamado e lesionado ocasiona a sensibilização dos nociceptores. Desse modo, 

essas terminações nervosas são ativadas, causando aumento na percepção e 

resposta à dor. A PGE2 é fundamental na hiperalgesia inflamatória, desempenhando 

um papel essêncial no processo de sensibilização 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 indução de hiperalgesia 

inflamatória (Ferreira, 1973). A PG é produzida pela ação da COX sobre o ácido 

araquidônico (AA), e sua síntese é estimulada por fator químico, mecânico ou 

infecciosos (Ferreira & Vane, 1967). 

A inibição da COX, e, por consequência, da síntese de prostaglandinas, foi 

o mecanismo inicialmente utilizado para deixar claro as propriedades analgésicas dos 

anti-inflamatórios não esteroidais (Vane, 1971; Ferreira, 1972; Ferreira et al., 1973). 

Dessa forma, entre os mediadores inflamatórios, as prostaglandinas desempenham 

um papel particularmente significativo. Elas fazem parte de uma classe de substâncias 

conhecidas como eicosanoides (Simmons et al., 2004). 
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A sintetização das prostaglandinas ocorre quando a fosfolipase A2, ao ser 

ativada, hidrolisa os fosfolipídios da membrana, liberando ácido araquidônico. Quando 

liberado, uma parte do ácido é rapidamente metabolizada principalmente pelas 

enzimas ciclooxigenases (COX). Os prostanóides da série 2, que são gerados pela 

ação enzimática da COX sobre o ácido araquidônico, incluem as prostaglandinas da 

série 2 (PG2), entre outras menos relevantes para este trabalho (Campbell & 

Halushka, 1996; Narumiya & Itzgerald, 2001; Simmons et al., 2004). 

Os novos prostanóides são, em sua maioria, rapidamente liberados para 

fora da célula e desempenham uma ampla gama de funções biológicas, incluindo a 

promoção de hiperalgesia e inflamação no ser humano (Ferreira, 1972). Além disso, 

foi demonstrado que a PGE2 é particularmente eficaz na indução da hipernocicepção 

(Ferreira &Vane, 1967) e na desenvoltura da sensibilização nociceptiva associada à 

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

No início, 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 

não é normalmente detectada em diversos tecidos, mas pode ser estimulada por 

mediador inflamatório, 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 expressão acontece primordialmente no SNC e na aorta (Gosset et 

al., 2006).  

A inibição da COX, especialmente da COX-1, muito utilizada no tratamento 

da dor de origem ingramatória, provoca muitos de efeitos colaterais, principalmente 

devido à redução das funções fisiológicas exercidas constitutivamente por essa 

isoforma (Hay & De Belleroche, 1997; Zhang et al., 1997). 

O metablismo do ácido araquidônico também ocorre por vias não 

enzimáticas, dando origem à produtos com estruturas semelhantes às das 

prostaglandinas, como os isoprostanos. Dessa forma,bloqueadores do metabolismo 

do ácido araquidônico não impacta sua produção (Campbell & Halushka, 1996).  

No SNC, são expressos o RNA mensageiro (RNAm) e as proteínas para a 

COX-1 e -2. Foi detectado o RNAm para a COX-1 e -2 e a proteína para COX-1 em 

cultura de células do GRD. Sabe-se que a COX-1 é expressa em neurônios, no 
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citoplasma, nas membranas nucleares e no axônio, isso indica que a PG pode ser 

produzida e secretada tanto pelos terminais centrais quanto periféricos dos neurônios 

aferentes primários (Vanegas & Schaible, 2001). 

Ademais, a interleucina-1β (IL-1β) é uma citocina inflamatória responsável 

por induzir a síntese e liberação de PGs. Além dela, os agentes inflamatórios 

carragenina e lipopolissacarídeo de E. Coli também são capazes de induzir sua 

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

A IL-1 possui isoformas: IL-1β e IL-1α. A IL-1β é um polipeptídeo sintetizado 

por diversas células, como macrófagos, fibroblastos, neurônios, queratinócitos e 

células da glia, entre outras (Bianchi et al., 1998). Tanto a IL-1β quanto a IL-1α atuam 

como um agonista de receptor específico associado à membrana plasmática. O IL-

1Ra é um antagonista natural desses receptores. Existem sítios de ligação para a IL-

1 que se destacam pela sua importância (Sims et al., 1995). Enquanto receptor do tipo 

I (IL-1RI) inicia uma cascata de sinail intracelulare, o receptor do tipo 2, embora exista 

a associação com a molécula de IL-1, sinais intracelulares não são ativados, agindo 

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

A IL-1 realiza a maior parte das atividades biológicas ao ativar a transcrição 

de diversos genes que codificam citocinas, quimiocinas, proteínas inflamatorias, 

enzimas e moléculas de adesão celular envolvidas na produção de mediadores pró-

inflamatórios, como a óxido nítrico 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 diferenciação mielóide 88 (MyD88) é ativado. Esse 

fator, por sua vez, se associa à quinase associada ao receptor de IL-1 (IRAK), ativando 

duas vias principais de sinalização da IL-1: a do fator de transcrição nuclear NF-κB e 

a cascata das MAPKs (proteínas quinases ativadas por mitógenos) (Rothwell & 

Luheshi, 2000). 

Além disso, estudos mostram que há uma hiperalgesia da IL-1β no tecido 

periférico durante a inflamação (Ferreira et al., 1988). A partir disso, diferentes autores 

descrevem seu envolvimento na hiperalgesia inflamatória (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 são polissacarídeos sulfatados de alto peso molecular 

originados de algas vermelhas específicas (Rhodophyceae) (Cohen, 2002). Sua 

utilização já está estabelecida em modelos animais experimentais para induzir 

inflamação e estudar a ação de fármacos anti-inflamatórios e analgésicos. Quando 

injetadas na pata traseira de roedores possuem a capacidade de causar uma resposta 

imune inata clássica, caracterizada por edema da pata, migração de neutrófilos e dor 

(Benard, 2010; Lopes et al, 2020). In vitro, induz a ativação de macrófagos peritoneais 

e a produção de citocinas pró-inflamatórias como TNF e IL-1β (Bhattacharyya, 2008; 

Lopes et al, 2020).  

Estudos anteriores mostraram que a inflamação e os sinais inflamatórios 

induzidos por carragenina são dependentes da ativação de macrófagos por meio da 

produção de citocinas pró-inflamatórias, principalmente TNF e IL-1β (Lopes et al, 

2020). Além disso, um possível mecanismo molecular da carragenina é sua ligação a 

receptores Toll-like em células fagocíticas, como macrófagos, promovendo uma 

regulação 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 hipernocicepção mecânica por meio de 

uma cascata de citocinas. A primeira citocina liberada é o TNF-α e posteriormente é 

desencadeada a liberação de IL-6, IL-1 e CINC-1, os quais ativam ambas as vias das 

aminas simpáticas e das prostaglandinas, tendo como resultado a ativação 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 INFLAMAÇÃO 

A inflamação é uma condição clínica presente em diversas patologias, 

abrangendo exposição à toxinas, radiação, lesões e infecções. É uma resposta natural 

do organismo, em que há como objetivo a promoção da regeneração ou reparação do 

tecido lesionado. Ela se caracteriza pela presença de inchaço, vermelhidão, calor e 

dor, podendo posteriormente promover a disfunção de órgãos, demandando 

possivelmente uma intervenção farmacológica. A presença da inflamação é 

comumente documentada na patogênese de inúmeros distúrbios (Chen et al, 2018; 
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Netea et al, 2017; Henschke, 2015). 

O processo inflamatório acontece quando o organismo é exposto a 

estímulos lesivos endógenos ou exógenos, que estimulam mediadores inflamatórios 

responsáveis por induzir dor, ativar ou inibir a inflamação e a reparação do tecido, 

além de provocar ação do tecido conjuntivo vascularizado. Esse evento provoca 

alterações funcionais e morfológicas nas células, tecidos, vasos sanguíneos e 

linfáticos presentes na região inflamada e, independente da causa, o objetivo é 

sempre restaurar a homeostase tecidual. A resposta inflamatória controlada 

normalmente é benéfica, entretanto, pode se tornar prejudicial para o organismo se 

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

Esse processo inflamatório pode se dar como uma inflamação aguda, em 

que diante do agente nocivo há uma resposta imediata e precoce, ou como uma 

inflamação crônica, marcada por uma resposta prolongada, onde está presente tanto 

a inflamação ativa quanto o dano no tecido (Collins, 2000). 

Durante a inflamação aguda, por meio da ativação das vias vasoativas e 

quimiotáticas que resultam na vasodilatação local, há um aumento do fluxo sanguíneo 

para a região afetada, aumentando a permeabilidade vascular e causando a 

exsudação de fluido para o tecido intersticial. Isso faz com que a região apresente as 

características citadas anteriormente, vermelhidão, calor e edema. Mediadores 

liberados nesse processo recrutam mais células para o local, principalmente 

neutrófilos na fase inicial e em seguida macrófagos. Mediadores como histamina, 

prostaglandinas, bradicinina e citocinas produzidas pelas células inflamatórias estão 

muito associados com a inflamação aguda, já que estímulos inflamatórios ativam vias 

de sinalização intracelular que induzem a produção desses mediadores. 

Posteriormente, com a redução dos agentes causadores, é natural que aconteça o 

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

Os principais mediadores inflamatórios são as citocinas, como interferons, 

interleucinas, fatores de crescimento, fator de necrose tumoral e quimiocinas. São 

glicoproteínas pequenas liberadas por células do tecido lesionado ou por células 

imunes, sendo reconhecidas por receptores específicos de cada mediador 

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

Dentre os mediadores inflamatórios, destaca-se no presente trabalho o 

papel das citocinas, que podem ser pró-inflamatórias ou anti-inflamatórias. As pró-

inflamatórias podem ser produzidas por macrófagos ativados e estão envolvidas na 

regulação das respostas inflamatórias (Zhang & An; 2007). São exemplos dessas 

citocinas pró-inflamatória a IL-1β, interleucina-6 (IL-6) e fator de necrose tumoral-α 

(TNF-α) que orquestram a inflamação através da ativação dos receptores do Toll-like 

(TLRs) (Chen et al, 2017; Kaminska, 2005). As citocinas anti-inflamatórias são 

moléculas imunorregulatórias que controlam a resposta das citocinas pró-

inflamatórias, sendo as principais: interleucina (IL)-1, IL-4, IL-10, IL-11 e IL-13 (Zhang 

& An; 2007). 

Os TLRs são proteínas de membrana encontradas na superfície das 

células do sistema imune inato, como os macrófagos, são ativados a partir do 

reconhecimento de padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs) ou sinais 

endógenos que envolvem sinais do dano tecidual ou celular, os padrões moleculares 

associados ao dano (DAMPs). Dessa forma, DAMPs e PAMPs são reconhecidos pelo 

TLR-4 e desencadeiam a resposta inflamatória aguda., indicando semelhanças entre 

respostas inflamatórias infecciosas e não infecciosas (Brennan & Gilmore, 2018; 

Takeda & Akira, 2015; Chen et al, 2017; Adib-Conquy & Cavaillon, 2007; Rubartelli & 

Lotze 2007). 

A ativação dos TLRs inicia uma cascata de sinalização intracelular (Chen 

et al, 2017; Czerkies & Kwiatkowska, 2014; Akira et al, 2001), levando à ativação da 

quinase IκB (IKK). A IKK é responsável por regular a ativação da via NF-κB por meio 

da fosforilação das proteínas IκB no citoplasma. Esse processo causa a degradação 

de IκB pelo proteassoma. Como normalmente IκB inibe NF-κB, sua degradação 

possibilita a liberação do NF-κB para sua translocação nuclear e ativação da 

transcrição gênica em seguida. Esse fator de transcrição participa de forma importante 

no processo inflamatório durante a resposta imune e sua atividade pode ser induzida 

por diferentes enzimas, citocinas inflamatórias e substâncias de patógenos 

(Pasparakis et al, 2006; Basak et al, 2007). Além disso, essa via é responsável por 

regular a produção de citocinas pró-inflamatórias e recrutar células inflamatórias 

(Chen et al, 2018). 
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A resposta inflamatória em geral é dividida em duas fases com 

características distintas. A primeira é caracterizada por elementos típicos da resposta 

imune inata, a qual mobiliza o recrutamento de células do processo inflamatório 

agudo, tais como neutrófilos e macrófagos do tipo 1 (M1). Já a segunda fase é 

caracterizada pela presença, sobretudo, de macrófagos do tipo 2 (M2), os quais 

promovem a secreção de citocinas anti-inflamatórias (IL-4, -10 e -13) e fatores de 

crescimentos associados à cicatrização e reparação, 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 macrófagos são células pertencentes ao sistema mononuclear 

fagocítico, de grande importância no sistema imunológico (Nathan, 2008). São 

encontradas em todos os tecidos do corpo humano, com alta plasticidade, diferentes 

fenótipos e funções nos diferentes tecidos em que residem (Atri et al., 2018). Dessa 

maneira, atuam como importantes reguladores da resposta inflamatória, auxiliando na 

recuperação e cicatrização do tecido inflamado. 

Essas células foram identificadas pela primeira vez no final do século XIX, 

por Elie Metchnikoff (Nathan, 2008). Após a descoberta, a literatura indicou que os 

macrófagos desempenham um papel fundamental na resposta imunidade inata e 

adaptativa, defendendo o organismo de diferentes patógenos. Dessa forma, foram 

descritos como reguladores de resposta inflamatória, tendo em vista que auxiliam na 

recuperação e cicatrização do tecido inflamado (apud Atri et al., 2018). 

Os monócitos circulantes do sangue periférico são recrutados para o 

microambiente tecidual lesionado, diferenciando em macrófagos, e que 

posteriormente podem ser polarizados nos diferentes perfis celulares de acordo com 

as características da inflamação, dependendo dos fatores de crescimento, citocinas e 

outros mediadores presentes no microambiente que promovem a ativação das vias 

de sinalização intracelular específicas na expressão de genes associados aos 

fenótipos, ocorrendo a polarização dos macrófagos. (Mantovani, 2004). Essa 

plasticidade das células mononucleares do sangue periférico é fundamental para a 

resposta imune do hospedeiro e a regulação do ambiente tecidual em diferentes 

contextos fisiológicos e patológicos. 
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Dentre os perfis de macrófagos, dois principais subtipos são abordados 

neste trabalho: M1 e M2. Os M1 são ativados por lipopolissacarídeos (LPS), por 

interferon-gama (IFN-γ) e por fatores de necrose tumoral (TNF-α). São células 

efetoras com função pró-inflamatória que produzem a citocina TNF-α e o óxido nítrico 

(ON) via enzima óxido nítrico sintetase induzida (iNOS). Estes produtos são capazes 

de matar microrganismos e células tumorais (Rath et al., 2014; Orecchioni et al., 

2019). 

Os M2 possuem função anti-inflamatória, participando das respostas 

imunes específicas para a redução da inflamação, cuja enzima principal é a arginase-

1, que converte a arginina em ureia e ornitina, reduzindo o substrato para a formação 

de ON. Desempenham importante função na redução da inflamação, no reparo 

tecidual, cicatrização de feridas e na angiogênese. A exposição da citocina IL-4, IL-

10, e IL-13 são essenciais para a polarização desse perfil celular, resultando na 

liberação da citocina anti-inflamatória IL-10 e TGF-β para mitigar a inflamação e 

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

Ademais, os macrófagos podem alternar dinamicamente entre os fenótipos 

e subtipos intermediários, sendo células versáteis que podem apresentar os atributos 

tanto inflamatórios quanto anti-inflamatórios (Scheurlen et al., 2021). 

Nesse sentido, dentro do contexto da neurobiologia da dor, é crescente a 

busca por estratégias farmacológicas que possibilitem além da analgesia o reparo e 

cicatrização do tecido lesionado. Sendo assim, a modulação da inflamação via uma 

regulação dinâmica de macrófagos se faz interessante dado a plasticidade adaptativa 

destas células em diferentes contextos, sobretudo no microambiente inflamatório, 

objetivando a restauração da homeostase tecidual. 

Para além disso, um estudo realizado por Pannel et al. (2016), demonstrou 

que os macrófagos são capazes de liberar peptídeos opioides (meta-encefalina, 

dinorfina A e β-endorfina) quando polarizados à isoforma M2, contribuindo por 

exemplo, para amenização de quadros de dor neuropática. Sendo assim, ressalta-se 

que o receptor CB2 está intimamente ligado a liberação de β-endorfina por 

macrófagos, queratinócitos e linfócitos T, bem como à ação analgésica deste opioide 

envolve o receptor Kappa (Befort, 2015; Su et al., 2011; Ibrahim et al., 2005). 
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No entanto, com relação a dipirona, pouco se sabe sobre a contribuição de 

macrófagos na analgesia induzida por este fármaco. Assim, este trabalho objetivou 

expandir a utilização da dipirona, verificando o efeito do medicamento no tecido 

inflamado, porém, sob uma perspectiva celular diferente do sistema nervoso: os 

macrófagos. 

Considerando que os macrófagos desempenham papel central na 

modulação da inflamação e reparo tecidual, avalia de forma mais profunda o potencial 

analgésico da dipirona, podendo contribuir para sua inserção mais ampla em 

estratégias farmacológicas para o controle da dor inflamatória em diferentes 

contextos, como por exemplo, doenças articulares como osteoartrite (Wu et al.,2020), 

artrite reumatoide (Udalova et al., 2016) e neuropatias (Yu et al., 2020), em que já é 

sabido que os macrófagos tem papel fundamental na regulação da fisiopatologia. 

Neste sentido, é plausível propor que a dipirona possa ter um uso potencial 

para o tratamento de processos inflamatórios, não dentro de um conceito de um 

fármaco anti-inflamatório, mas sim de um fármaco modulador da resposta inflamatória, 

diminuindo a resposta inflamatória, inclusive a dor e favorecendo a regeneração 

tecidual. Considerando a sua baixa toxicidade e seu baixo custo, esta hipótese tem 

muito interesse clínico-farmacológico e pode abrir novas perspectivas no controle dos 

processos inflamatórios. 

Assim, o intuito deste trabalho foi o de investigar a contribuição de 

macrófagos na analgesia induzida pela dipirona, tendo como alvo a regulação da 

polarização destas células. 

1.7 TRATAMENTO FARMACOLÓGICO NO CONTROLE DA DOR 

Na prática clínica, o tratamento da dor aguda normalmente consiste no uso 

de analgésicos bem estabelecidos como dipirona e acetaminofeno (paracetamol), 

anti-inflamatórios não esteroidais (AINEs) e opioides (Edwards et al., 2010). 

Os AINEs são frequentemente utilizados com finalidade analgésica, 

antipirética e anti-inflamatória em casos de dor aguda resultante de inflamações 

devido a lesões no tecido. Esses medicamentos, como por exemplo aspirina, 

ibuprofeno, diclofenaco, nimesulida, indometacina etc., são capazes de reduzir a dor 
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e a inflamação por inibir a atividade das enzimas COX, impedindo a sensibilização 

neuronal (Gwanyanya et al., 2012). 

Os agonistas opioides puros, como por exemplo a morfina, são uma classe 

de analgésicos derivados da papoula e tem sua ação relacionada ao bloqueio da 

neurotransmissão de impulsos nociceptivos. Os opioides se ligam especificamente 

aos receptores opioides presentes em todo o sistema nervoso central e em 

terminações nervosas aferentes periféricas. Esses receptores são ligados a proteínas 

G inibitórias que, quando ativadas, promovem o fechamento dos canais de cálcio 

voltagem dependente e reduzem a produção de monofosfato de adenosina cíclicos 

(AMPc). Como resultado, reduz a liberação de neurotransmissores, como glutamato 

e substância P, das fibras nociceptivas, reduzindo a sensação de dor. Além disso, a 

ativação dos receptores também promove o estímulo do efluxo de potássio, tendo 

como consequência a hiperpolarização celular e uma diminuição da excitabilidade 

neuronal (Trivedi et al., 2007; Andrea et al., 2008). 

1.8 DIPIRONA E MACRÓFAGOS NA MODULAÇÃO DA DOR. 

A antipirina é 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 

importância do antipirético no tratamento da dor, derivados de antipirina foram 

produzidos no começo do século XX. Dentre esses, a dipirona (metamizol) que foi 

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

A dipirona é um fármaco analgésico amplamente utilizado na prática clínica 

devido ao seu caráter multimodal no tratamento da dor, de tolerabilidade 

gastrointestinal favorável, com efeito adverso raro de agranulocitose (Konijnenbelt-

Peters et al., 2017).  

A dipirona como pró-droga sofre hidrólise não enzimática formando o 

primeiro metabólito ativo, 4-metilaminoantipirina (4-MAA) no trato gastrointestinal. 

Este metabólito possui rápida absorção e atinge 85% de biodisponibilidade após o uso 

por via oral, sendo a concentração máxima alcançada de (tmax of 1.2 a 2.0 horas), 

sendo metabolizado no fígado. A metabolização do 4-MAA forma o segundo 
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metabólito ativo 4-aminoantipirina via desmetilação, resultando no metabólito inativo 

4-formilaminoantipirina (4-AA) via oxidação. Em comparação com o 4-MAA, o 4-AA 

apresenta uma eficácia analgésica consideravelmente inferior, com o tempo de meia-

vida mais longo, demorando mais para alcançar a concentração máxima no plasma. 

No entanto, a combinação das propriedades terapêuticas do 4-MAA e do 4-AA, 

permitem a eficácia rápida e duradoura do metamizol (Vale, 2006; Lutz, 2019).  

No Brasil, a dipirona começou a ser comercializada em 1922 com o nome 

de Novalgina. A utilização do medicamento aumentou com o passar dos anos, até que 

nos anos 1970 muitos países suspenderam a sua utilização devido a relatos de casos 

de agranulocitose, possivelmente causados em decorrência de seu uso (apud Vale, 

2006). 

A agranulocitose é uma condição clínica que causa um significativo déficit 

imunológico, resultando na morte de cerca de 7 a 25% dos indivíduos afetados. 

Entretanto, apesar de sua gravidade, foi observado que com a utilização da dipirona, 

a incidência da agranulocitose varia de 0,2 a 2 casos por milhão de pessoas/dia de 

uso, número este que é considerado aceitável (Vale, 2006). 

Por esse motivo, a dipirona continua sendo utilizada no tratamento e 

controle da dor e de inflamações em diversos países, incluindo no Brasil (Vale, 2006). 

A dipirona é um dos analgésicos mais utilizados pelos brasileiros, tanto na sua forma 

isolada (Novalgina, Anador) quanto em associações (Dorflex, Neosaldina) (Jornal 

Brasileiro de Medicina, 2012/2013). Além disso, de acordo com o Conselho Federal 

de Farmácia (2023), a dipirona sódica (Novalgina) foi o segundo medicamento 

genérico mais vendido no Brasil. 

Acreditava-se que a dipirona apresentava efeitos analgésico e anti-

inflamatório apenas via inibição de enzimas COX-1 e 2 (Pierre et al., 2007) e 

diminuição de síntese de prostaglandinas. Entretanto, atualmente sabe-se que seu 

caráter de pró-fármaco, por meio de metabólitos bioativos, contribuem diretamente na 

analgesia via ativação de sistemas canabinoides e opioides endógenos, 

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

Os metabólitos da dipirona, citados anteriormente, não se ligam 

amplamente a proteínas plasmáticas e, portanto, são, em grande parte, excretados 
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pelos rins. Dessa forma, o que garante a analgesia é a concentração dos metabólitos 

bioativos 4-MAA e 4-AA presentes no organismo (Vale, 2006). 

Vários 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 ação dos metabolitos 4-MAA e 4-AA, com ativação do sistema 

canabinoide via receptores tipo 1 e 2 (CB1 e CB2), os quais estão presentes, 

respectivamente, em neurônios e em células residentes na epiderme, como 

queratinócitos, fibroblastos e macrófagos (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 período resolutivo da 

resposta inflamatória, onde sua ativação em diferentes tipos celulares levou à 

diminuição da síntese de espécies reativas de oxigênio (ROS), de citocinas 

inflamatórias (IL-1β, IL-8 e TNF-α), reduzindo a expressão do fator nuclear kappa B 

(NF-kB) e aumentando a síntese de citocinas anti-inflamatórias, com diferenciação e 

polarização dos monócitos no perfil M2. 

Dado o contexto e as premissas acima, a dipirona possui uso potencial para 

o tratamento da dor e inflamação em seus mais diferentes contextos, considerando 

sua baixa toxicidade, acessibilidade, eficácia e potenciais mecanismos implicados na 

modulação da inflamação. Complementarmente, nosso grupo de pesquisa teve 

importante contribuição na demonstração do mecanismo pelo qual o metabolito 4-

MAA da dipirona tem ação via crosstalk entre o receptor CB2 e o receptor Kappa 

opioide, promovendo analgesia em um modelo animal de inflamação aguda (Dos 

Santos et al., 2020a). 

A dipirona tem grande eficácia analgésica e antipirética, apresenta 

disponibilidade de formulação parenteral, baixo custo de produção, poucos efeitos 

colaterais e alta eficácia. Por isso, é um importante medicamento utilizado na prática 

médica no controle da dor. Dessa forma, destaca-se a necessidade de se 

compreender melhor seu mecanismo de ação com o objetivo de expandir o escopo 

de sua atuação como primeira linha farmacológica no tratamento da dor (Schroeder, 
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2014; Dos Santos, 2018).  
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2 JUSTIFICATIVA E HIPÓTESE 

A dipirona é um dos fármacos mais utilizado no Brasil para o controle da 

dor e da febre (Sznejder et al., 2022). Possui alta eficácia, efeitos colaterais reduzidos, 

e tolerabilidade gastrointestinal mais favorável em relação aos anti-inflamatórios não-

esteroidais (AINEs), além da disponibilidade de formulação parenteral de baixo custo 

de produção, tornando-a alvo interesse clínico e farmacológico, porém, ainda são 

necessários mais estudos para elucidar seu mecanismo de ação (Sznejder et al., 

2022).  

Apesar da eficácia da dipirona no controle da dor relacionado ao processo 

inflamatório, há ainda uma persistência no uso excessivo dos AINEs. Estes fármacos 

possuem efeitos sistêmicos colaterais graves associado ao uso prolongado, como 

hormonais indesejáveis e efeitos locais deletérios, retardando ou inibindo o processo 

de reparo tecidual. Além dos efeitos colaterais, esse tipo de medicamento não 

promovem a cicatrização tecidual, inibindo a enzima COX relacionada com a via da 

dor (Davis e Robson, 2016). 

Dessa forma, novas perspectivas terapêuticas estão sendo desenvolvidas 

para tratar dor inflamatória, substituindo os fármacos inibidores da resposta 

inflamatória por fármacos capazes de modular a resposta inflamatória em células 

alvos, como os macrófagos, de forma a recuperar a homeostase tecidual e promover 

a cicatrização tecidual. Neste sentido é de grande interesse clínico-farmacológico 

desenvolver terapias ou novos fármacos que medeiem a polarização de M1 ao perfil 

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

 Com isso, a hipótese de nosso trabalho é que a dipirona com uso local 

possa reduzir a expressão das citocinas pró-inflamatórias em M1 e aumentar a 

expressão de citocinas anti-inflamatórias em M2, e em adição, de reduzir o processo 

inflamatório no edema e na peritonite de pata induzido pela carragenina, e 

consequentemente, reduzir a migração de leucócitos.  

Neste sentido, a dipirona poderá ser incluída entre as substâncias 

biologicamente ativas capazes de promover uma modulação da resposta inflamatória, 

sobretudo modular células imunes, expandindo o uso do fármaco sistêmico ao uso 

local na clínica relacionados aos seus respectivos metabólitos ativos 4-MAA e 4-AA. 
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3 OBJETIVOS 

3.1 OBJETIVOS GERAIS 

Avaliar o efeito local da dipirona na modulação do processo inflamatório 

pela ação do seu metabólito ativo 4-MAA na polarização do perfil de macrófagos pró-

inflamatória (M1) em anti-inflamatório (M2) na fase de hiperalgesia inflamatória 

induzida pela carragenina, favorecendo o reparo e cicatrização tecidual. 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

a) Analisar o efeito da administração local de dipirona na expressão das 

citocinas pró-inflamatórias IL1-β e TNF-α e anti-inflamatória IL-10 em animais 

previamente injetados com carragenina via intraplantar. 

c) Verificar o efeito da administração local de dipirona na resposta 

inflamatória induzida pela carragenina por meio da avaliação do edema utilizando 

paquímetro digital. 

d) Avaliar o efeito da dipirona na migração celular na peritonite induzida por 

carragenina pela expressão de citocinas pró (IL1-β e TNF-α) e anti-inflamatórias (IL-

10). 

e) Avaliar a polarização de macrófagos M1 e M2 in vitro tratados com 4-

MAA pela expressão dos genes relacionados aos perfis de macrófagos pró-

inflamatório (iNOS, TNF-α) e anti-inflamatório (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 aprovação do Comitê de Ética no Uso de Animais 

(CEUA) da UNICAMP, protocolo nº 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 

manutenção do Laboratório de Estudos da Dor - UNICAMP, mantidos sob condições 

controladas de temperatura (22 ± 2°C) e ciclo claro/escuro de 12 horas. Eles 

receberam ração específica para a espécie (Nuvital) e acesso irrestrito à água. 

4.2 EDEMA DE PATA INDUZIDO POR CARRAGENINA 

O edema de pata foi induzido por meio da injeção subcutânea de 100 µL 

de carragenina (1%) (Sigma-Aldrich; 22049-5G-F) na região plantar da pata posterior 

de ratos, 2h antes da aplicação intraplantar de 5 e 25 mg de dipirona (5 ou 25 mg/50 

µL) (Sigma-Aldrich; D8890) diluída em solução salina 0,9% ou solução salina 0.9% 

(NaCl) (Levy, 1969). A avaliação da inflamação e o papel da dipirona foi previamente 

avaliado pela espessura da pata utilizando o paquímetro digital no tempo 0 (período 

basal) e, posteriormente, nos tempos 2, 4 6, 24 e 48h após inoculação da carragenina 

(de Morais-Zani et al., 2013). Os resultados foram calculados pela diferença entre a 

medida obtida no tempo 0 e as medidas posteriores, sendo o resultado do edema 

expresso como o aumento percentual na espessura da pata. 
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4.3 MIGRAÇÃO CELULAR INDUZIDA POR CARRAGENINA 

A migração das células peritoneais foi induzida por meio de injeção 

intraperitoneal de 500 µL de carragenina (3,75 mg) ou solução salina 0.9%. Após 2 

horas, foi injetado via peritoneal de 500 µL de dipirona (25 mg). Transcorridas 4 horas 

após a aplicação da carragenina, os animais foram eutanasiados utilizando isoflurano 

(5%) e a cavidade peritoneal foi lavada com 3 mL de solução salina tamponada com 

fosfato (PBS), com heparina. Após aplicar delicadamente uma massagem nas 

paredes abdominais, o exsudato foi coletado com auxílio de uma pipeta Pasteur de 

plástico estéril. A contagem celular total foi estabelecida utilizando câmara de 

Neubauer. Posteriormente, o líquido peritoneal foi centrifugado a 1200 rpm por 10 

minutos e ressuspendido em 200 µL de albumina bovina a 3% contendo as células 

foram colocadas em orifícios de papel filtro Wathmann sobrepostos em lâminas. Após 

aguardar pelo menos 24h para a secagem natural das lâminas, 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 microscópio 

óptico (Leica; DM750) na objetiva de 100x, com óleo de imersão. 
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4.4 AVALIAÇÃO DO EFEITO DA ADMINISTRAÇÃO LOCAL DE DIPIRONA NA 

EXPRESSÃO DE CITOCINAS PRÓ-INFLAMATÓRIAS 

O teste de ELISA (SAFIEH-GARABEDIAN et al., 1995) foi realizado com 

pequenas adaptações. Foi realizado o estímulo inflamatório por meio da 

administração subcutânea de carragenina (1%) ou o seu veículo (0,9% de NaCl). Após 

2h, as patas foram tratadas com dipirona (25 mg/pata). Transcorridas 2h de 

tratamento, os animais foram eutanasiados e o tecido da região plantar pata traseira 

de ratos foi extraído. Estes tecidos foram homogeneizados utilizando FastPrep-24™. 

As amostras foram submetidas à centrifugação a 10.000 rpm por 15 minutos a 4°C. 

Os sobrenadantes resultantes foram armazenados a -80°C para análises futuras dos 

níveis das proteínas IL-1β, TNF-α e IL-10. As citocinas foram quantificadas utilizando 

os kits específicos: TNF-α de rato /TNFSF1A (R&D Systems, código: DY510), IL-1β 

de rato / IL-1F2 (R&D Systems, código: DY501) e IL-10 de rato (R&D Systems, código: 

DY522-05). Todos os protocolos foram realizados conforme as orientações fornecidas 

pelo fabricante (R&D Systems). 
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4.5 ISOLAMENTO E CULTURA DE MACRÓFAGOS DERIVADOS DA MEDULA 

ÓSSEA (BMDM) 

Para obtenção de macrófagos derivados da medula óssea (BMDM), células 

tronco hematopoiéticas foram coletadas da medula óssea presentes no fêmur de ratos 

Wistar (Toda et al., 2021). Após a eutanásia dos animais e a coleta do fêmur, a medula 

foi removida do interior do osso através da lavagem com 10 mL de PBS estéril. A 

solução contendo as células foi filtrada (filtro 70 μm) e posteriormente homogeinizada 

em um tubo Falcon (50 mL). Tampão de cloreto de amônio estéril foi adicionado ao 

meio por 5 min para lisar os eritrócitos. A seguir, foram adicionados 10 mL de PBS 

estéril para interromper a reação de lise, e o tubo Falcon foi homogeneizado e 

centrifugado (4 ℃, 15 min a 1800 rpm). Após, 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 poços (5 × 105 células/poço), 

com meio RPMI suplementado com 10% de soro fetal bovino (Sigma-Aldrich, 

12103C), 1% de penicilina-estreptomicina (Sigma-Aldrich, P4333), 1% de solução de 

aminoácidos não essenciais (MEM Non-Essential Amino Acid Solution, Sigma-Aldrich, 

M7145), 1% de solução de vitaminas (MEM Vitamin Solution, Sigma-Aldrich, M6895), 

1% de piruvato de sódio (Sigma-Aldrich, P2256) e 20 ng/mL de fator estimulante de 

colônias de macrófagos (M-CSF, Genscript, Z03010-5).  

Posteriormente, após 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 

específicos do ensaio de polarização. As células foram estimuladas com 

lipopolissacarídeo (LPS; 100 ng/mL) e interferon gama (INF-γ; 20 ng/mL) para 

polarizar macrófagos M1 por 1 h e 30 min e tratadas com dipirona (1µM) por 4 horas 

e 30 minutos (Maytalman et al., 2023). Por fim, os macrófagos foram coletados para 

extração de seu RNA. 

4.6 QUANTIFICAÇÃO DE RNAm POR REAÇÃO EM CADEIA DA POLIMERASE EM 

TEMPO REAL (RT‑PCR) 

Para a realização da Reação em Cadeia da Polimerase em tempo real (RT-

PCR), o mRNA da cultura de BMDM foi extraído utilizando 500 µL de Trizol (Tri-

Reagent, T9424; Sigma-AldrichR), seguindo as instruções do fabricante.  



38  

As amostras foram quantificadas por espectrofotometria utilizando o 

sistema EPOCH Multi-Sample Spectrophotometer (Biotek Instruments, Winooski, 

Vermont, EUA). A análise foi realizada com coeficiente de extinção de 40 ng-cm/μL e 

comprimento de trajetória da luz OD260 de 0,1 cm, aplicando-se a equação de Beer-

Lambert: Concentração de RNA [ng/μL] = (OD260 x 40 ng-cm/μL) / 0,1 cm. 

Para a síntese de DNA complementar (cDNA), foram utilizados 2 μg de 

RNA total, empregando o kit Accuris qMax (Benchmark Scientific, Nova Jersey, EUA) 

com Oligo dT, conforme as instruções do fabricante. O cDNA produzido foi 

armazenado a -80ºC. 

A expressão gênica dos marcadores fenotípicos de macrófagos 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 β-actina foi empregado como 

controle endógeno. As sequências dos primers estão listadas na Tabela 1. 

 

Tabela 1 Sequencias forward e reverse de oligonucleotídeos destinados a investigação da expressão 

de RNAm dos genes alvo Nos-2 e Arg-1 e do gene controle endógeno β-actina. 

4.7 ANÁLISE DOS RESULTADOS 

Os dados foram analisados no software GraphPad Prism 9. Para 

comparações entre duas médias, utilizou-se o Teste t, enquanto diferenças entre 

múltiplas médias foram avaliadas por análise de variância (ANOVA). Dependendo do 

contexto, realizou-se ANOVA de uma ou duas vias. Nos casos em que foi identificada 

diferença estatisticamente significativa, aplicou-se o Teste de Tukey para 

comparações entre os grupos. O nível de significância 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 

formação do edema da pata traseira de ratos induzido por carragenina. Para isso, 

utilizamos o paquímetro digital para medir a espessura das patas. 

A partir disso, foi possível observar na figura 1 que a dose de dipirona de 25 

mg/pata via intraplantar reduziu significativamente (p<0,05) a formação de edema na 

quarta e sexta hora quando comparado com o grupo controle carragenina. No entanto, 

a dose menor de 5 mg/pata não reduziu significativamente a formação de edema.  

Dessa forma, as patas tratadas via intraplantar com dipirona (25 mg/pata), na 

sexta hora, apresentaram uma redução de aproximadamente 61% do edema em 

relação as patas apenas com carragenina, sugerindo a possibilidade de redução da 

inflamação e extravasamento plasmático. Após a sexta hora, não houve diferença 

significativa entre os grupos, reduzindo o edema das patas ao longo de 48 horas 

(Figura 1).  

 

Figura 1 Avaliação do edema de pata induzido por meio da injeção subcutânea de 100 µL de 
carragenina (1%) na pata de ratos (n=6) 2h antes da aplicação intraplantar de 50 uL de dipirona (5 ou 
25 mg/pata) ou solução salina. A espessura da pata foi determinada utilizando um paquímetro digital 
no tempo 0, 2, 4, 6, 24h e 48h. Os resultados foram calculados pela a diferença entre a medida obtida 
no tempo 0 e as medidas posteriores e o edema foram expressos como o aumento percentual na 
espessura da pata. Os resultados estão expressos como média ± erro padrão da média. ANOVA duas 
vias, pós teste de Tukey *p<0.05. 
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5.2 TRATAMENTO LOCAL COM DIPIRONA REDUZ CITOCINAS PRÓ-

INFLAMATÓRIAS IL-1β E TNF- α. 

Para verificar se o efeito modulador da inflamação da dipirona envolveu uma 

redução das citocinas pró-inflamatórias IL-1β e TNF-α e da citocina anti-inflamatória 

IL-10 utilizamos a dose com efeito no edema de 25 mg/pata. Foi realizada a indução 

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

A administração local de dipirona (25 mg/pata) reduziu significativamente (p < 

0,05) a quantidade de IL-1β (Figura 2A) e TNF-α (Figura 2B) no tecido da região 

plantar tratado com carragenina quando comparado com o grupo controle tratado 

apenas com carragenina. Além disso, foi observado um aumento significativo da 

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

Dessa forma, a redução do edema na figura 1 pode ser relacionada com a figura 

2 (A, B e C), sugerindo a redução das citocinas pró-inflamatórias IL-1β e TNF-α em 

conjunto com aumento da citocina anti-inflamatória IL-10. 
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Figura 2 Quantificação de IL-1β (a), TNF-α (b) e IL-10 (c) na pata de ratos (n=6) após 4h da injeção de 
carragenina (1%). O tratamento com dipirona (25 mg/pata), 2h horas após injeção de carragenina, 
reduziu significativamente as concentrações de IL-1β e TNF-α em relação ao grupo que recebeu 
apenas carragenina e aumentou significativamente as concentrações e IL-10. Não houve diferença 
significativa entre os grupos que receberam apenas salina e os que receberam somente dipirona, 
indicando baixa toxicidade da droga. Os resultados estão expressos como média ± erro padrão da 
média. ANOVA uma via, pós teste de Tuckey *p<0.05. 

 
 

5.3 TRATAMENTO LOCAL COM DIPIRONA REDUZ A MIGRAÇÃO 

LEUCOCITÁRIA NA PERITONITE INDUZIDA POR CARRAGENINA 

Com este ensaio, buscou-se analisar a influência da dipirona na migração 

celular, por meio da peritonite induzida por carragenina. A inflamação peritoneal foi 

induzida por meio da administração de carragenina e o número de leucócitos 

recrutados na cavidade peritoneal foi medido como uma indicação do grau de 

inflamação. 
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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 número de 

neutrófilos (Figura 3B), no entanto, houve aumento considerável na migração de 

monócitos (Figura 3C), enquanto que a migração de linfócitos não houve diferença 

siginificativa (Figura 3D). 

O resultado desse estudo sugere papel fundamental da dipirona com ação em 

células da imunidade inata, como foi observado na redução de neutrófilos e 

monócitos, e com ausência de ação em linfócitos, células que representam a 

imunidade adaptativa. Além do mais, o aumento no recrutamento dos monócitos não 

necessariamente está relacionado a diferenciação e polarização dos monócitos no 

perfil de macrófagos pró-inflamatório, pois o estudo anterior com o tratamento de 

dipirona via intraplantar (Figura 2 A e B) indicou reduzir as citocinas pró-inflamatórias 

IL-1β e TNF-α que são liberadas por este perfil inflamatório, sendo o próximo passo 

de verificar se há polarização dessas células em cultura in vitro de macrófagos 

tratados com dipirona. 
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Figura 3 Avaliação da migração de células peritoneais induzida por meio de injeção intraperitoneal de 
500 µL de carragenina (3,75 mg) ou solução salina, 2h antes da injeção peritoneal de 500 µL de dipirona 
(25 mg). O tratamento com dipirona após injeção de carragenina reduziu significativamente a migração 
de leucócitos totais no peritônio (a). O tratamento com dipirona após a injeção de carragenina reduziu 
significativamente a migração de neutrófilos (b). O tratamento com dipirona aumentou 
significativamente a migração de monócitos (c). Não foi observada diferença significativa entre os 
grupos na migração de linfócitos (d). Os resultados estão expressos como média ± erro padrão da 
média. ANOVA uma via, pós teste de Tukey *p<0.05. 

 

5.4 EFEITO DA DIPIRONA NA POLARIZAÇÃO DE MACRÓFAGOS M1 E M2 EM 

CULTURA DE BMDM 

Os efeitos da dipirona também foram investigados na cultura celular de 

macrófagos derivados da medula óssea polarizados no perfil de M1 (100 ng/mL de 

LPS e 20 ng/mL de IFN-γ) por 1 hora e 30 minutos.  Após polarização do perfil M1, as 

células receberam tratamento com dipirona (1µM) por 4 horas e 30 minutos, sendo 

após esse período realizado a lise celular para extração do mRNA das células para 

análise da expressão gênica. 

A expressão dos genes que codificam duas enzimas-chave para cada perfil 
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de macrófagos: iNOS que está relacionada ao perfil M1 e Arg-1 associada ao perfil 

M2. O tratamento in vitro com a dipirona reduziu significativamente (p < 0.05) a 

expressão gênica de iNOS (Figura 4A) enquanto houve aumento da expressão 

gênica de Arg-1 (Figura 4B). 

A relação maior de Arg-1 e iNOS indica que o tratamento de dipirona pode 

estar relacionado ao processo de polarização do perfil pró-inflamatório M1 ao perfil 

anti-inflamatório M2 (Figura 4C). Este resultado corrobora com os dados anteriores 

avaliados pela redução do edema (Figura 1), redução das citocinas pró-inflamatórias 

(Figura 2 A e B), sugerindo a possível polarização dos macrófagos ao perfil M2 (Figura 

3C) conforme demonstrado neste tópico (Figura 4). 

 

Figura 4 Tratamento in vitro de dipirona (1 µM) em cultura de BMDM com estímulo inflamatório de LPS 
(100 ng/ml) e IFN-γ (20 ng/ml). O tratamento de dipirona após o estímulo inflamatório de LPS e IFN-γ 
reduziu significativamente a expressão gênica de iNOS (a) e aumentou a expressão de Arg-1 (b). A 
relação entre as expressões gênicas de Arg-1 e iNOS mostra que as células que receberam o estímulo 
inflamatório e o tratamento de dipirona possuem uma expressão equilibrada entre Arg-1 e iNOS (c). 
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6 DISCUSSÃO 

Embora a dipirona seja prescrita como um medicamento analgésico e anti-

pirético, o seu mecanismo de ação tem sido descrito como um medicamento que inibe 

as enzimas COX-1 e 2, ou seja, uma atividade essencialmente anti-inflamatória com 

consequente redução da síntese de prostaglandinas (Jasiecka et al., 2014; Pierre et 

al., 2007). Entretanto, estudos têm demonstrado que, na verdade, o mecanismo 

analgésico da dipirona não está relacionado com uma possível inibição das enzimas 

COX-1 e COX-2. Ainda que o mecanismo de ação analgésica da dipirona não esteja 

completamente estabelecido, estudos realizados em nosso laboratório demonstraram 

que, por mais que a dipirona seja metabolizada em dois compostos bioativos, o 4-

MAA e o 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 só, é suficiente para induzir o efeito 

analgésico eficaz, independente da presença do 4-AA. Também, foi demonstrado que 

o efeito analgésico do 4-MAA depende da ativação dos receptores canabinoides CB2 

e dos receptores opioides do tipo kappa, sugerindo que a redução da hiperalgesia 

inflamatória induzida pela carragenina se dá pela liberação de opioides endógenos e 

consequente ativação dos receptores kappa, sendo crível que o efeito da dipirona no 

tecido periférico não está associado a um efeito anti-inflamatório direto e pode 

depender da migração de células inflamatórias (Dos Santos et al., 2020). 

Dessa forma, este estudo teve como objetivo principal verificar se o 

metabólico ativo e hidrolisado da dipirona, 4-MAA, é capaz de modular a resposta 

inflamatória. O termo “modular” é usado neste trabalho em um sentido diferente do 

termo “inibição” usado para explicar o mecanismo de ação dos inibidores da enzima 

COX, chamados de medicamentos anti-inflamatórios não esteroidais (AINEs). A 

inibição da produção e liberação de prostaglandina pelos AINEs conduz à uma 

diminuição dos aspectos clínicos da resposta inflamatória, tais como edema, 

hiperemia, calor e principalmente dor (Gunaydin et al., 2018). Neste estudo, 

procuramos estabelecer uma relação entre a ação do 4-MAA na redução dos aspectos 

clínicos da resposta inflamatória e a modulação desta resposta mediada pelo 

equilíbrio entre M1 e M2. Dessa forma, a diminuição de prostaglandinas está 

relacionada à diminuição da produção e liberação de citocinas pró-inflamatórias. 

Inicialmente, usamos o edema de pata produzido pela administração de 
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carragenina para avaliar um possível efeito anti-inflamatório produzido por doses mais 

elevadas de dipirona administrada no tecido periférico inflamado. A dipirona, ao ser 

diluída, é completamente hidrolisada, então a ação foi especificamente do metabólito 

4-MAA (Pierre, et al., 2007). Dessa forma, o 4-MAA foi administrado 2 horas após a 

indução da inflamação. Logo, os resultados deste estudo mostraram que, como 

esperado, o efeito da dipirona se limitou a interromper o aumento do edema, mas não 

foi capaz de reduzir o edema já formado. É interessante lembrar que na maioria dos 

estudos envolvendo efeitos anti-inflamatórios de moléculas bioativas, estas foram 

administradas antes do agente inflamatório (Araldia et al., 2013). Embora esses 

protocolos não correspondem exatamente ao seu uso clínico, em modelos 

experimentais, o efeito anti-inflamatório máximo de uma única dose administrada 

apenas é possível ser verificado quando a molécula anti-inflamatória é administrada 

antes do agente inflamatório, pois essa não reverte o porcesso inflamatório já 

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 são significativamente 

menores que as usadas neste estudo (Dos Santos et al., 2020). É importante salientar 

que as doses de dipirona administradas neste trabalho não se restringem a efeitos 

locais, ao contrário, podem ser consideradas sistêmicas. Entretanto, não avaliamos 

seus efeitos nas patas contralaterais ao estímulo inflamatório. Os resultados deste 

estudo sugerem que os efeitos observados foram predominantemente locais, uma vez 

que analisamos a liberação de citocinas pró- e anti-inflamatórias apenas na região 

inflamada das patas de ratos. Além disso, estudos demonstraram que doses 

analgésicas de dipirona não alteram a resposta inflamatória do tecido periférico (Levy 

et al., 1995). 

A analgesia estabelecida pelo 4-MAA ocorre por meio da ativação 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 inflamatória pela 

liberação de opioides endógenos. A interação entre os sistemas canabinoide e opioide 

sugere um novo mecanismo para o tratamento da dor inflamatória, 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 dependência da ativação do receptor CB2 

não foi observada. Essa discrepância pode ser atribuída ao fato de que a PGE2 (100 

ng) não promove migração celular na mesma intensidade que a carragenina, 

sugerindo que a ação do 4-MAA está relacionada à migração de células inflamatórias 

(Cunha et al., 2008; Dos Santos et al., 2020; Dos Santos et al., 2014).  

Além disso, o 4-MAA demonstrou não depender da ativação do receptor 

CB1, enquanto o 4-AA, outro metabolito da dipirona, exerce seu efeito analgésico 

mediado pelo receptor CB1. A liberação de dinorfina, um opioide endógeno 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 pró-inflamatórias IL-1β e TNF-α, enquanto aumentou a 

citocina anti-inflamatória IL-10. A IL-1β é liberada durante a inflamação em resposta a 

lesões, estímulos inflamatórios ou patógeno, de forma a amplificar a resposta imune. 

Essa citocina inflamatória, liberada principalmete por macrófagos, fibroblastos e 

células endoteliais, induz a formação de mediadores inflamatórios finais, como as 

prostaglandinas, sensibilizando os nociceptores e contribuindo para a dor. A IL-1β 

estimula a expressão da enzima COX-2, que, por sua vez, leva à produção de PGE2, 

um mediador que intensifica a dor e a inflamação. A IL-1β, ao estimular a produção 

de PGE2, contribui para a sensibilização dos nociceptores, criando um ciclo de 

retroalimentação que intensifica a resposta inflamatória e a dor. Além disso, a PGE2 

pode atuar em um feedback positivo sobre a produção de IL-1β, perpetuando o estado 

inflamatório. Portanto, a interação entre a IL-1β e a PGE2 é fundamental para a 

amplificação da resposta inflamatória, e suas sinergias são alvos de pesquisa para o 

desenvolvimento de terapias anti-inflamatórias (Zang & An, 2007; Molina-Holgado. 

2000; Kawabata, 2011). 

Outra citocina analisada neste estudo foi o TNF-α. Estas citocinas são 

produzidas principalmente por macrófagos e outras células da imunidade inata em 

resposta a lesões ou patógenos e tem sido considerada um importante fator 

desencadeador de processo inflamatório. Além disso, o TNF-α, em conjunto com a IL-
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1β, são capazes de modular positivamente sinais pró-inflamatórios para aumentar a 

expressão de quimiocinas e moléculas de adesão, essenciais no recrutamento de 

neutrófilos para se dar início à resposta imunológica (Meyer, 2003; Bazzoni & Beutler, 

1996; Mehrad & Standiford, 1999). 

Em contrapartida, os dados deste estudo demonstraram que a 

administração de dipirona no sítio inflamatório foi capaz de aumentar os níveis da 

citocina anti-inflamatória IL-10. Esta citocina, ao contrário da IL-1β e TNF-α, tem 

função anti-inflamatória e é fundamental para manter a integridade dos tecidos, 

promover a homeostase, apoiar respostas imunológicas inatas e auxiliar na reparação 

tecidual em várias doenças inflamatórias e infecciosas. Diferentes células do sistema 

imunológico, como macrófagos, podem produzir esta citocina. A IL-10 é essencial para 

controlar as respostas imunológicas, evitando danos excessivos aos tecidos e 

mantendo o equilíbrio durante inflamações, por meio de uma inibição seletiva da 

expressão de genes pró-inflamatórios (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 

o 4-MAA esteja, via ativação do receptor CB2 de células do sistema imune, modulando 

a resposta inflamatória. Este dado difere substancialmente da ação do anti-

inflamatórios esteroidais, os quais inibem a resposta inflamatória como um todo. A 

ação imunossupressora dos anti-inflamatórios esteroidais ocorre por vários 

mecanismos que visam reduzir a atividade do sistema imunológico e controlar a 

inflamação. Esses medicamentos alteram a expressão de genes envolvidos na 

resposta imune e inflamatória, inibindo principalmente dois fatores de transcrição, a 

proteína ativadora-1 (AP-1) e o NF-κB, o que afeta a expressão dos genes 

responsáveis pela produção de citocinas. Dessa forma, diminuem a sensibilidade de 

células endoteliais, neutrófilos e macrófagos aos estímulos inflamatórios, o que limita 

a mobilização e ativação dessas células durante uma resposta imune (Pitzalis et al., 

1997; Stahn et al., 2007; Lindenfeld et al., 2004). 

Ao contrário desse mecanismo, os dados deste trabalho sugerem que a 

dipirona aumenta a liberação de citocinas anti-inflamatórias, tal como a IL-10. Como 

comentado anteriormente, esta ação da dipirona se deve provavelmente à ação 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 imunológico, 

têm um papel crucial na regulação da inflamação e da resposta imune, particularmente 

nos macrófagos. A ativação desses receptores modula a resposta inflamatória, 

protegendo os tecidos contra danos exacerbados em condições inflamatórias (Simard 

et al., 2022). 

Os macrófagos são células fundamentais no processo inflamatório, sendo 

responsáveis pela síntese e liberação de citocinas. Dois tipos principais de 

macrófagos são descritos no processo inflamatório, macrófagos estes que se 

diferenciam no tecido a partir da migração de monócitos oriundos do sangue (Duque 

& Descoteaux, 2014). Primeiramente, os M1 são ativados por sinais inflamatórios, 

como IFN-γ e LPS (Fabre et al., 2014), e produzem citocinas pró-inflamatórias como 

IL-1β, TNF-α e IL-6, essenciais para a promoção da inflamação aguda (Chen et al., 

2023). O metabolismo dos M1 é baseado principalmente na glicólise, o que lhes 

permite gerar energia rapidamente. A ativação do fator HIF-1α aumenta a captação 

de glicose pela via glicolítica, essencial para a produção de ATP e lactato, sustentando 

suas funções pró-inflamatórias (Tannahill et al., 2013; Eming et al., 2017). 

Por outro lado, os M2 são ativados por citocinas como IL-4 e IL-13 e 

desempenham funções anti-inflamatórias e pró-regenerativas. Eles liberam citocinas 

anti-inflamatórias, como IL-10 e TGF-β, que não apenas suprimem a resposta 

inflamatória, mas também promovem a formação de novos vasos sanguíneos e a 

deposição de matriz extracelular, essenciais para a cicatrização de feridas. Além 

disso, os M2 são fundamentais na remoção de células apoptóticas, garantindo um 

processo de regeneração saudável e a restauração da homeostase tecidual. Eles são 

fundamentais para a resolução da inflamação e o reparo tecidual (Chen et al., 2023; 

Eming et al., 2017). Diferentemente dos M1, os M2 utilizam ácidos graxos e a 

fosforilação oxidativa como principais fontes de energia, o que sustenta suas funções 

reparadoras (Vats et al., 2006; Eming et al., 2017). 

Dessa forma, os macrófagos desempenham um papel fundamental não 

apenas na resposta inflamatória, mas também na transição entre a inflamação e a 

regeneração tecidual. A diferenciação entre M1 e M2 é essencial para garantir que a 

resposta imune seja adequada e que a cicatrização ocorra de maneira eficiente. 

Enquanto os M1 são predominantes nas fases iniciais da inflamação, combatendo 
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infecções e removendo células danificadas, os M2 entram em cena posteriormente, 

promovendo a resolução da inflamação e facilitando o reparo do tecido. A mudança 

de M1 para M2 é influenciada pelas citocinas e fatores do microambiente, que são 

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

A diferenciação dos macrófagos é um processo altamente dinâmico, 

permitindo que essas células imunológicas mudem rapidamente de um fenótipo para 

outro em resposta a sinais do microambiente. Por exemplo, a ativação das vias de 

sinalização, como a do NF-κB, pode direcionar os macrófagos para polarizações em 

M1 ou M2 em diferentes condições patológicas, configurando-se como um regulador 

crucial da plasticidade desses celulares durante a progressão de diversas doenças. 

Na fase inicial da inflamação, ocorre a ativação do NF-κB em macrófagos do tipo M1. 

Entretanto, nas fases tardias, esses macrófagos reprogramam-se para um fenótipo 

M2, apresentando baixa ativação do NF-κB e um perfil anti-inflamatório (Wang et al., 

2014; Biswas et al., 2006; Porta et al., 2009). 

Essa cuidadosa regulação entre M1 e M2 é crucial para manter um 

equilíbrio eficaz entre a defesa imunológica e o reparo tecidual. Esse equilíbrio é 

fundamental para evitar inflamações crônicas e assegurar uma recuperação 

adequada dos tecidos, já que a ativação excessiva dos M1 pode levar a condições 

inflamatórias crônicas, enquanto a deficiência na ativação dos M2 pode resultar em 

cicatrização 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 são 

ativados por agonistas, há uma modulação do fenótipo dos macrófagos, promovendo 

a polarização para o M2. Dessa forma, a ativação dos receptores CB2 resulta em uma 

ação anti-inflamatória, a qual auxilia na resolução da inflamação e no reparo tecidual. 

A polarização é acompanhada de um aumento na expressão de marcadores típicos 

do M2 e da produção de citocinas anti-inflamatórias, como a IL-10. Enquanto isso, a 

ativação do receptor CB2 inibe a polarização para o fenótipo M1, de forma a reduzir a 

produção das citocinas TNF-α e IL-1β, além de diminuir a atividade de fatores de 

transcrição como NF-κB. Isso contribui para a atenuação de processos inflamatórios 

(Wu et al., 2020; Tortora et al., 2022). Estudos sobre a interação entre os fenótipos de 

macrófagos e suas redes moleculares são essenciais para compreender melhor essa 
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plasticidade. 

Os dados deste estudo também sugerem que a administração de dipirona 

após a administração de carragenina aumenta significativamente a migração de 

monócitos para o local da inflamação. A carragenina causa inflamação na cavidade 

peritoneal por meio da liberação de mediadores inflamatórios pelas células residentes. 

Esse processo provoca o rolamento e adesão de neutrófilos em células endoteliais e 

a migração extravascular (Németh e Mócsai, 2012). Além disso, durante a inflamação, 

os monócitos circulantes migram dos vasos sanguíneos para o tecido inflamado. De 

acordo com os fatores de crescimento e citocinas presentes no local, essas células se 

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

Essa migração é crucial, uma vez que os monócitos desempenham um 

papel vital na resposta inflamatória e na modulação da resposta imune. A presença 

aumentada de monócitos no sítio inflamado pode facilitar a rápida resposta a lesões, 

promovendo a produção de citocinas e fatores de crescimento que contribuem para a 

resolução da inflamação e a regeneração do tecido (Wang et al., 2014; Oishi & 

Manabe, 2018). 

Além disso, a dipirona diminui a migração de neutrófilos, mas não altera a 

migração de linfócitos, sugerindo um efeito seletivo da droga sobre a dinâmica celular 

no microambiente inflamatório. Os neutrófilos são células essenciais do sistema 

imunológico e desempenham um papel crucial na resposta inflamatória, sendo os 

primeiros leucócitos a migrar para o local da inflamação em resposta a sinais de danos 

teciduais ou infecções. Eles são rapidamente recrutados por mediadores químicos, 

como quimiocinas e citocinas, e sintetizam várias citocinas, IL-1β, TNF-α e CXCL-1, 

que amplificam a resposta imunológica e contribuem para a sinalização de outras 

células do sistema imunológico (Havixbeck et al., 2016; Mantovani et al., 2011; 

Tecchio et al., 2014). 

Além disso, os neutrófilos expressam a COX-2, cuja ativação é crucial para 

a síntese de prostaglandinas. A IL-1β desempenha um papel fundamental nesse 

processo ao induzir a expressão da COX-2, que converte o ácido araquidônico em 

prostaglandinas, como a PGE2. A liberação de prostaglandinas é um aspecto 

importante, pois elas são responsáveis por promover dor e febre, facilitando o 
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aumento do fluxo sanguíneo e a infiltração de outras células do sistema imunológico. 

Dessa forma, as prostaglandinas modulam a função de outros leucócitos, promovendo 

a migração e ativação de macrófagos, essenciais para a continuidade da resposta 

imune. O equilíbrio na produção de prostaglandinas e outros mediadores inflamatórios 

é crucial para a resolução adequada da inflamação, ajudando na proteção contra 

infecções e na promoção da cura tecidual (Fitzpatrick, 2005; Loynes et al., 2018; 

Osma-Garcia et al., 2016). 

Nosso grupo de pesquisa mostrou que a ausência de COX-2 nas células 

neutrofílicas agrava a intensidade do processo inflamatório induzido pela carragenina. 

Além disso, a exacerbação inflamatória está associada ao aumento de mediadores 

inflamatórios, como IL-1β e CXCL-1, e à migração de neutrófilos. (Carvalho et al., 

2022). 

Como mencionado anteriormente, a presença de dois fenótipos distintos de 

macrófagos, M1 e M2, é fundamental para o desenvolvimento e resolução da resposta 

imune. Os M1 desempenham um papel crucial na fase inicial da inflamação, 

promovendo uma resposta pró-inflamatória, caracterizada pela produção de citocinas 

como TNF-α, IL-6 e IL-1β, além de moléculas como o óxido nítrico (NO) gerado pela 

enzima iNOS (MacMicking et al., 1997; Chen et al., 2023). Por outro lado, os M2 são 

responsáveis por regular a fase de resolução da inflamação e promover a reparação 

tecidual, ajudando a conter a inflamação excessiva e a evitar danos prolongados aos 

tecidos. Eles produzem citocinas anti-inflamatórias, como IL-10, e expressam enzimas 

como a arginase-1, que converte arginina em ornitina, uma molécula envolvida na 

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

Dessa forma, investigamos os fenótipos adquiridos pelos macrófagos a 

partir de seu estado neutro (M0), quando estimulados com mediadores inflamatórios 

e dipirona. Utilizamos a expressão de iNOS e ARG-1 como marcadores indiretos para 

identificar a polarização dos macrófagos para os tipos M1 e M2, respectivamente. A 

iNOS é amplamente aceita como um marcador confiável de M1 devido à sua função 

na produção de NO, um mediador inflamatório chave. Da mesma forma, a ARG-1 é 

reconhecida como um marcador de M2, associada ao reparo tecidual e à resolução 

inflamatória. Estes marcadores têm sido validados em diversos estudos como 

indicadores da polarização de macrófagos, oferecendo um meio indireto eficaz para 
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avaliar o fenótipo predominante em um ambiente inflamatório (Rath et al., 2014; 

Orecchioni et al., 2019). 

Os resultados deste trabalho sugerem que a dipirona é capaz de equilibrar 

a presença de M1 e M2 no sítio inflamatório. Esses dados indicam fortemente um 

mecanismo de ação da dipirona, que, em doses maiores do que as recomendadas 

para analgesia, promove a modulação da resposta inflamatória, conduzindo à redução 

da inflamação mediada por M1 e ao aumento da resposta mediada por M2. Como 

descrito anteriormente, a dipirona, provavelmente atuando sobre os receptores 

canabinoides tipo CB2 no sistema imune do tecido periférico, favorece a polarização 

dos macrófagos para o fenótipo M2. Os M2 desempenham um papel crucial na fase 

de resolução da inflamação, secretando fatores anti-inflamatórios e promovendo a 

regeneração tecidual (Wu et al., 2020; Tortora et al., 2022). 
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7 CONCLUSÃO 

A dipirona é um dos medicamentos mais utilizados no Brasil, destacando-se 

por seu baixo custo, baixa toxicidade e efeitos colaterais menores em comparação 

com outros fármacos utilizados no tratamento da dor. Apesar de sua ampla utilização 

clínica no país, os mecanismos de ação da dipirona ainda não estão completamente 

elucidados.  

Os dados deste estudo sugerem que a dipirona, em doses superiores às 

recomendadas para analgesia (25 mg), é capaz de reduzir o edema e citocinas pró-

inflamatórias (modular a resposta inflamatória, promovendo um equilíbrio entre M1 e 

M2. Portanto, a administração local de dipirona pode se revelar um importante agente 

regenerativo e reparador dos tecidos periféricos. Além disso, os resultados deste 

estudo demonstram que, ao contrário do que se acreditava, o mecanismo de ação 

anti-inflamatório da dipirona difere dos AINEs e dos corticosteroides. 
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ANEXOS 

ANEXO I - PARECER DO TERMO DE APROVAÇÃO DA PESQUISA PELA 

COMISSÃO DE ÉTICA NO USO DE ANIMAIS 
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