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RESUMO 

Em trabalhos anteriores do grupo, mostrou-se que o efeito hipoalgésico causado pelo 

celecoxibe, isto é, o aumento do limiar nociceptivo acima dos valores basais, estaria 

relacionado à liberação de opióides endógenos. No presente estudo, avaliou-se a 

participação de componentes do citoesqueleto e dos sistemas opióide e canabinóide 

endógenos na hipoalgesia induzida pelo celecoxibe (CX) ou pela morfina (MORF), 

administrados por diferentes vias em ratos. Para isso, análises imuno-histoquímicas e 

imunoenzimáticas foram conduzidas em paralelo a estudos de limiar nociceptivo e foram 

utilizados inibidores seletivos e não seletivos de ciclooxigenases (COX), bem como 

agonistas e antagonistas de receptores opióides e canabinóides. MÉTODOS:  Ratos 

Holtzman machos (180-220 g) foram submetidos a diferentes protocolos experimentais. Os 

modificadores da função do citoesqueleto (nocodazol, colchicina, acrilamida, faloidina, 

latrunculina B ou citocalasina B, 10-9 a 10-11 moles/pata) ou antagonistas de receptores 

opióides e canabinóides foram injetados, via i.pl., ½ h antes do CX (s.c. ou i.pl.) ou outro 

composto analgésico. Após outra ½ h, os ratos receberam estímulo hiperalgésico, 

carragenina (CG; 250 µg/pata). O limiar nociceptivo foi avaliado, a cada hora, até a 6 h em 

algesímetro de pressão. RESULTADOS: Os inibidores de microtúbulos e microfilamentos 

preveniram a hipoalgesia causada por CX de modo seletivo e dependente da dose. Além 

disso, β-endorfina, JWH015 (um agonista de receptor CB2), CX e o OSU03012 (um 

análogo do CX desprovido de ação sobre COX-2) induziram efeito hipoalgésico 

semelhante, o qual foi revertido por um antagonista opióide, a naltrexona. Um antagonista 

de CB2, SR144528, preveniu a hipoalgesia induzida por CX, OSU03012 e JWH015. A 

imunomarcação para β-endorfina no epitélio da pele das patas foi aumentada da resposta 

basal após a administração de CG e reduzida nos animais pré-tratados com CX ou 
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JHW015. Tal efeito de CX e JWH015 sobre a imunomarcação para β-endorfina no epitélio 

foi prevenido pelo antagonista CB2. A administração intraplantar de araquidonoil-

celecoxibe (AACX), um análogo do CX sintetizado na Faculdade de Farmácia – UFMG, 

partir da complexação entre o ácido araquidônico e o CX, induziu efeito analgésico 

(hipoalgesia) semelhante ao observado após o CX, sendo esse efeito também revertido por 

antagonistas de receptores opióide e canabinóide. CONCLUSÕES: Em conjunto, este 

estudo mostrou que alterações em microtúbulos e microfilamentos, mas não em filamentos 

intermediários, estão envolvidas no desenvolvimento da resposta hipoalgésica ao 

celecoxibe e à ação local de opióides. Tais resultados mostraram também que a β-endorfina 

é um dos opióides endógenos liberados localmente pelo celecoxibe e parece ser o 

responsável final pela hipoalgesia a esse fármaco. Sugere-se que o AACX é formado 

localmente após administrações de CX, sugere-se, também, que, o AACX ativa receptores 

CB2 em queratinócitos promovendo a liberação local de β-endorfina. 

ABSTRACT  

The effect of coxibs of raising the nociceptive thresholds above the normal level in rat 

inflamed paws (hypoalgesia) has been shown to be related to endogenous opioids release. 

We have here assessed the role of the cytoskeleton components and endogenous 

opioid/cannabinoid systems in this hypoalgesia induced by celecoxib (CX), compared to 

the hypoalgesia induced by morphine (MORF). Based on study of Ibrahim et al. (2005) 

who have shown the release of β-endorphin (β-end) through the activation of type 2 

cannabinoid receptors (CB2) on keratinocytes, an immunohystochemical and immuno-

enzymatic analysis was conducted to determine the β-end content in the epithelial cells 

from skin of the inflammation site (rat paws) under various experimental conditions. 

METHODS : Male Holtzman rats (180-220 g) received sequential intraplantar (i.pl.) or 



 19

subcutaneous (s.c.) administrations of vehicle or test drugs. The selective inhibitors of 

cytoskeleton (nocodazole, colchicine, acrylamide, latrunculin B, and cytochalasin B, at rage 

of 10-9 - 10-11 moles/paw) and antagonists of opioid or cannabinoid receptors were given 30 

min before CX (s.c. or i.pl.) or other analgesic compound. After a further 30 min, rats were 

injected (ipl) with the inflammatory stimulus, carrageenan (CG; 250 µg/paw). Mechanical 

pain threshold was hourly measured over the next 6 h, using the Randall-Sellitto method. 

RESULTS: The CX-induced hypoalgesia was totally prevented by low doses of 

microfilaments inhibitors (round 2 nmoles range) and higher doses of microtubule 

inhibitors (round 20 nmoles). The same doses reversed the MORF-induced hypoalgesia 

only partially. β-end, JWH015 (a CB2 agonist), CX and OSU03012 (a CX analogue that 

does not inhibit COX-2) induced hypoalgesia that was prevented by naltrexone a non-

selective opioid antagonist. SR144528, a CB2 cannabinoid antagonist prevented the 

hypoalgesia induced only by CX, OSU03012 and JWH015. The content of β-end on 

epithelium was increased by CG and reduced by administration of CX or JWH015, an 

effect prevented by preview administration of SR144528. Arachidonoyl-celecoxib 

(AACX), an CX analog was synthesized and then administered i.pl. AACX induced 

hypoalgesia similar to CX and such an effect was prevented by opioid and cannabinoid 

antagonists. CONCLUSIONS: We conclude that the local changes in (paw) cytoskeleton 

selectively prevents CX, and peripheral opioid-induced hypoalgesia and that actin 

microfilaments were the cytoskeletal components most critically involved in the 

hypoalgesia. This study also suggests the peripheral release of β-end after intraplantar 

administration of CX and JWH015. Moreover, the AACX seems to be peripherally formed 

after CX administration, where it activates cannabinoid CB2 receptors and lead to release of 

β-end. 
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INTRODUÇÃO 

6. Terapêutica antiinflamatória: AINEs e coxibes 

O uso de antiinflamatórios não esteroidais (AINEs) é relatado em vários registros da 

antiguidade, como no papiro de Ebers (± 1550 a.C.), no qual Imoteb descreve o uso de 

emplastros e extratos vegetais (ricos em salicilatos) com finalidades analgésica, antipirética 

e antirreumática (para revisão ver Hamilton & Baskett, 2000; Tracy, 2006). Hipócrates e 

outros grandes pensadores da antiguidade também recomendavam preparações vegetais 

para o tratamento de diversas enfermidades, de dores do parto a reumatismos crônicos 

(Vane, 2000; Hademenos, 2005; Orfanos, 2007). Porém, os relatos de efeitos indesejáveis 

graves com tais drogas também são freqüentes desde a antiguidade, especialmente aqueles 

relativos ao trato gastrintestinal, à coagulação sanguínea e ao sistema renal (Stone, 1763; 

Ferreira, 1972; Warner & Mitchell, 2002; Whittle, 2003; Cheng & Harris, 2004, Graham et 

al., 2005). 

Apesar do histórico uso dos AINEs, apenas na década de setenta o mecanismo de 

ação da ácido acetilsalisílico foi atribuído à sua ação inibitória sobre enzimas 

endoperoxidases, conhecidas como ciclooxigenases (COX), que representam um estágio 

limitante para a síntese de mediadores inflamatórios a partir do ácido araquidônico em 

células residentes e migratórias (Vane, 1971; Ferreira, 1972). Esse mecanismo de ação 

postulado por Vane (1971) mantém-se aceito como modelo de atuação de diferentes 

AINEs. Entretanto, ainda existem alguns pontos de divergência no completo entendimento 

dos diferentes efeitos farmacológicos exercidos por essa classe tão heterogênea de drogas 

(Liles & Flecknell, 1992; Warner & Mitchell, 2002). 
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Na década de 90, vários experimentos demonstraram que a administração de 

diferentes endotoxinas e mitógenos induz a expressão celular de uma isoforma especial de 

COX, sem afetar a expressão da isoforma constitutiva em tecidos não inflamados (Fu et al., 

1990; Kujubu et al., 1991 e 1993; Smith & Marnett, 1991). A isoforma induzida foi, então, 

denominada COX-2 e associada à síntese de mediadores necessários à manutenção e 

realimentação do processo inflamatório, enquanto a primeira isoforma (COX-1), seria 

responsável pela síntese de mediadores necessários a homeostase (Smith & Dewitt, 1996; 

Smith et al., 1998). Mais tarde, foi descrita uma terceira isoforma (COX-3) que foi 

relacionada ao mecanismo de ação de AINEs no sistema nervoso central (SNC), entre eles 

o paracetamol e a dipirona (Chandrasekharan et al., 2002; Botting, 2003; Botting & Ayoub, 

2003; Simmons, 2003; Warner & Mitchell, 2005). 

Seguindo esse conceito, a indústria farmacêutica se voltou para o desenvolvimento 

de fármacos capazes de inibir seletivamente a COX-2, pois, dessa forma, os sinais e 

sintomas inflamatórios seriam reduzidos, sem grandes alterações no funcionamento geral 

de órgãos e tecidos não inflamados. Após anos de pesquisa laboratorial e ensaios clínicos 

polêmicos (Silverstein et al., 2000 e 2001; Bonbardier et al., 2000 e 2006; Malhotra et al., 

2004), foram aprovados para uso humano o celecoxibe e o rofecoxibe, representantes desta 

nova subclasse dos AINES, que ficaram genericamente conhecidos como coxibes. 

Rapidamente foram desenvolvidos diferentes compostos também aprovados para uso 

humano específico (parecoxibe, valdecoxibe, etoricoxibe, lumiracoxibe) e veterinário 

(deracoxibe, firocoxibe) (Bombardier et al., 2000; Silverstein et al., 2000; Riendeau et al., 

2001; Millis et al., 2002; Ott et al., 2003; Farkouh et al., 2004; Sessions et al., 2005; Ryan 

et al., 2006; Nussmeier et al., 2006). 
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Os estudos clínicos demonstraram a eficiência antiinflamatória, antipirética e 

especialmente, um marcado efeito analgésico de diferentes coxibes (Simon et al., 1998; 

Makarowiski et al., 2002; Ott et al., 2003). Em princípio, estes fármacos também 

mostraram mínimos efeitos indesejáveis no TGI comumente observados na terapia 

prolongada com AINEs inibidores não seletivos de COX (Whittle, 2003; Cheng & Harris, 

2004). Entretanto, estudos contemporâneos ao lançamento dos primeiros coxibes alertavam 

para a possibilidade de efeitos indesejáveis, especialmente sobre o sistema cardiovascular 

(Mitchell & Evans, 1998; Golden & Abramson, 1999; Graham et al., 2005). 

7. Efeitos dos coxibes 

De forma diferente do observado após o uso de AINEs tradicionais, o uso em larga 

escala de coxibes mostrou, além dos efeitos antiinflamatórios, alguns efeitos inesperados. 

Entre estes, podemos destacar os efeitos antineoplásico/antimetastático (Yamamoto & 

Viale, 2003; Yamashita et al., 2003; Onoda et al., 2004, Grösch et al., 2006), inibição da 

migração celular (Menezes et al., 2005 e 2008; Reding et al., 2006; Kim et al., 2007), a 

indução de analgesia superior ao de outros AINEs em alguns modelos experimentais 

(Francischi et al., 2002; França et al., 2006; Rezende et al., 2009; Correa et al., 2010), e 

ainda, um controverso controle dos sintomas do mal de Alzheimer (Firuzi & Praticò, 2006; 

Szekely et al., 2007; Nivsarkar et al., 2008). Infelizmente, estudos posteriores 

demonstraram a correlação entre utilização prolongada de coxibes e efeitos 

cardiovasculares graves, o que vitimou vários usuários e culminou na retirada do 

rofecoxibe e do valdecoxibe do mercado mundial (Mukherjee et al., 2001; Bensen et al., 

2002; Ray et al., 2002; Whittle, 2003; Cheng & Harris, 2004; Fenton et al., 2004; Lin, 
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2004; Grahan et al., 2005), seguindo-se uma reformulação de bulas e a adoção de critérios 

mais rígidos em prescrições médicas relativas ao seu uso (Hsiao et al., 2009). 

Alguns dos efeitos indesejáveis causados pela terapia prolongada com coxibes 

foram atribuídos ao desequilíbrio entre a síntese de prostaciclina (PGI2) e tromboxana A2 

(TXA2), importantes mediadores da atividade vascular na resposta inflamatória 

(Armstrong, 1996). Esses mediadores são produzidos por suas respectivas sintases a partir 

da prostaglandina H2 (PGH2), o produto final da ação das COX. Ocorre que, nas células 

endoteliais, há predomínio da prostaciclina sintase, que transforma a PGH2 produzida pela 

COX-2 (induzida pelo processo inflamatório) em PGI2, potente vasodilatador e anti-

agregante plaquetário. Estes efeitos são contrapostos pelo metabolismo do produto da 

COX-1 em plaquetas, principalmente em TXA2, agente agregante de plaquetas e 

vasoconstritor (Bunting et al., 1981; Armstrong, 1996; Krotz et al., 2005). Assim, a 

inibição seletiva da COX-2 pelos coxibes produz um desequilíbrio vasodinâmico, 

promovendo os efeitos trombogênicos e vasoconstritores da TXA2, que combinados, 

aumentam o risco de isquemias tromboembólicas e infartos em diversos tecidos e órgãos de 

pacientes predispostos ou em uso prolongado dessa terapia (Fitzgerald, 2004; Bing & 

Lomnika, 2002; Krotz et al., 2005). A ocorrência de outros efeitos indesejáveis, como 

infertilidade e problemas renais, é explicada pela expressão constitutiva da COX-2 em 

alguns tecidos normais, entre eles o renal, neural, testicular e ovariano (Golden & 

Abramson, 1999; Wong et al., 1999; Parente & Paretti, 2003). 

Outro fator relevante é a real falta de seletividade de alguns coxibes à inibição da 

COX-2, ou melhor, que tal “seletividade” se refere apenas à especificidade de ação 

inibitória quando comparada a COX-1, e não de outras enzimas celulares com papéis 
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importantes em vias colaterais à cascata do ácido araquidônico. Vários estudos mostraram 

que a ação anticarcinogênica do celecoxibe envolve indução de apoptose e bloqueio da 

progressão do ciclo celular e da angiogênese (Altorki et al., 2003; Ducreux et al., 2003; 

Yamamoto & Viale, 2003; Pruthi et al., 2004), devido à ação direta do celecoxibe em 

diversos alvos celulares como: inibição da quinase dependente de fosfoinositídeo 1 (PDK-

1), da proteína quinase B (PKB/AKT), da Ca++ ATPase, de anidrases carbônicas, entre 

outros (Lin et al., 2001; Kulp et al., 2004; Knudsen et al., 2004; Driessen et al., 2006; 

Johnson et al., 2006). Estes trabalhos demonstraram que o efeito anticarcinogênico 

induzido por coxibes não depende diretamente de sua inibição sobre a COX-2, porém os 

efeitos indesejáveis decorrentes do uso prolongado desta terapia, sim. Neste contexto, o 

avanço nas pesquisas acerca dos mecanismos moleculares envolvidos nos efeitos dos 

coxibes levaram ao desenvolvimento de novas drogas que são, em sua maioria, moléculas 

análogas a coxibes, que não apresentam efeito inibitório sobre a COX-2 (Zhu et al. 2004; 

Kardosh et al., 2005; Kulp et al., 2004; Pyrko et al., 2007). Com o desenvolvimento destes 

novos fármacos, abriu-se uma nova possibilidade de reprodução do efeito anticarcinogênico 

dos coxibes com reações indesejáveis minimizadas. 

8. Relações entre as ações dos coxibes e funções do citoesqueleto 

No início da presente década, pesquisadores do nosso laboratório descreveram a 

ocorrência da elevação do limiar de deflagração da resposta nociceptiva acima dos valores 

basais (denominada hipoalgesia), após aplicação de estímulo inflamatório em uma das patas 

posteriores de ratos previamente tratados com coxibes. Tal efeito hipoalgésico foi 

observado apenas na pata inflamada (unilateral) e não foi observado em ratos tratados com 

inibidor seletivo de COX-1 ou inibidores não seletivos de COX (Francischi et al., 2002). 
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Além disto, a hipoalgesia também foi observada em ratos pré-tratados com coxibes que 

receberam injeções intraplantares de prostaglandina E2 (PGE2), principal produto pró-

inflamatório da cascata do ácido araquidônico, indicando a possibilidade deste efeito não 

estar associado à inibição da síntese de prostaglandinas, pela COX-2. Mais 

interessantemente, como a administração (por via sistêmica ou intracerebroventricular) de 

naltrexona, um antagonista de receptores opióides, foi capaz de prevenir seletivamente este 

efeito, a participação do sistema opióide endógeno foi relacionado ao efeito hipoalgésico 

dos coxibes (França et al., 2006; Rezende et al., 2009; Correa et al., 2010). 

Paralelamente à síntese e liberação de mediadores da resposta inflamatória ocorre o 

desencadeamento da resposta antinociceptiva tanto localmente quanto centralmente, através 

da síntese e liberação de opióides e canabinóides. Existem relatos abundantes da 

participação dos sistemas opióide e canabinóide endógenos na resposta antinociceptiva 

sistêmica ao processo inflamatório local (Planas et al., 1995; Puehler et al., 2004; Elmes et 

al., 2005; Gutierrez et al., 2007). Os efeitos analgésicos dos opióides e canabinóides 

dependem do rápido transporte e expressão de receptores específicos nas membranas 

celulares dos nociceptores, fenômenos regulados através de componentes do citoesqueleto 

(Hohmann & Herkeham, 1999; Bloch et al., 2001; Puehler et al., 2004; Guan et al., 2005; 

Hucho & Levine, 2007). Foi descrito, também, um sinergismo entre os sistemas 

antinociceptivos endógenos em tecidos periféricos inflamados, como a liberação de β-

endorfina por queratinócitos e células migratórias após a ativação de seus receptores 

canabinóides do tipo 2 (CB2) (Ibrahim et al., 2003 e 2005; Rittner et al., 2007 e 2009). A 

cascata de reações intracelulares causada pela ativação de receptores metabotrópicos, como 

os receptores opióides e canabinóides, também é sinalizada através de uma complexa rede 
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de proteínas ligadas a componentes do citoesqueleto (Prekeris et al., 1998; Malik-Hall et 

al., 2003; Goswami et al., 2004 e 2006; Woolf & Ma, 2007). 

Tanto os resultados de nossas pesquisas sobre a hipoalgesia após administração de 

coxibes, quanto os efeitos antineoplásicos, antimigratórios e de controle de sintomas do mal 

de Alzheimer, relacionam-se a funções celulares, como trânsito de vesículas, plasticidade 

sináptica, proliferação celular e alterações na conformação de membranas. Logo, os efeitos 

observados com o uso dos coxibes podem estar relacionados a várias funções conhecidas 

dos diferentes componentes do citoesqueleto (Prekeris et al., 1998; Nishimura et al., 1999; 

Kundu et al., 2002; Minter et al., 2002; Kulp et al., 2004; Soltani et al., 2005; Szekely et 

al., 2007). 

A modulação da transdução sensorial e da sinalização intracelular que leva à 

redução do limiar nociceptivo após lesão tecidual ou neural são questões fundamentais para 

o esclarecimento dos mecanismos nociceptivos e antinociceptivos, e se relacionam 

diretamente a funções do citoesqueleto. Ainda hoje existe um “lapso” na compreensão 

integral da interação entre as vias de sinalização de reparo tecidual e antinocicepção, não 

apenas na nocicepção aguda, mas também na manutenção e refinamento do estado de 

hipersensibilização crônica (Dina et al., 2003; Gordon-Weeks, 2004). Dina et al. (2003) 

examinaram como o citoesqueleto pode modificar a cascata de sinalização intracelular 

ativada por uma lesão tecidual local, usando um interessante modelo de “pré-

sensibilização”. Neste modelo, as patas posteriores de ratos foram inicialmente inflamadas 

com carragenina (CG) e após um período de recuperação, foram injetadas com PGE2. Após 

tal “pré-sensibilização”, a hiperalgesia causada pela PGE2 tornou-se prolongada e seu 

mecanismo de ação se converteu de ativação apenas da enzima fosfoquinase A (PKA), para 
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dependente da ativação de PKA, PKC€ , e ERK1/2, como ocorre na hiperalgesia causada 

pela epinefrina ou pela CG. Porém, o ponto crucial deste estudo foi a constatação que a pré-

medicação com modificadores de citoesqueleto evita o prolongamento da hiperalgesia 

causada pela PGE2, demonstrando que as modificações de cascatas de sinalização 

secundária dependem do funcionamento do citoesqueleto (Dina et al., 2003). 

Paralelamente aos estudos de Dina et al. (2003), diversos estudos já consagraram a 

colchicina, um inibidor de microtúbulos, como tratamento para fase aguda da gota, uma 

forma de artrite dolorosa. O mecanismo de ação conhecido deste tratamento é baseado no 

fato de a disfunção de microtúbulos causada pela colchicina inibir a quimiotaxia e a 

fagocitose de leucócitos, associados à redução da síntese e liberação de leucotrienos no 

local (revisado em Emmerson, 1996). Entretanto, após o tratamento, os escores de dor se 

reduzem antes dos escores clínicos relacionados à inflamação articular (Ahern et al., 1987; 

Das et al., 2002). A combinação destas informações sugere que a colchicina pode também 

atuar diretamente no sistema nervoso, modificando a sinalização pós-sináptica dos 

neurônios sensitivos e reduzindo sua resposta aos mediadores inflamatórios já produzidos 

nas articulações inflamadas e facilitando a ação de AINEs. 

Com estes fatos, a possibilidade de modificações na sinalização secundária 

intracelular, via citoesqueleto, após lesão tecidual pode constituir uma conexão, na ação de 

coxibes e no papel preventivo de AINEs sobre a conversão de um estado de dor aguda em 

dor crônica (Bhave & Gereau, 2003). Atualmente, apenas os efeitos anticarcinogênicos do 

celecoxibe foram relacionados a mecanismos moleculares claramente independentes da sua 

atuação sobre a COX-2 (Grösch et al., 2006). Mais recentemente, nossos estudos 

farmacológicos demonstraram que a ação analgésica central do celecoxibe independe de 
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sua ação sobre a COX-2 (Rezende et al., 2009). Estes mesmos mecanismos de ação podem 

também estar envolvidos no efeito destes fármacos sobre a resposta inflamatória periférica, 

explicando o efeito hipoalgésico. 

Com base nestas observações, formulou-se uma hipótese de que a hipoalgesia 

causada pelo celecoxibe depende da participação de componentes do citoesqueleto para a 

ativação da resposta antinociceptiva endógena. 

9. Modulação da resposta nociceptiva e a participação do citoesqueleto 

O estímulo nociceptivo periférico causa disparos do potencial de ação em neurônios 

sensitivos primários, levando à transmissão da informação nociceptiva até o corno dorsal da 

medula espinhal (Bolay & Moskowitz, 2002). Na medula, este sinal leva à ativação de 

neurônios secundários, os quais ascendem pela medula (formando os tratos espinotalâmico 

e espinorreticular) até o tálamo, onde fazem sinapse com neurônios terciários, os quais, por 

sua vez, conduzem o sinal nociceptivo até o córtex somatossensorial, onde, finalmente, é 

percebido como uma sensação (nocicepção) relacionada a estímulo inicial (Millan, 2002; 

Schaible, 2007). 

Para que este processo se inicie é necessária a sensibilização de nociceptores através 

da liberação periférica aguda de vários mediadores endógenos em resposta a um estímulo 

lesivo (revisado em Hucho & Levine, 2002). Tais mediadores liberados no sítio 

inflamatório atuam sobre receptores expressos nas membranas dos nociceptores, induzindo 

cascatas de ativação intracelulares e modificações moleculares que modulam, por exemplo, 

a função de canais iônicos, através dos quais ocorre a despolarização celular e 

consequentemente a tradução do estímulo inicial químico em potencial elétrico a ser 

propagado pelos neurônios sensitivos periféricos (Aley et al., 2000; Julius & Basbaum, 
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2001; Woolf & Ma, 2007). Entretanto, de forma paralela, o mesmo estímulo nocivo inicial 

determina a ativação do sistema antinociceptivo endógeno que refreia a resposta 

hiperalgésica aguda causada pelo estímulo inicial (Brack et al., 2004a; 2004b). A resposta 

antinociceptiva endógena é composta pela ativação dos sistemas opioidérgico e 

canabinoidérgico, tanto periférica quanto centralmente (Millan, 2002; Gutierrez et al., 

2007; Labuz et al., 2007) e demonstrou-se anteriormente sua participação no efeito 

analgésico de diferentes AINEs (Vanegas & Tortorici, 2004; França et al.; 2006; Crawley 

et al., 2008; Rezende et al., 2008). Detalhes moleculares e temporais da ativação dessas 

cascatas intracelulares permanecem obscuros, especialmente, no que tange suas interações 

após ativação concomitante de vários receptores os quais induzem respostas antagônicas 

(Cabot et al., 1997; Kozak et al., 2002; Brack et al., 2004a; Cunha et al., 2008). 

Notadamente, a resposta antinociceptiva endógena depende de alterações estruturais 

de componentes do citoesqueleto que levam ao transporte e a expressão de receptores nas 

membranas neuronais (Triller & Choquet, 2003) e especialmente à plasticidade da 

membrana neuronal (Planas et al., 1994; Kozak et al., 2002; Puehler et al., 2004; Guan et 

al., 2005). Interessantemente, a administração aguda de morfina é capaz de alterar a 

expressão gênica de várias proteínas implicadas na transdução de sinais, como por 

exemplo, proteínas G acopladas a receptores opióides (Fan et al., 2002, 2003; Kaewsuk et 

al., 2001; Przewlocka et al., 1994). De forma especial, Haberstock-Debic et al. (2003) 

demonstraram a supra-regulação da síntese e da expressão de receptores opióides após a 

administração de morfina. Entretanto, as alterações transcricionais mais marcantes 

induzidas pela morfina recaem sobre o grupo de proteínas relacionadas ao citoesqueleto 

(Loguinov et al., 2001; Marie-Claire et al., 2004). 
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10. Estrutura e funções do citoesqueleto 

Todas as células eucariótas contêm filamentos protéicos organizados em feixes, 

redes ortogonais ou treliças, os quais determinam aspecto citosólico similar a um gel. Estes 

filamentos formam o citoesqueleto, que sofre rearranjos constantes, orientando o trânsito de 

organelas e alterando o estado fluídico do citosol, conferindo flexibilidade e sustentação à 

célula, permitindo que esta assuma várias formas facilmente (revisado em Lodish et al., 

2003; Fletcher & Mullins, 2010). 

O citoesqueleto é composto por microfilamentos, filamentos intermediários e 

microtúbulos, divididos de acordo com diâmetro, arranjo e tipo de subunidade. A maioria 

das células possui os três tipos de filamentos, geralmente encontrados em regiões distintas e 

com funções complementares (revisado em Brinkley, 1997; Lodish et al., 2003). 

Os microfilamentos são polímeros de subunidades monoméricas de G-actina unidas 

por ligações não-covalentes. A união de várias subunidades forma filamentos polares 

helicoidais (F-actina) que estão constantemente se encurtando e alongando, formando e 

dissolvendo feixes e redes no citosol (Letourneau, 2009). Normalmente há uma zona 

estreita logo abaixo da membrana plasmática, rica em microfilamentos organizados em 

rede, a qual impede a permanência de organelas na periferia do citoplasma (Lauffenburger, 

1996; Stricker et al., 2010). 

A polimerização dos microfilamentos e sua direção de formação são coordenadas 

por várias proteínas citoplasmáticas, sinalizadas principalmente por alterações na 

membrana (Letourneau, 2009). A timosina B4 inibe a polimerização da G-actina, enquanto 

a profilina age promovendo adição de um fosfato ao ADP do domínio de ligação da actina, 

tornando-a mais ávida à polimerização. A organização em filamentos simples, feixes ou 
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redes é determinada por proteínas de interligação da actina (como fimbrina e filamina), a 

ramificação dos feixes se dá pela ligação a proteínas relacionadas à actina (Arps - Actin 

related proteins), e o comprimento dos filamentos é controlado por proteínas cortadoras 

(gelsolina e cofilina). Outra função das redes de microfilamentos é servir de trilho para o 

deslocamento de vesículas carreadas pela miosina. Para que ocorra o movimento ou 

crescimento celular, o estado organizacional destas proteínas orienta a formação de uma 

extensão da membrana celular a partir da margem de direção sinalizada pela membrana 

(lamelipódios ou pseudópodos), que adere ao substrato e arqueia a célula para frente com a 

projeção do citoplasma, coordenando a locomoção da célula (revisado em Lodish et al., 

2004 e Dominguez, 2009). 

Os filamentos intermediários são formados por agregados de uma grande família de 

proteínas, como por exemplo, lamininas, desminas e vimentina. Estes filamentos formam 

uma intrincada rede ortogonal que dá suporte mecânico à membrana nuclear e conecta 

células, através da formação de junções comunicantes (gap junctions) intercelulares 

(Herrmann et al., 2009). 

Subunidades diméricas de α- e β- tubulina se polimerizam formando 

protofilamentos que se organizam, concentricamente, em microtúbulos. Os microtúbulos 

mostram uma instabilidade dinâmica em seu comprimento e em suas interligações a outras 

estruturas, dependente da temperatura e da ação de proteínas associadas aos microtúbulos 

(MAPs – Microtubule Associated Proteins). As MAPs constituem um grande número de 

proteínas que influenciam a montagem e a estabilidade dos microtúbulos, e são 

classificadas em dois grupos de acordo com sua função (Brinkley, 1997). As MAPs 

estabilizadoras têm um domínio que se liga à porção C-terminal, carregada negativamente 
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da tubulina, neutralizando-a e conseqüentemente estabilizando o polímero. O outro domínio 

destas proteínas pode se ligar a membranas, filamentos intermediários ou outros 

microtúbulos (Al-Bassam et al., 2006). O segundo grupo de MAPs desestabilizam os 

polímeros diretamente, como por exemplo, a catanina, capaz de cortar o filamento por um 

processo ATP-dependente (Dehmelt et al., 2003; Goold & Gordon-Weeks, 2005, Conde & 

Cárcere, 2009). 

Os microtúbulos são responsáveis por alguns movimentos celulares, como 

transporte de vesículas no citoplasma, alinhamento e separação de cromossomos na divisão 

celular, orientando a extensão do cone neural de crescimento (revisado em Lodish et al., 

2004). A regulação destas funções é feita através de MAPs, sinalizadas por várias enzimas 

(MAP-quinases), mas seus mecanismos ainda não foram totalmente elucidados.  

As MAP2c são as menores e mais abundantes MAPs em neurônios, e recentemente 

foi sugerida a possibilidade de sua ligação tanto a microtúbulos como a microfilamentos 

pelo mesmo domínio de ligação, após a ação de algum fator intracelular desconhecido 

(Roger et al., 2004; Gordon-Weeks, 2004). Interessantemente, uma relação entre MAP2c e 

a gênese de tumores tem sido apontada, como a relatada super-expressão em células 

cancerígenas pré-malignas (Cunningham et al., 1997; Fang et al., 2001). Soltani et al. 

(2005) demonstraram o potencial desta proteína em induzir defeitos mitóticos com 

conseqüente inibição de crescimento em células de melanoma cutâneo. Segundo estes 

estudos, algum fator enzimático intracelular poderia ser capaz de modular a atuação da 

MAP2c, fazendo com que ora se ligue a microtúbulos, ora a microfilamentos, orientando 

suas funções tanto em neurônios quanto em células tumorais. 



 33

Muitas das funções do citoesqueleto estão, de certa maneira, relacionadas a efeitos 

observados pelo uso de inibidores seletivos de COX-2. Por exemplo, a hiperalgesia 

depende do transporte de vesículas contendo neurotransmissores, realizado por 

microtúbulos nos nociceptores. A demonstrada ação inibitória de coxibes sobre a migração 

de leucócitos (Muscara et al., 2000; Menezes et al., 2005) depende da polimerização de 

microfilamentos de actina para a formação de lamelipódios e pseudópodos, que orientam a 

movimentação celular (Lodish et al., 2004). Os efeitos antineoplásicos e antimetastáticos 

dos coxibes também estão relacionados com a formação dos “spindles” (fusos) orientada 

por microtúbulos durante a divisão celular, que promove a proliferação das células 

(Brinkley, 1997; Altorki et al.; 2003). Experimentos de transfecção de genes demonstraram 

que a polimerização filamentosa aberrante da uma MAP denominada Tau (estruturalmente 

muito semelhante à MAP2c) está ligada a doenças neurodegenerativas, como a demência. 

Pacientes com Alzheimer são beneficiados pela ação dos coxibes justamente nos sintomas 

de demência mental (Nivsarkar et al., 2004; Soltani et al., 2005). 

Mais recentemente, alguns estudos mostraram uma relação entre mecanismos 

intracelulares neuronais regulados por componentes do citoesqueleto e a sensibilização e 

transdução nociceptiva envolvidas na dor inflamatória (Aley et al., 2000; Dina et al., 2003). 

Dina et al. (2003) mostraram que inibidores de componentes do citoesqueleto atenuaram a 

hiperalgesia induzida por epinefrina, mas não pela PGE2. No mesmo trabalho, os autores 

demonstraram que os segundo mensageiros intracelulares: quinase regulada por sinal 

extracelular (ERK) e proteína-quinase C epsilon (PKCЄ), dependem da integridade do 

citoesqueleto para sua atuação. 
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Uma relação entre citoesqueleto e dor crônica foi também estabelecida com a 

observação da rápida despolimerização de microtúbulos após a ativação de TRPV1 

(Transient Receptor Potential Vanilloid type 1) (Goswami et al., 2006 e 2008), um canal 

catiônico não seletivo envolvido na cronificação de processo dolorosos (Caterina et al., 

2000; Davis et al., 2000; Goswami et al., 2009) Apesar disso, o envolvimento do 

citoesqueleto e as vias de sinalização na resposta nociceptiva periférica ainda permanece 

obscuro. 
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OBJETIVO GERAL 

Investigar os mecanismos de ação envolvidos na indução de hipoalgesia após 

administração de celecoxibe, verificando um possível envolvimento de componentes do 

citoesqueleto e dos sistemas opióide e canabinóide. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1. Avaliar a intensidade, o tempo de administração e a dependência do modelo 

hiperalgésico para indução de hipoalgesia pelo celecoxibe; 

2. Verificar o envolvimento periférico de componentes do citoesqueleto na hipoalgesia 

induzida pelo celecoxibe e pela morfina; 

3. Comparar a seletividade do envolvimento de microfilamentos no efeito hipoalgésico 

do celecoxibe com outros inibidores ciclooxigenases; 

4. Avaliar a participação da β-endorfina na hipoalgesia induzida perifericamente pelo 

celecoxibe; através da marcação imuno-histoquímica; 

5. Comparar a intensidade do efeito analgésico causado pela administração periférica 

de diferentes compostos. OSU03012 (análogo do celecoxibe sem ação em COX-2), 

β-endorfina (agonista opióide) e agonistas de receptores canabinóides do tipo CB1 

(ACEA) e CB2 (JWH015); 
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MATERIAIS E MÉTODOS 

10. Animais 

Foram utilizados ratos Holtzman, machos, pesando entre 170 e 200 gramas 

provenientes do Centro de Bioterismo do Instituto de Ciências Biológicas da UFMG 

(Cebio-ICB/UFMG) e alojados em grupos de quatro ou cinco animais em caixas plásticas 

forradas com maravalha autoclavada. Ração comercial e água foram fornecidas ad libitum. 

Três dias antes da realização dos experimentos, os animais foram ambientalizados 

na sala de experimentação do Laboratório de Inflamação e Dor (Departamento de 

Fisiologia e Farmacologia, ICB/UFMG), em condições de temperatura (23 a 25°C) e 

luminosidade (12 horas de luz/dia) controladas. No dia anterior ao experimento, os animais 

foram submetidos ao manuseio e ao aparelho de avaliação da resposta nociceptiva de forma 

a mimetizar as condições do dia de experimento. 

Todos os procedimentos obedeceram às normas propostas pelo Comitê de Ética em 

Experimentação Animal (CETEA) da Universidade Federal de Minas Gerais (protocolo 

180/07). 

11. Tratamentos Farmacológicos 

Imediatamente antes da administração das drogas, suas formulações comerciais 

foram pesadas e as suspensões ou soluções foram preparadas com base na quantidade (peso 

em mg) da substância ativa descrita pelo fabricante. Aos animais dos grupos controle foi 

administrado veículo no mesmo volume, via e tempo dos tratamentos experimentais. 

Os nomes químicos de algumas drogas utilizadas no estudo estão listados no anexo 

3. 
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Foram utilizadas as seguintes ferramentas farmacológicas:  

• Agentes hiperalgésicos: carragenina (CG; 250 µg, i.pl.) e prostaglandina E2 (PGE2; 

2 µg, i.pl.); 

• Inibidores seletivos de COX-2: celecoxibe (CX; 12 mg/kg, s.c. ou 30, 100 e 300 µg, 

i.pl.) e SC236 (12 mg/kg, s.c.); 

• Inibidor seletivo de COX 1: SC560 (5 mg/kg, s.c.); 

• Inibidores não seletivos de COX: indometacina (Indo; 4 mg/kg, s.c.), paracetamol 

(Par; 360 mg/kg, s.c.) e dipirona (DIP; 360 mg/kg, s.c.); 

• Agonistas opióides: morfina (MORF; 2 mg/kg, s.c.) e β-endorfina (β-end; 0,05 a 2 

µg, i.pl.); 

• Inibidores da função de microtúbulos: nocodazol (NDZ; 1 e 10 µg, i.pl.) e 

colchicina (CCC; 0.8 e 8 µg, i.pl.); 

• Oligonucleotídeo antisense: anti-MAP2c (20 µg/dia, intratecal (i.t.) por 4 dias) e 

controle (“Mismatch”); 

• Inibidores da função de microfilamentos: latrunculina B (LB; 0,0005 a 5 µg, i.pl.) e 

citocalasina B (CTB; 0,001 a 1 µg, i.pl.); 

• Inibidor de filamentos intermediários: acrilamida (ACD; 0,1 a 10 µg, i.pl.); 

• Antagonistas opióides: naltrexona (NTX; 50 µg, i.pl.) e naloxona metiodida 

(NLXm; 50 µg, i.pl.); 

• Análogos do celecoxibe: OSU03012 (OSU; 30 a 100 µg, i.pl.) e araquidonoil-

celecoxibe (AA-CX; 50 a 300 µg, i.pl.); 
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• Agonistas canabinóides CB1: ACEA (6 a 60 µg, i.pl.); CB2: JWH015 (JWH; 3,3 a 

33 µg, i.pl.); 

• Antagonista canabinóide CB2: SR144528 (SR; 50 µg, i.pl.); 

12. Fonte das drogas 

As drogas SC560 e SC236 foram adquiridas da Cayman Chemical Company 

(EUA); o celecoxibe (Celebra®) da Pfizer Pharmaceuticals (Porto Rico); a morfina da 

Merck AG (Alemanha); os oligonucleotídeos da Bioneer (EUA); As demais drogas, citadas 

no item 2 desta seção, foram compradas da Sigma-Aldrich (EUA). O SR144528 foi 

gentilmente doado pela Sanofi-Recherche (França). 

13. Administração intratecal 

Os oligonucleotídeos foram administrados por via intratecal, para isso, os animais 

foram anestesiados com máscara de isoflurano até a imobilização. Após perda do reflexo de 

retirada da cauda, a porção lombar da coluna vertebral foi discretamente flexionada com 

auxílio de um tubo falcon (50 ml) posicionado abaixo do abdome do animal que foi 

mantido na posição horizontal sobre a bancada, com o dorso voltado para o 

experimentador. Uma agulha de 30 G acoplada a uma seringa Hamilton de 50 µl foi 

introduzida, em uma angulação de aproximadamente 45°, no forame entre as vértebras L4 e 

L5. Após a agulha atingir o espaço intratecal, 20 µl do tratamento foi cuidadosamente 

administrado. Os protocolos de administração dos oligonucleotídeos e de exérese dos 

gânglios da raiz dorsal estão descritos a seguir no item 8 d desta seção. 
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14. Estímulo hiperalgésico 

A carragenina λ foi esterilizada sob luz ultra-violeta por 30 min e solubilizada em 

solução salina estéril na concentração de 250 µg por 0,1 ml (2,5 g/ml). A solução foi 

armazenada sob refrigeração (aproximadamente 8°C) por no máximo 4 dias antes do uso. 

Os animais tiveram a pata direita injetada, por via intraplantar, com a solução de 

carragenina, e a pata esquerda injetada com o mesmo volume de veículo (0,1 ml de salina). 

Em alguns estudos, a prostaglandina E2 (PGE2; 2 µg em 0,1 ml de salina) foi utilizada como 

agente hiperalgésico para comparação. 

O momento de injeção do estímulo nociceptivo foi considerado como tempo zero 

(T0) em todos os protocolos experimentais empregados na avaliação de respostas in vivo. 

15. Avaliação da resposta nociceptiva 

A resposta nociceptiva foi avaliada pelo método de compressão progressiva da pata 

proposto por Randall & Selitto (1957). Este método consiste na mensuração da força (em g) 

necessária à deflagração da resposta comportamental de nocicepção em ratos, geralmente 

reconhecida como retirada da pata do aparelho. 

Para isto, o animal foi colocado em estação à frente do algesímetro1 e uma das patas 

traseiras foi, então, flexionada caudalmente e apoiada sobre a base do aparelho, após 

acionamento do pedal a intensidade de pressão aumenta à velocidade constante de 32 g/s. 

Ao se observar o reflexo de retirada da pata (resposta nociceptiva), o valor da pressão que 

evocou a resposta (em gramas) foi anotado. Para evitar lesões por compressão, foi 

estabelecido um peso limite máximo de 300 g como ponto de corte em cada avaliação. A 

                                                           
1 Modelo 7200, Ugo-Basile, Itália 



 40

resposta nociceptiva foi avaliada antes dos tratamentos (resposta basal) e nos tempos: ½, 1, 

2, 3, 4 e 6 h após a administração do estímulo hiperalgésico. 

Nos animais que mostraram diferença significativa no valor da resposta nociceptiva 

em relação à resposta basal apenas nas patas inflamadas (efeito unilateral), a avaliação da 

intensidade da resposta nociceptiva (∆ limiar nociceptivo) foi expressa através da diferença 

entre o valor obtido (em g) em cada pata traseira, em cada tempo, pois este valor expressa 

melhor a real condição do animal em cada momento. Em animais apresentando respostas 

diferentes das iniciais em ambas as patas (efeito bilateral), a intensidade do limiar 

nociceptivo foi expresso separadamente (em g) em cada pata. 

16. Protocolos experimentais 

a. Intensidade de efeito antinociceptivo 

No estudo comparativo de intensidade de efeito antinociceptivo, diferentes 

compostos com reconhecida ação analgésica (celecoxibe, morfina, indometacina, dipirona, 

paracetamol, SC560, SC236) ou veículo foram administrados por via subcutânea, na região 

da cernelha do animal, ½ hora antes do estímulo hiperalgésico, induzido pela carragenina 

nas patas direitas, solubilizada em um volume constante de solução salina (0,1 ml). As 

patas esquerdas foram injetadas com o mesmo volume de solução salina (0,1 ml) (Esq. 1). 
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Esquema 1: Protocolo experimental geral empregado nos estudos do efeito de drogas 

analgésicas sobre a resposta nociceptiva. Após a medida basal (B), os compostos 

analgésicos (A) foram administrados ½ hora antes do estímulo hiperalgésico (EH: CG na 

pata direita). Os animais dos grupos controle receberam o veículo do tratamento em igual 

volume e no mesmo momento. 

b. Influência do tempo de administração sobre o efeito hipoalgésico do 

celecoxibe 

Nos ensaios de efeito dependente do tempo de administração, os animais receberam 

o celecoxibe em diferentes tempos em relação ao estímulo hiperalgésico, sendo estes, ½ 

hora antes, ½ hora depois e 2 horas depois da injeção intraplantar de CG (Esq. 2). 

 

Esquema 2: Protocolo experimental empregado para comparação do efeito do 

celecoxibe em diferentes tempos de administração. As setas mostram os tempos de 

administração subcutânea do celecoxibe. B: resposta nociceptiva basal; EH: estímulo 

hiperalgésico na pata direita: CG 250 µg ou PGE2 2 µg. 

c. Experimentos com modificadores do citoesqueleto 

Drogas que interferem na dinâmica de polimerização de cada componente do 

citoesqueleto foram administradas, por via intraplantar, ½ hora antes do tratamento com 

celecoxibe ou morfina, que por sua vez foram administrados ½ hora antes do estímulo 

inflamatório. 

B                           s.c.         i.pl.                                Resposta nociceptiva  

             - ½          0                 1   2   3   4    6 horas 
A  EH 

B                                         i.pl.                                  Resposta nociceptiva  

             - ½          0          ½   1   2   3   4    6 horas 
EH 
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d. Experimentos com oligonucleotídeos antisense 

O oligonucleotídeo antisense para MAP2c ou o controle mismatch foram injetados, 

por via intratecal, a cada 24 horas em 4 dias consecutivos. No quinto dia, as respostas 

nociceptivas basais foram obtidas e os animais receberam celecoxibe (12 mg/kg, s.c.) ou 

salina, ½ h antes da CG. A resposta nociceptiva foi obtida nos tempos 1, 2, 3 e 4 h (Esq. 3). 

Após a última medida, os animais foram anestesiados com uma associação de 

xilazina e cetamina (2 e 100 mg/kg, respectivamente) e eutanasiados por deslocamento 

cervical imediatamente antes da exérese dos gânglios da raiz dorsal entre L4 e L6. O 

material coletado foi imediatamente exposto ao gelo seco para congelamento rápido e 

estocado em freezer -80°C até o processamento pela técnica de RT-PCR (real time-

polimerase chain reaction). A avaliação da resposta nociceptiva foi realizada nos tempos 1, 

2, 3 e 4 h após a CG. A técnica foi realizada no laboratório de Farmacologia da Inflamação 

e Dor da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto – USP, sob a orientação do Professor 

Dr. Carlos Amilcar Parada. 

 

Esquema 3: Protocolo experimental empregado nos experimentos com 

oligonucleotídeo antisense (AS) para MAP2c, por via intratecal (i.t.). B: resposta 

nociceptiva basal; CX: celecoxibe, 12 mg/kg, s.c.; CG: carragenina, 250µg/ pata direita. 

 

 

 

B         i.t.               s.c.        i.pl.                     Resposta nociceptiva  

   - 4 dias         - ½          0               1   2   3   4     horas 
CX CG 
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e. Caracterização do efeito da citocalasina B 

Para verificação do efeito local, a CTB foi administrada na pata esquerda dos 

animais pré-tratados com CX os quais receberam estímulo hiperalgésico na pata direita. A 

resposta nociceptiva foi avaliada nos tempos 1, 2, 3, 4 e 6 horas. 

Para se determinar o tempo de maior eficácia do tratamento com citocalasina, a 

CTB (1 µg, i.pl.) foi administrada ½ hora antes do tratamento com CX (12 mg/kg, s.c.) e 

após as mensurações dos tempos ½ e 1 hora após a CG (Esq. 4). 

 

Esquema 4: Protocolo experimental realizado com diferentes tempos de 

administração da citocalasina B (CTB; 1 µg, i.pl.) e os tempos de avaliação de resposta 

nociceptiva. As setas indicam os diferentes tempos de injeção de CTB. Os animais dos 

grupos controle receberam o veículo do tratamento (salina ou DMSO <1%) em igual 

volume e no mesmo momento. B: resposta nociceptiva basal; CTB: citocalasina B, 1 µg/ 

pata direita; CX: celecoxibe; 12 mg/kg, s.c.; CG: carragenina 250 µg/ pata direita. 

f. Seletividade do efeito da citocalasina B 

Os animais deste grupo receberam injeções de CTB, ou salina, ½ hora antes da 

administração subcutânea de inibidores de COX (SC236, SC560, indometacina ou 

dipirona). Após outra ½ hora, foi realizada a administração de CG (250 µg, i.pl.). A 

resposta nociceptiva foi avaliada nos tempos 1, 2, 3, 4 e 6 horas. 

 

-½              0                ½   1          2          3          4          5         6 horas 

s.c.          i.pl. B 
Resposta nociceptiva 

 CX              CG 

 
CTB 

   CTB 
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g. Efeito da administração intraplantar de diferentes fármacos sobre a 

nocicepção 

Os diferentes fármacos testados (celecoxibe, OSU03012, β-endorfina, ACEA e 

JWH015) tiveram suas ações analgésicas avaliadas através da administração intraplantar de 

diferentes doses, 5 min antes da CG e a resposta nociceptiva dos ratos assim tratados foi 

aferida nos tempos ½, 1, 2, 3 e 4 horas (Esq. 5). 

 

Esquema 5. Protocolo experimental empregado na caracterização do efeito 

hipoalgésico induzido por administrações intraplantares de diferentes fármacos. F: 

fármacos. CG: carragenina. 

h. Avaliação farmacológica da hipoalgesia induzida perifericamente 

Para avaliação dos efeitos da citocalasina B, naltrexona e SR144582 sobre o efeito 

hipoalgésico induzido perifericamente, tais compostos foram administrados em volume de 

50 µl, 25 min antes dos fármacos referidos no item anterior, também injetados em volume 

de 50 µl, 5 min antes da CG (Esq. 6). O volume total injetado nas patas foi de 200 µl. 

 

B                            i.pl.        i.pl.                                 Resposta nociceptiva  

           - 5min       0           ½   1   2   3   4    horas 
F CG 
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Esquema 6. Protocolo experimental empregado na avaliação dos efeitos do inibidor de 

microfilamentos (CTB) e dos antagonistas de receptores opióides (NTX) e canabinóide 

CB2 (SR) sobre o efeito hipoalgésico induzido por administrações intraplantares de 

diferentes compostos analgésicos. CTB: citocalasina B; 1 µg; NTX: naltrexona, 50 µg; 

SR: SR144528, 50 µg; CX: celecoxibe; β-end: β-endorfina; JWH: JWH015; CG: 

carragenina. 

17. Ensaio imuno-histoquímico para detecção de β-endorfina 

 Para avaliação do conteúdo de β-endorfina no citoplasma de queratinócitos do 

epitélio circunvizinho ao sítio de administração do estímulo hiperalgésico, os animais 

foram divididos nos seguintes grupos experimentais (descritos no item 8 desta seção): 

- tratados com veículo ipl (Veic-Veic-Veic), carragenina ipl (Veic-Veic-CG); 

- pré-tratados com CX por via sc ou ipl (Veic-CX-CG) ou com JWH ipl (Veic-JWH-CG); 

- pré-tratados com SR144528 e CX (SR-CX-CG) ou CTB e CX (CTB-CX-CG); 

 Após a seqüência de tratamentos, os animais foram eutanasiados por deslocamento 

cervical nos tempos 30, 60 ou 120 minutos após a CG e, então, fragmentos dos tecidos 

moles da região plantar das patas direitas destes animais foram excisados. As amostras de 

tecido foram fixadas em solução formalina tamponada (pH 7,2) por 48 horas, lavadas em 

 -30’   0   ½       -5’  1    2    3    4 
 
 

 i.pl. 
  

 i.pl. 
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água corrente, desidratadas, clarificadas e incluídas em blocos de parafina. Os blocos foram 

seccionados longitudinalmente com espessura de 4 µm, e os cortes colocados em lâminas 

cobertas com 2% 3-aminopropiltrietilsilana2 para posterior processamento pela técnica de 

imuno-histoquímica, segundo protocolo modificado do descrito anteriormente por Caliari et 

al. (1997) e Pacheco et al. (2007). 

 A análise morfométrica das lâminas foi realizada com o emprego de microscópio de 

luz e de morfometria digital. As imagens foram obtidas em aumento de 40x, com auxílio do 

programa easy-grab por uma microcâmera JVC TK-1270/RGB3 acoplada ao microscópio. 

Posteriormente, a área de expressão de β-endorfina foi delimitada através da seleção da 

região imunomarcada e analisadas por meio do programa KS3004 contido no analisador de 

imagens Kontron Elektronick/Carl Zeiss (Caliari et al., 1997; Pacheco et al., 2007). 

 Para cada animal foram capturadas e analisadas 16 imagens, perfazendo uma total 

de uma área total de 853.334,4 µm2 de tecido analisado em cada caso. A área de marcação 

para β-endorfina foi calculada através da seleção dos pixels da marcação imuno-

histoquímica na imagem real, com subseqüente criação de uma imagem binária e 

processamento digital. Todas as medidas foram obtidas pelo programa KS300 do analisador 

de imagens Carl Zeiss (Oberkochen, Germany). Para obtenção das médias foram utilizados 

de 6 a 9 animais por grupo experimental A resposta foi avaliada de acordo com as médias e 

erros padrão de todos os valores assim obtidos em cada tempo. A expressão de β-endorfina 

foi expressa como o percentual da área imunomarcada em relação à superfície epitelial total 

anteriormente demarcada. A obtenção das imagens e as análises morfométricas foram 

                                                           
2 Sigma Chemicals, St. Louis, MO, EUA 
3 Victor Company of Japan, Yokohama, Japão. 
4 CarlZeiss, Oberkochen, Alemanha. 
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realizadas por um experimentador que desconhecia os tratamentos aos quais os animais e 

amostras foram submetidos. 

Todos os ensaios de morfometria digital foram realizados no Laboratório de 

Morfometria do Departamento de Patologia Geral do Instituto de Ciências Biológicas da 

UFMG, sob a orientação do professor Dr. Marcelo Vidigal Caliari. 

18. Ensaio imuno-enzimático para detecção de β-endorfina no tecido plantar da 

pata de ratos 

 Para este ensaio, os animais foram divididos em grupos de 6 ou 8 animais, aos quais 

foram administrados diferentes fármacos (descritos em cada item). 

Assim sendo, após a CG, os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical 

e tiveram suas patas lavadas com álcool 70%. O tecido plantar destes ratos foi excisado 

com o auxílio de um punch de 8 mm de diâmetro, pesado e incubado em 150 µl de solução 

HBSS por 1 hora a 37ºC em agitador para oxigenação das amostras. Após o período de 

incubação o tecido foi macerado e recolocado na solução. O material foi centrifugado e 

uma amostra de 50 µl do sobrenadante foi separada e imediatamente usada para detecção 

dos níveis de β-endorfina utilizando um Kit comercial. Os resultados foram obtidos pelo 

método de EIA (Peptide Enzyme Immunoassay), e as amostras processadas de acordo com 

o protocolo recomendado pelo fabricante (Península Laboratories, LLC - Bachem Group). 

Ao fim da reação imuno-enzimática, a concentração de β-endorfina foi determinada em 

leitor de ELISA (EL800, Bio-Tek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA) a 450 nm. Os 

dados obtidos foram divididos pelo peso inicial da amostra de tecido plantar excisado e 

analisados nos programas Microsoft Office Excel 2003 e Prisma 4. 
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DELINEAMENTO ESTATÍSTICO 

Os experimentos foram analisados pelo método de parcelas subdivididas, no qual as 

parcelas são os grupos de animais e sub-parcelas os tempos. As médias obtidas neste estudo 

foram comparadas entre os grupos experimentais e/ou entre os tempos pela análise de 

variância (ANOVA) seguida do pós-teste de Bonferroni. Foram consideradas médias 

diferentes quando os valores de P foram menores que 0,05 (P < 0,05). 

 

Como padrão de diferenciação entre médias foi usado os seguintes ícones: 

*: diferente de hiperalgesia, isto é; diferente de Veic-CG ou Veic-PGE2; 

#: hipoalgesia, maior que zero (efeito unilateral) ou maior que resposta basal (bilateral); 

**: diferente de hipoalgesia, isto é; diferente de CX-CG, MORF-CG, Par-CX, Dip-CG etc. 

x: diferente de controle Salina ou Naive (não tratado); 

 

 

 

 

 

 

 

 



 49

RESULTADOS 

 

 

RESULTADOS PARTE I 

 

Padronização dos efeitos do celecoxibe administrado sistemicamente nos modelos de 

hiperalgesia - comparação com a morfina 
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12. CARACTERIZAÇÃO DA RESPOSTA HIPOALGÉSICA INDUZIDA PE LA 

ADMINISTRAÇÃO SISTÊMICA DE COMPOSTOS ANALGÉSICOS 

Após experimentos de relação dose-efeito, a dose de 250 µg de carragenina foi 

escolhida como agente pró-nociceptivo padrão, pois, esta dose foi eficiente em induzir 

efeito hiperalgésico significativo nos tempos mensurados neste modelo (Gráf. 1). A escolha 

do celecoxibe (CX) como coxibe-padrão, e da dose a ser utilizada (12 mg/kg) no presente 

estudo foi orientada por trabalhos anteriores publicados pelo mesmo grupo de pesquisa 

(Francischi et al., 2002; França et al., 2006). 

12.1. Padronização do estímulo hiperalgésico 

A avaliação das respostas nociceptiva mostrou intensidades máximas entre 2 e 3 

horas e seu caráter dose-dependente foi evidenciado. Os animais que receberam a menor 

dose (100 µg) mostraram redução no limiar de deflagração da resposta nociceptiva (em 

relação do grupo salina) nos tempos 2 e 3 horas. Os grupos que receberam 250 e 500 µg 

mostraram médias superiores às do grupo salina, e equivalentes entre si em todos os tempos 

mensurados na avaliação da resposta nociceptiva (Gráf. 1). 

A dose de 250 µg de carragenina foi escolhida como padrão pró-nociceptivo para os 

experimentos subseqüentes por ter induzido efeito hiperalgésico significativo nos tempos 

mensurados neste modelo. 
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Gráfico 1. Efeito da administração intraplantar de diferentes doses de carragenina 

(CG; 100, 250 e 500 µg/pata) sobre o limiar nociceptivo em pata de ratos, avaliada em 

algesímetro de pressão. Veic: veículo salina. x: diferente de controle veículo (N= 7 a 9; P 

< 0,05). 

 

12.2. Efeito analgésico de diferentes fármacos sobre a resposta nociceptiva 

Para fim de reprodução de efeitos sobre a resposta nociceptiva anteriormente 

descritos em literatura, avaliou-se a influência do tratamento por via subcutânea com 

celecoxibe (CX; 12 mg/kg), SC236 (5 mg/kg), dipirona (Dip; 360 mg/kg), paracetamol 

(Par; 360 mg/kg) ou morfina (MORF; 2 mg/kg) sobre o limiar nociceptivo de ratos, no 

modelo de hiperalgesia induzida pela carragenina (CG; 250 µg, i.pl.). Todos os compostos 

elevaram o limiar de deflagração da resposta nociceptiva acima dos valores basais, 

causando hipoalgesia nas primeiras três ou quatro horas. Entretanto, animais tratados com 

CX, SC236 e Dip mostraram efeito hipoalgésico (Gráf. 2) apenas na pata inflamada, 

enquanto animais  tratados com Par e MORF, mostraram efeito nas patas inflamada e não 

inflamada (Gráf. 3). 
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De forma diferente, no mesmo modelo, os grupos pré-tratados com indometacina 

(Indo; 4 mg/kg) ou SC560 (5 mg/kg) mostraram apenas efeito de restabelecimento do 

limiar nociceptivo aos níveis basais, isto é; equivalentes ao controle veículo (Veic-Veic), 

caracterizando o efeito anti-hiperalgésico causado por inibidores não seletivos de COX ou 

seletivos para COX 1 (Gráf. 4). 
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Gráfico 2. Efeito hipoalgésico unilateral (apenas nas patas inflamadas) causado pelo 

pré-tratamento com celecoxibe (CX; 12 mg/kg), SC236 (12 mg/kg) ou dipirona (Dip; 

360 mg/kg) no modelo de hiperalgesia induzida por carragenina em pata de ratos. Os 

compostos analgésicos foram administrados, por via subcutânea, ½ h antes da carragenina 

(CG; 250 µg, i.pl.). Veic: salina. #: maior que zero (hipoalgesia) (N= 5-8; P < 0,05). 
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Gráfico 3. Efeito hipoalgésico induzido bilateralmente após administração sistêmica 

de morfina (MORF; 2 mg/kg) ou paracetamol (Par; 360 mg/kg) no modelo de 

hiperalgesia induzida por carragenina. Os compostos analgésicos foram administrados, 

por via subcutânea, ½ h antes da carragenina (CG; 250 µg, i.pl.). Veic: salina. #: maior que 

o valor basal; hipoalgesia (N= 5; P < 0,05). 
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Gráfico 4. Efeito anti-hiperalgésico causado pela administração subcutânea de 

indometacina (Indo; 4 mg/kg) ou SC560 (5mg/kg) no modelo de hiperalgesia induzido 

por carragenina (CG; 250 µg, i.pl.). Indo e SC560 foram administrados ½ h antes da 

carragenina. Veic: etanol-tuin80-salina. *: diferente de Veic-CG (N= 5; P < 0,05). 
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12.3.  Efeito do celecoxibe dependente do tempo de administração nos 

modelos de hiperalgesia induzida por carragenina ou prostaglandina E2 

Para melhor caracterizar o efeito hipoalgésico induzido por CX, procedeu-se o 

estudo tempo-efeito, no qual se observou que a administração de CX ½ hora após a CG, 

induziu efeito hipoalgésico semelhante ao padrão (pré-tratamento), nos tempos 1, 2 e 3 

horas. Porém, quando administrado 1 h depois da CG, o CX mostrou apenas um efeito anti-

hiperalgésico, e que a administração 2 h depois da CG causou apenas uma discreta redução 

da hiperalgesia induzida por CG (Gráf. 5 A). A administração de CX em animais que 

receberam apenas salina intraplantar não causou efeito sobre o limiar de deflagração da 

resposta nociceptiva no modelo estudado (Gráf. 5 A). 

De forma diferente, quando a PGE2 foi utilizada como estímulo hiperalgésico, 

apenas o pré-tratamento com CX foi capaz de causar efeito hipoalgésico. Este efeito 

observado foi de intensidade e duração menores quando comparados aos animais que 

receberam CG. Todos os ratos que receberam PGE2, e foram pós-tratados com CX 

mostraram redução do limiar nociceptivo semelhante aos animais injetados apenas com 

veículo e CG, isto é, resposta hiperalgésica (Gráf. 5 B). 
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Gráfico 5. Efeito hipoalgésico induzido por celecoxibe depende do tempo de sua 

administração e do modelo de indução de hiperalgesia utilizado. A administração do 

celecoxibe foi realizada ½ h antes ou ½, 1 e 2 horas após o estímulo hiperalgésico com 

carragenina (A) ou PGE2 (B). Veic: etanol 2 %; CG: carragenina, 250 µg, i.pl.; PGE2: 

prostaglandina E2, 2 µg, i.pl.; CX: celecoxibe, 12 mg/kg, s.c. *: diferente de Veic-CG ou 

Veic-PGE2. #: maior que zero (N= 7-9; P < 0,05). 
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13. PARTICIPAÇÃO DE COMPONENTES DO CITOESQUELETO NA 

RESPOSTA HIPOALGÉSICA 

Após a confirmação do efeito hipoalgésico causado por CX e MORF, no modelo de 

hiperalgesia induzido pela CG, foram procedidos os experimentos para se verificar a 

participação de componentes do citoesqueleto neste tipo de resposta antinociceptiva. 

13.1. Participação de microtúbulos na resposta hipoalgésica 

13.1.1. Prevenção da hipoalgesia por inibidores da polimerização de microtúbulos 

Para este estudo foram utilizados dois inibidores da polimerização de microtúbulos, 

o nocodazol (NDZ; 1 e 10 µg/pata = 3,32 e 33,2 nmoles) e a colchicina (CCC; 0,8 e 8 

µg/pata = 2 e 20 µM), e ambos preveniram de maneira dose-dependente a hipoalgesia 

causada pelo CX (Gráf. 6 A e B). Entretanto, a administração local de CCC induziu apenas 

uma prevenção parcial do efeito da MORF sendo observado efeito anti-hiperalgésico nas 

primeiras 2 horas (Gráf. 7). Surpreendentemente, os animais tratados com CCC mostraram 

um efeito tardio de potencialização da hiperalgesia, ou seja; uma redução dos limiares 

nociceptivos abaixo do controle de hiperalgesia (Veic-CG) (Gráf. 6 B; 7 e 8). Nos ratos dos 

grupos controle salina a administração intraplantar isolada de NDZ ou CCC não alterou a 

resposta nociceptiva, porém, quando administrados 1 h antes da CG, o NDZ potencializou o 

efeito da CG no tempo 4 h, enquanto o pré-tratamento com 8 µg de CCC potencializou a 

hiperalgesia nos tempos 4 e 6 horas e ainda, prolongou tal hiperalgesia por mais de 8 h 

(Gráf. 8). 
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Gráfico 6. Prevenção total da hipoalgesia causada pelo CX após administração 

periférica de drogas modificadoras de microtúbulos. O nocodazol (NDZ; 1 e 10 µg, 

i.pl.; A) e a colchicina (CCC; 0,8 e 8 µg; B) foram administrados intraplantarmente ½ h 

antes da injeção subcutânea de celecoxibe (CX; 12 mg/kg). Em todos os grupos a 

carragenina (CG, 250 µg/pata) foi injetada por via intraplantar ½ h após o celecoxibe. A 

pata contralateral recebeu apenas veículo. Veic: DMSO < 1%; * : diferente de Veic-CG, ** : 

diferente de CX-CG; #: maior que zero; hipoalgesia (N=5; P < 0,05). 
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Gráfico 7. Efeito preventivo parcial da colchicina sobre o efeito analgésico induzido 

pela morfina. O prolongamento da hiperalgesia induzida por carragenina também é 

observado. O inserto mostra que a CCC não afetou a resposta hipoalgésica na pata 

esquerda, não inflamada. A colchicina (CCC; 0,8 e 8 µg; B) foi administrada 

intraplantarmente ½ h antes da injeção subcutânea de morfina (MORF; 2 mg/kg). Em todos 

os grupos a carragenina (CG, 250 µg) foi injetada por via intraplantar ½ h após a morfina. 

A pata contralateral recebeu apenas veículo. Veic: solução salina ou DMSO < 1%; * : 

diferente de Veic-CG, ** : diferente de MORF-CG; #: maior que a resposta basal; 

hipoalgesia (N=5; P < 0,05). 
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Gráfico 8. Efeito da colchicina ou nocodazol sobre a hiperalgesia induzida por 

carragenina. O nocodazol (NDZ; 10 µg) ou a colchicina (CCC; 8 µg) foram administrados 

intraplantarmente 1 h antes da carragenina (CG, 250 µg/pata). A pata contralateral recebeu 

apenas veículo. Veic: solução salina ou DMSO < 1%; * : diferente de Veic-CG (N=5; P < 

0,05). 

 

Os animais tratados com 8 µg de CCC e CG mostraram edema, hiperemia e eritema 

intensos. Tais efeitos foram observados a partir de 15 min após a injeção de CG e 

perduraram até 8h como apresentado na Figura 1. Os animais foram eutanasiados em 

câmara de CO2 logo após a última medida de limiar nociceptivo (8 h), quando 

demonstravam sinais evidentes de hiperalgesia, eritema e edema nas patas direitas. 
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Figura 1. Aspecto macroscópico das patas dos ratos tratados intraplantarmente com 

colchicina e carragenina, no tempo 8 horas: hiperemia, eritema e edema. A colchicina 

(CCC; 8 µg) foi administrada intraplantarmente 1 h antes da carragenina (CG, 250 µg). A 

pata contralateral recebeu veículo. Veic: solução salina ou DMSO < 1%. 
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13.1.2. Ausência da participação da proteína associada a microtúbulo 2c (MAP2c) 

na resposta hipoalgésica induzida por celecoxibe 

Como a MAP2c foi apontada como um possível fator de sinalização celular entre 

microtúbulos e microfilamentos e ainda para a proliferação tumoral e regulação de enzimas 

intracelulares (Chen et al., 1992; Roger et al., 2004; Goold & Gordon-Weeks, 2005), 

procurou-se determinar a influencia desta MAP sobre a resposta hipoalgésica induzida por 

CX. Assim, foi observado que a inibição da expressão de MAP2c através do pré-tratamento 

intratecal (Gráf. 9) com um oligonucleotídeo antisense contra MAP2c (20 µg/dia) por 

quatro dias consecutivos não causou efeito sobre a hipoalgesia induzida pelo CX ou sobre a 

hiperalgesia induzida por CG. Além disso, não foi observada diferença significativa entre o 

pré-tratamento com antisense e seu controle mismatch nos tempos mensurados. A inibição 

da expressão da proteína MAP2c pelo antisense, e não por seu controle, foi confirmada pela 

avaliação do percentual de inibição através da técnica de RT-PCR (real time- polimerase 

chain reaction) dos gânglios da raiz dorsal extraídos dos animais usados neste estudo logo 

após a última medida (4 horas) (Gráf. 10). 
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Gráfico 9. Ausência de efeito após administração intratecal de antisense anti-MAP2c 

ou controle (mismatch) sobre a resposta hipoalgésica causada por CX em ratos. O 

oligonucleotídeo antisense (As; 20 µg/dia) contra MAP2c ou seu controle mismatch (MM; 

20 µg/dia) foram administrados intratecalmente por quatro dias consecutivos antes da 

avaliação da resposta nociceptiva mecânica em algesímetro de pressão. No dia da avaliação 

nociceptiva, o As e o MM foram administrados 1 h antes da injeção subcutânea de 

celecoxibe (CX; 12 mg/kg). Em todos os grupos a carragenina (CG, 250 µg/pata) foi 

injetada por via intraplantar ½ h após o celecoxibe. A pata contralateral recebeu apenas 

salina. #: maior que zero (N= 4-5; P < 0, 05). 
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Gráfico 10. Inibição de MAP2c nos gânglios da raiz dorsal pelo antisense, avaliado 

pela técnica de RT-PCR (real time- polimerase chain reaction). Após a mensuração da 

resposta nociceptiva no tempo 4 h, os ratos avaliados no método de algesímetro de pressão, 

foram anestesiados e mortos por deslocamento cervical. Os gânglios da raiz dorsal destes 

ratos foram extraídos e processados pela técnica de RT-PCR. MM: Mismatch, 20 µg/dia; 

As: antisense, 20 µg/dia; Veic: salina, i.pl.; CG: carragenina, 250 µg, i.pl. *: diferente do 

controle MM-Veic-CG (N= 4-5; P < 0,05) 

13.2.  Ausência da participação de filamentos intermediários na resposta 

hipoalgésica 

O pré-tratamento com diferentes doses de acrilamida (ACD; 0,1; 1 e 10 µg/pata = 

14,1; 141 e 1410 nmoles), um inibidor de filamentos intermediários, não causou efeito 

sobre a resposta hipoalgésica causada por CX ou MORF (Graf. 11 A e B). A administração 

intraplantar prévia de 1 µg de ACD também não alterou significativamente os valores 

médios do limiar nociceptivo observado após a administração de salina ou CG (Gráf. 11 C). 

(A acrilamida usada neste estudo foi testada em ensaios paralelos que demonstraram que a 

droga estava ativa). 
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Gráfico 11. Ausência de efeito da administração intraplantar de acrilamida sobre a 

hipoalgesia induzida pelo celecoxibe (A) ou pela morfina (B).  O inserto (C) mostra a 

ausência de efeito da acrilamida (1 µg, i.pl.) também sobre o limiar nociceptivo de ratos aos 

quais foi administrado, apenas salina ou apenas o estímulo hiperalgésico. A ACD foi 

administrada intraplantarmente ½ h antes da injeção subcutânea de celecoxibe (CX; 12 

mg/kg) ou morfina (MORF; 2 mg/kg). Em todos os grupos a carragenina (CG, 250 µg/pata) 

foi injetada por via intraplantar ½ h após o celecoxibe ou morfina. A pata contralateral 

recebeu apenas veículo. Veic: solução salina ou DMSO < 1%; ACD: acrilamida, 0,1; 1 e 10 

µg, i.pl. * : diferente de Veic-CG; #: hipoalgesia (N= 5; P < 0,05). 
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13.3. Participação de microfilamentos na resposta hipoalgésica 

O pré-tratamento intraplantar com inibidores da polimerização de microfilamentos, 

latrunculina B (LB; 5 ng a 500 ng = 0,012 a 12,6 nmoles) ou citocalasina B (CTB; 1 ng a 

10 µg = 0,02 a 20 nmoles), preveniu de maneira dose-dependente a ação hipoalgésica 

causada pelo CX (Gráf. 12 A e B). As doses maiores inibiram completamente o efeito 

hipoalgésico. Diferentemente, um estabilizador da polimerização de microfilamentos, a 

faloidina (FD; 0,1 a 10 µg = 0,13 a 12,7 nmoles), não causou efeito sobre esta resposta 

hipoalgésica nas doses estudadas (Gráf. 13). 

Nos tempos observados, os inibidores da polimerização de microfilamentos 

utilizados neste estudo não produziram alterações sobre a resposta nociceptiva de animais 

tratados apenas com veículo ou CG (Gráf. 12 C e D). 
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Gráfico 12. Prevenção dose-dependente da hipoalgesia causada pelo celecoxibe após 

administração intraplantar de inibidores da polimerização de microfilamentos. Em C 

e D: ausência de efeito de injeções isoladas ou em associação com carragenina (CG, 250 

µg), respectivamente de latrunculina B (LB; 0,0005; 0,05 e 0,5 µg) ou citocalasina B (CTB; 

0,001; 0,01; e 1 µg). A LB ou CTB foram administradas intraplantarmente ½ h antes da 

injeção subcutânea de celecoxibe (CX; 12 mg/kg). Em todos os grupos a CG foi injetada 

por via intraplantar ½ h após o CX. Veic: salina. * : diferente de Veic-CG; ** : diferente de 

CX-CG; #: hipoalgesia (N= 4 a 8; P < 0,05). 
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Gráfico 13. Ausência de efeito da administração intraplantar de faloidina sobre a 

hipoalgesia induzida pelo celecoxibe. A faloidina (FD; 1 µg/50 µl) foi administrada 

intraplantarmente ½ h antes da injeção subcutânea de celecoxibe (CX; 12 mg/kg). Em todos 

os grupos a carragenina (CG, 250 µg/100 µl) foi injetada por via intraplantar ½ h após o 

celecoxibe. A pata contralateral recebeu apenas veículo. Veic: DMSO <1 %. * : diferente de 

Veic-CG (N= 5; P < 0,05). 
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A dose de CTB (1 µg) necessária para prevenção total da hipoalgesia induzida por 

CX, causou apenas prevenção parcial do efeito analgésico induzido pela MORF, sendo 

então, observado um efeito anti-hiperalgésico entre os tempos ½ e 3 h (Gráf. 14). Doses 

maiores de CTB (10 e 20 µg) não causaram aumento da ação inibitória desta droga sobre a 

hipoalgesia da MORF, ou seja; o efeito inibitório máximo exercido pela CTB sobre a 

hipoalgesia da MORF foi expresso pela dose de 1 µg. 
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Gráfico 14. Inibição parcial do efeito analgésico induzido pela morfina causada pela 

administração intraplantar de citocalasina B. A citocalasina B (CTB; 1 e 10 µg) foi 

administrada intraplantarmente ½ h antes da injeção subcutânea de morfina (MORF; 2 

mg/kg). Em todos os grupos a carragenina (CG; 250 µg) foi injetada por via intraplantar ½ 

h após a morfina ou veículo (Veic; DMSO < 1%). A pata contralateral recebeu apenas 

veículo. * : diferente de Veic-CG; ** : diferente de MORF-CG (N= 5-6; P < 0,05). 
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13.4. Curva dose-efeito da participação de componentes do citoesqueleto na 

hipoalgesia 

 O gráfico 15 sumariza o efeito dos diferentes agentes inibidores da função do 

citoesqueleto sobre a hipoalgesia causada pelo CX no tempo 2 horas após a CG. Neste 

gráfico, os dados foram expressos em função logarítmica da dose em moles dos inibidores 

da função do citoesqueleto. A LB e a CTB foram mais eficazes em prevenir totalmente o 

efeito analgésico causado pelo CX do que os inibidores de microtúbulos como destacado 

pelo retângulo tracejado no gráfico. Para a comparação, os valores médios observados em 

animais tratados com CX+CG (hipoalgesia) ou Veic+CG (hiperalgesia) foram 

representados no gráfico como linha superior contínua e inferior tracejada, respectivamente. 
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Gráfico 15. Efeito de diferentes doses de modificadores da função do citoesqueleto 

(MFC) sobre a hipoalgesia causada pelo celecoxibe (CX; 12 mg/kg) no tempo 2 horas. 

A linha superior representa o valor médio observado em ratos hipoalgésicos e a linha 

inferior (tracejada) em ratos hiperalgésicos (CG; 250 µg, i.pl.), no tempo 2 h. Todos os 

MFC foram administrados, via i.pl., ½ h antes do CX. A CG foi injetada ½ h após o CX. 

ACD: acrilamida, 1,4 - 141 nmoles; CCC: colchicina, 2,03 - 20,3 nmoles; NDZ: nocodazol; 

3,32 - 33,2 nmoles; LB: latrunculina B, 0,012 - 1,26 nmoles; CTB: citocalasina B, 0,002 - 

2,09 nmoles. Veic: DMSO < 1%. * : diferente de Veic-CG; ** : diferente de CX-CG (N= 6-

8; P < 0,05). 
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14. CARACTERIZAÇÃO DO EFEITO INDUZIDO PELA ADMINISTRAÇÃ O 

INTRAPLANTAR DE CITOCALASINA B SOBRE A HIPOALGESIA 

Como a administração de 1 µg de citocalasina B foi eficaz em prevenir totalmente a 

hipoalgesia causada pelo CX, sem, no entanto, afetar a resposta hiperalgésica induzida pela 

CG, nos estudos subseqüentes, esta droga foi utilizada como padrão para caracterização do 

envolvimento de microfilamentos na resposta hipoalgésica. 

14.1. Exclusão de efeito sistêmico 

Para se verificar o caráter local de atuação da CTB no modelo de hiperalgesia 

estudado, esta droga foi administrada em um grupo de animais, ½ h antes do CX na pata 

direita e em outro grupo na pata contralateral (não inflamada). Desta forma, o efeito 

inibitório o da CTB sobre a hipoalgesia causada pela injeção subcutânea de CX só foi 

observado quando a CTB foi administrada na pata inflamada (direita) (Gráf. 16). 
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Gráfico 16. Efeito local da citocalasina B (CTB; 1µg) sobre a hipoalgesia causada pelo 

celecoxibe (CX; 12 mg/kg, s.c.). A CTB foi injetado 1 h antes da carragenina (CG; 250 

µg) na pata esquerda (PE) ou direita (PD). Veic: salina ou DMSO < 1%. *: diferente de 

Veic-CG; **: diferente de Veic-CX-CG; #: maior que zero (N= 5; P < 0,05). 
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14.2. Avaliação do tempo de administração sobre o efeito da citocalasina B 

À semelhança do que foi anteriormente descrito para o CX, procurou-se verificar se 

o momento da injeção da CTB seria importante para a inibição do efeito hipoalgésico. Para 

isso, a CTB foi também administrada ½ e 1 h após a CG. Assim, a administração 

intraplantar de CTB, 30 min após o estímulo nociceptivo (CX-CG-CTB+30’), reverteu 

totalmente o efeito hipoalgésico causado pelo pré-tratamento com CX. Entretanto, em ratos 

tratados com CTB 1 hora após a CG, a reversão do efeito hipoalgésico se mostrou apenas 

nos tempos 3 e 4 horas (Gráf. 17). 
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Gráfico 17. Reversão da hipoalgesia induzida pelo celecoxibe após administração 

intraplantar de citocalasina B. O celecoxibe (CX; 12 mg/kg) foi administrado por via 

subcutânea ½ h antes da carragenina (CG; 250 µg, i.pl.), enquanto a citocalasina B (CTB; 

1µg, i.pl.) foi administrada ½ e 1 h após a CG. As patas contralaterais receberam veículo no 

mesmo volume. Veic: salina ou DMSO < 1 %.*: diferente de Veic-Veic-CG; **: diferente 

de Veic-CX-CG; #: maior que zero (N= 5; P < 0,05). 
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Para se avaliar a eficácia da dose de faloidina (FD) utilizada anteriormente e para 

confirmação do sítio de atuação da CTB (administrada 30 min após a CG) sobre os 

microfilamentos, a FD foi administrada, por via intraplantar, 30 min antes do CX. Observa-

se no Gráf. 18 que a FD preveniu o efeito da CTB sobre a hipoalgesia, isto é, preveniu a 

reversão do efeito hipoalgésico causado pelo CX. 
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Gráfico 18. Efeito preventivo da faloidina sobre a reversão da hipoalgesia causada 

pela citocalasina B. A faloidina (FD; 1µg/50 µl) foi administrada intraplantarmente ½ h 

antes da injeção subcutânea de celecoxibe (CX; 12 mg/kg). Em todos os grupos a 

carragenina (CG, 250 µg/100 µl) foi injetada por via intraplantar ½ h após o celecoxibe. 

Após a primeira avaliação da resposta nociceptiva (tempo ½ h) a citocalasina B (CTB; 

1µg/50 µl) foi administrada intraplantarmente. A pata contralateral recebeu veículo nos 

mesmos tempos dos tratamentos. Veic: solução salina ou DMSO < 1 %.*: diferente de 

Veic-Veic-CG; **: diferente de Veic-CX-CG; #: maior que zero (N= 5; P < 0,05). 
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14.3. Efeito do pré-tratamento com citocalasina B sobre o efeito anti-

hiperalgésico induzido pela administração tardia de celecoxibe 

Para avaliarmos se o componente anti-hiperalgésico do efeito analgésico induzido 

pela administração de CX (12 mg/kg, s.c.) 2 h após a CG seria afetado pela ação dos 

microfilamentos, um grupo de ratos recebeu a CTB (1 µg/ i.pl.) 1 h antes da CG e foram 

posteriormente tratados com CX (1 h após a CG). Desta forma, foi observado que a CTB 

não interferiu com o efeito anti-hiperalgésico (Gráf. 19). Portanto, no que tange a 

participação dos microfilamentos, o efeito hipoalgésico difere do efeito anti-hiperalgésico 

observados após a administração do CX em diferentes tempos. 
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Gráfico 19. Ausência de efeito da citocalasina B sobre a anti-hiperalgesia causada pela 

administração tardia de celecoxibe. A citocalasina B (CTB; 1µg/50 µl) foi administrada 

intraplantarmente ½ h antes da injeção subcutânea de celecoxibe (CX; 12 mg/kg). Em todos 

os grupos o CX ou veículo foi injetado 1 h após a carragenina (CG, 250 µg/100 µl). A pata 

contralateral recebeu veículo nos mesmos tempos dos tratamentos. Veic: solução salina ou 

DMSO < 1 %.*: diferente de Veic-Veic-CG; **: diferente de Veic-CX-CG (N=5; P < 

0,05). 
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14.4. Seletividade do efeito da citocalasina B sobre a resposta antinociceptiva 

induzida por diferentes inibidores de ciclooxigenase 

Para se testar a seletividade de efeito da CTB sobre a resposta hipoalgésica, esta 

droga foi previamente administrada em animais tratados com diferentes inibidores de COX. 

Assim sendo, a CTB preveniu totalmente o efeito hipoalgésico induzido pelo SC236 (12 

mg/kg, s.c.) tornando a resposta dos animais pré-tratados com CTB equivalente à do grupo 

controle hiperalgesia (Veic-CG) (Gráf. 20). De forma diferente, a administração de CTB 

não alterou a hipoalgesia induzida por dipirona (Dip; 360 mg/kg, s.c.) ou paracetamol (Par; 

360 mg/kg, s.c.) (Graf. 21 A e B). 

De forma semelhante a observada para o efeito anti-hiperalgésico induzido pela 

administração tardia de CX, também não foram observados efeitos da CTB sobre a anti-

hiperalgesia causada pelo inibidor seletivo de COX 1 (SC560; 5 mg/kg, s.c.) ou pela 

indometacina (Indo; 4 mg/kg, s.c.) (Graf. 22 A e B). 
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Gráfico 20. Prevenção total da hipoalgesia causada por SC236 após administração 

intraplantar de citocalasina B. O inserto mostra o efeito no gráfico de área sob a curva. A 

CTB (CTB; 1µg) foi administrada intraplantarmente ½ h antes da injeção subcutânea de 

SC236 (12 mg/kg). A carragenina (CG, 250 µg) foi injetada por via intraplantar ½ h após o 

SC236. A pata contralateral recebeu apenas veículo. Veic: salina. **: diferente de Veic-

SC236; #: maior que zero (N=5. P < 0,05). 
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Gráfico 21. Ausência de efeito da citocalasina B (CTB; 1µg) sobre a hipoalgesia 

causada por dipirona (A) ou paracetamol (B). A CTB foi injetada intraplantarmente ½ h 

antes dos analgésicos. A dipirona (Dip; 360 mg/kg) ou paracetamol (Par; 360 mg/kg) foram 

administrados por via subcutânea ½ h antes da carragenina (CG; 250 µg, i.pl.). Veic: 

solução salina. *: diferente de Veic-CG; #: maior que zero (N= 5; P < 0,05). 
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Gráfico 22. Ausência de efeito da citocalasina B (CTB; 1µg) sobre a anti-hiperalgesia 

causada por SC560 (A) ou indometacina (B). O inserto mostra o efeito no gráfico de área 

sob a curva. A CTB foi injetada intraplantarmente ½ h antes dos analgésicos. A 

indometacina (Indo; 4 mg/kg) ou SC560 (5 mg/kg) foram administrados por via subcutânea 

½ h antes da carragenina (CG; 250 µg, i.pl.). Veic: solução salina-etanol-tuin 80. *: 

diferente de Veic-CG (N= 4-5; P < 0,05). 
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15. EXCLUSÃO DO COMPONENTE CENTRAL DO EFEITO HIPOALGÉSI CO 

DO CELECOXIBE 

Para se investigar a participação de receptores opióides periféricos como componente 

da resposta hipoalgésica induzida sistemicamente pelo CX ou pela MORF, utilizou-se um 

antagonista opióide que não atravessa a barreira hemato-encefálica (Ramabadran et al., 

1982), a naloxona metiodida (NLXm). Com base em curvas dose-efeito descritas em 

literatura (Kayser et al., 1995; Labuz et al., 2007), a NLXm foi administrada por via 

intraplantar, nas doses de 10 ou 50 µg, ½ h antes da MORF (Gráf. 23) ou CX (Gráf 24). 

Desta forma, semelhante à resposta observada com a CTB, após a NLXm se observou a 

prevenção parcial do efeito hipoalgésico induzido pela MORF (Gráf. 23). Mesmo a dose 

maior utilizada não foi eficaz em prevenir completamente o efeito hipoalgésico induzido 

pela MORF. Contrastantemente, na mesma dose, a NLXm preveniu totalmente o efeito 

hipoalgésico induzido pelo pré-tratamento com CX (Gráf. 24 A). Interessantemente, o 

efeito anti-hiperalgésico induzido pela administração tardia de CX (1 h após a CG) não foi 

modificado pela administração prévia de NLXm (Gráf. 24 B). 
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Gráfico 23: Prevenção parcial do efeito analgésico induzido pela morfina após 

administração intraplantar de naloxona metiodida, um antagonista de receptores 

opióides o qual não atravessa a barreira hemato-encefálica. A naloxona metiodida 

(NLXm; 50 µg/100 µl) foi administrada intraplantarmente ½ h antes da injeção subcutânea 

de morfina (MORF; 2mg/kg). Em todos os grupos a carragenina (CG; 250 µg) foi injetada 

por via intraplantar ½ h após a morfina. A pata contralateral recebeu apenas veículo. Veic: 

solução salina. Veic: solução salina. *: diferente de Veic-Veic-CG **: diferente de Veic-

MORF-CG; #: hipoalgesia, maior que a resposta basal (N= 5-6; P < 0,05). 
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Gráfico 24. Efeito da administração intraplantar de naloxona metiodida (NLXm; 50 

µg) sobre a hipoalgesia (A) ou sobre a anti-hiperalgesia (B) induzidas pelo celecoxibe 

(CX; 12 mg/kg). Em A: A NLXm foi administrada ½ h antes da injeção subcutânea de CX 

e 1 h antes da carragenina (CG; 250 µg). Em B: A NLXm foi administrada 1 h antes da CG 

e o CX foi administrado 1 h após a CG. Veic: solução salina. **: diferente de Veic-CX-CG; 

#: maior que zero (N= 5 ou 7; P < 0,05). 
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16. AVALIAÇÃO DA PARTICIPAÇÃO DE β-ENDORFINA NA RESPOSTA 

HIPOALGÉSICA INDUZIDA SISTEMICAMENTE POR CELECOXIBE  

Baseados em estudos de participação de queratinócitos na resposta antinociceptiva 

periférica (Ibrahim et al., 2005), procurou-se avaliar também a participação destas células 

na hipoalgesia induzida por CX. Para isso, foram realizados cortes histológicos de tecido 

plantar excisado do sítio de administração do estímulo hiperalgésico. Tais tecidos, após 

processamento, foram cortados e corados pela a técnica de imuno-histoquímica. Desta 

forma, foi possível a avaliação de duas variáveis: percentual da área imunomarcada para a 

β-endorfina em relação à área total do epitélio selecionado e; densidade óptica da área 

marcada. Os dados obtidos permitiram a quantificação aproximada deste opióide 

sintetizado endogenamente nos queratinócitos (Ibrahin et al. 2005). A densidade óptica da 

área imunomarcada não mostrou diferenças significativas entre todos os grupos 

experimentais analisados (dados não exibidos), tornando a variável de percentual de área 

marcada proporcional à concentração de β-endorfina no citoplasma de queratinócitos da 

região avaliada. 

Assim sendo, foram realizados inicialmente experimentos de avaliação da β-

endorfina no epitélio da pele das patas após administrações locais de salina, PGE2 ou CG. 

Desta forma, foi observado que a administração local de salina não alterou 

significativamente o percentual da área imunomarcada para β-endorfina em relação ao 

controle não tratado (naive) (Gráf. 25). Entretanto, um aumento dose-dependente da 

imunomarcação para β-endorfina foi detectado após administração local de CG (Gráf. 25).  

O intenso aumento da área imunomarcada para β-endorfina foi e observado a partir 

de 30 min após a administração da CG e tal aumento manteve-se elevado até a terceira 
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hora. A partir da quarta hora, observou-se a redução da área marcada para β-endorfina 

(Gráf. 26 A), quando também foi observado o declínio da resposta hiperalgésica nos 

animais tratados com CG (Gráf. 26 B). 

A administração de PGE2 também induziu um aumento agudo da imunomarcação 

para β-endorfina no tempo 1 hora (Gráf. 26 A), porém, foi observada uma redução 

significativa desta marcação menos tardia, nos tempos entre 2 e 4 h, correspondendo ao 

tempo de redução da hiperalgesia neste modelo (Gráf. 26 B). 
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Gráfico 25. Aumento dose-dependente da área marcada para β-endorfina no epitélio 

da pele circunvizinha ao sítio de administração de carragenina. Tempo avaliado: 1 hora 

após administração de carragenina. Sal: salina; CG: carragenina; 100, 250 ou 500 µg, i.pl. 

*: diferente de Sal (N= 6-7; P < 0,05). 
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Gráfico 26. Aumento da área marcada para β-endorfina no epitélio da pele 

circunvizinha ao sítio de administração de prostaglandina E2 (PGE2; 2 µg, i.pl.) ou 

carragenina (CG; 250 µg, i.pl.) (A) e efeito de redução concomitante da hiperalgesia 

(B), ao longo do tempo (1, 2, 3 e 4 h). Veic: salina.*: diferente de Sal; **: diferente entre 

os tempos de PGE2; ***: diferente entre os tempos de CG (N= 7-9; P < 0,05). 
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Interessantemente, tanto nas amostras de epitélio de ratos pré-tratados com CX (12 

mg/kg, s.c.), quanto naquelas de ratos tratados com CTB e CX, não foi observado o 

aumento da área marcada para β-endorfina, 1 h após administração de CG (Gráf. 27 A). A 

redução da área marcada no epitélio de ratos pré-tratados com CX relacionou-se com a 

elevação do limiar nociceptivo no teste de algesímetro de pressão (Gráf 27 B), sugerindo a 

liberação dos estoques celulares do opióide nos ratos tratados com CX. Entretanto, esta 

relação não foi observada em animais tratados com CTB e CX, os quais se mostraram 

hiperalgésicos no tempo 1 h, sugerindo que a CTB não impede a liberação da β-endorfina, 

mas sim seu efeito. 
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Gráfico 27. Relação entre o aumento da área imunomarcada para β-endorfina no 

epitélio da pata (A) e o efeito hipoalgésico (B) induzido pela administração sistêmica 

de celecoxibe (CX; 12 mg/kg, s.c.). A CTB foi administrada, por via i.pl., ½ h antes do 

CX. Os ratos receberam carragenina (Cg, 250 µg, i.pl.) ½ h após o CX. Em A: percentual 

da área total do epitélio da pele da pata marcada pela técnica de imuno-histoquímica. Em B: 

efeito dos mesmos grupos experimentais de A, sobre o limiar nociceptivo. Veic: DMSO < 

1%; Sal: salina; *: diferente de Veic; #: maior que zero, isto é; hipoalgesia (N= 5-8; P < 

0,05). 
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A figura 2 abaixo mostra a diferença da marcação (castanha) para β-endorfina nos 

cortes histológicos dos diferentes grupos experimentais e o padrão de distribuirão da 

marcação ao longo dos estratos epiteliais. As amostras retiradas de ratos não tratados 

(naive) ou tratados com salina mostraram área marcada de aproximadamente 10% do 

epitélio. A administração de CG causou aumento da marcação (em torno de 30% do 

epitélio). Os animais pré-tratados com CX mostraram marcação em menos de 10% do 

epitélio. 

 

Figura 2. Aspecto da marcação imuno-histoquímica para β-endorfina no tecido 

excisado da região plantar de ratos. Tempo: 1h. C: controle carragenina sem anticorpo 

primário, N: animais não tratados (naive); Veic: salina (100 µl, i.pl.); CG: carragenina (250 

µg, i.pl.); CX-CG: celecoxibe (12 mg/kg, s.c.) + carragenina (250 µg, i.pl.); CTB-CX: 

citocalasina B (1 µg, i.pl.) + celecoxibe (12 mg/kg, s.c.) e carragenina (250 µg, i.pl.) 
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RESULTADOS PARTE II 

 

Avaliação do efeito analgésico decorrente da administração intraplantar de diferentes 

fármacos 
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Avaliação do efeito decorrente da administração intraplantar de celecoxibe, β-

endorfina ou agonistas canabinóides 

Os resultados obtidos até o momento sugerem uma participação exclusivamente 

periférica de opióides na hipoalgesia causada por CX e uma participação aditiva dos efeitos 

periférico e central na hipoalgesia causada pela MORF. Assim, nos experimentos 

subseqüentes, foram usadas administrações periféricas e doses pequenas dos compostos 

analgésicos, na tentativa de estudar apenas os efeitos locais. 

Desta forma, nos experimentos a seguir, procurou-se responder às perguntas de 

como o CX induz a liberação de β-endorfina na periferia do sítio inflamatório e como o 

citoesqueleto está implicado no efeito deste opióide no mesmo sítio. 

 

17. HIPOALGESIA INDUZIDA PELA ADMINISTRAÇÃO PERIFÉRICA DE 

DIFERENTES COMPOSTOS ANALGÉSICOS 

17.1. Curva dose-efeito de celecoxibe e OSU03012 sobre a hiperalgesia 

induzida por carragenina 

As diferentes doses de CX (30, 100 e 300 µg) administradas por via intraplantar, 5 

min antes da CG, causaram elevação do limiar nociceptivo acima dos valores basais de 

forma dose-dependente, sendo que, a maior dose usada (300 µg) induziu pico de ação em ½ 

h e duração de 3 h (Gráf. 28 A). Da mesma forma, o OSU03012, um análogo do CX 

desprovido de ação sobre COX-2, também causou elevação no limiar nociceptivo de forma 

dose-dependente (Gráf. 28 B). 
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Gráfico 28. Efeito hipoalgésico dose-dependente unilateral causado pela 

administração intraplantar de celecoxibe (A) ou OSU03012 (B). O celecoxibe (CX; 30, 

100 e 300 µg) ou OSU03012 (OSU; 10, 30 e 100 µg) foram administrados 

intraplantarmente 5 min antes da carragenina (CG; 250 µg, i.pl.). Veic: salina. *: diferente 

de Veic-CG; #: maior que zero (N= 5-8; P < 0,05). 
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17.2. Curva dose-efeito do agonista opióide β-endorfina sobre a resposta 

hiperalgésica causada pela carragenina 

Com base nos resultados anteriores de dependência do sistema opióide endógeno 

periférico para ocorrência da hipoalgesia causada por CX, procurou-se verificar o efeito 

causado pela administração direta de β-endorfina na pata de ratos. Com isso, a 

administração intraplantar deste opióide 5 min antes da administração de CG, causou efeito 

semelhante ao CX, elevando o limiar de deflagração da resposta nociceptiva acima dos 

valores basais apenas na pata inflamada (Gráf. 29). Entretanto, na dose mais alta usada (2 

µg), o pico de efeito após a administração de β-endorfina foi observado aos 15 min e a 

hipoalgesia teve menor duração (até 2 h) do que após o CX (até 3 h). Seguindo o modelo de 

indução de hipoalgesia sistêmica, a administração intraplantar isolada de CX não causou 

efeito sobre a resposta nociceptiva, enquanto a β-endorfina causou aumento do limiar de 

deflagração da resposta nociceptiva na pata injetada (Gráf. 30). 
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Gráfico 29. Efeito hipoalgésico dose-dependente unilateral causado pela 

administração intraplantar β-endorfina no modelo de hiperalgesia induzida por 

carragenina (CG; 250 µg). A β-endorfina (β-end; 0,05; 0,5 ou 2 µg) foi administrada 

intraplantarmente 5 min antes da CG. Veic: DMSO < 1%. *: diferente de Veic-CG; #: 

maior que zero (N= 6; P < 0,05). 
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Gráfico 30. Efeito hipoalgésico unilateral causado pela administração intraplantar de 

β-endorfina (β-end; 0,5 e 2 µg, i.pl.) e ausência de efeito do celecoxibe (CX; 300 µg, 

i.pl.) em pata não inflamadas de ratos. O CX e a β-end foram administrados na pata 

direita enquanto a pata esquerda recebeu veículo no mesmo volume. Veic: DMSO < 1%. x: 

diferente de Veic, #: maior que zero (N= 4-6; P < 0,05). 
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17.3. Curva dose-efeito de agonistas canabinóides sobre a resposta 

hiperalgésica causada pela carragenina 

Como vários estudos anteriores evidenciaram a relação entre os sistemas opióide e 

canabinóide endógeno (Guindon et al., 2006a; 2006b; Ibrahim et al., 2005), nesta fase do 

estudo, procurou-se avaliar também o efeito de agonistas canabinóides sobre a resposta 

nociceptiva. Desta forma, agonistas de receptores canabinóides do tipo CB1 (ACEA) ou do 

tipo CB2 (JWH015) foram testados no modelo estudado e mostraram efeito similar ao 

observado após administração de CX ou β-endorfina, porém, com pico de ação entre 15 e 

30 min e término de efeito hipoalgésico entre 1 e 2 h (Gráf. 31 A e B). 

Entretanto, para a ocorrência de efeito hipoalgésico, a dose necessária de ACEA (60 

µg) foi maior que a dose de JHW015 (33 µg). Na comparação de doses similares (30 ou 33 

µg) o JWH mostrou-se mais eficaz em causar analgesia. 
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Gráfico 31. Hipoalgesia dose-dependente decorrente da administração intraplantar de 

agonistas de receptores canabinóide tipo CB1 (A) ou CB2 (B). Os agonistas canabinóides 

foram administrados 5 min antes da carragenina (CG; 250 µg, i.pl.). ACEA: 30 e 60 µg, 

i.pl.; µg, i.pl.; JWH: JWH015; 3,3 e 33 µg, i.pl. Veic: DMSO < 1%. *: diferente de Veic-

CG, #: maior que zero (N= 5-6; P < 0,05). 
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17.4. Comparação entre o efeito hipoalgésico induzido por celecoxibe, 

agonista opióide e canabinóide tipo CB2 

Comparando os efeitos induzidos pela administração intraplantar da maior dose 

estudada para o agonista opióide (β-endorfina), o agonista CB2 (JWH015) e o coxibe 

(celecoxibe) foram obtidos picos de ação em 15, 30 e 60 min, respectivamente (Gráf. 32). 

Entretanto, também foi observado efeito hipoalgésico mais duradouro após administração 

de celecoxibe (até 3 h) quando comparado à hipoalgesia induzida por β-endorfina (até 2 h) 

ou JWH015 (até 1 h). 
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Gráfico 32. Comparação entre o efeito hipoalgésico causado pela administração 

intraplantar de agonistas de receptores opióides (β-endorfina; 2 µg), canabinóide tipo 

CB1 (JWH015; 33 µg) e celecoxibe (CX; 300 µg). Os analgésicos foram administrados 5 

min antes da carragenina (CG; 250 µg, i.pl.). Veic: DMSO < 1%. *: diferente de Veic-CG, 

#: maior que zero (N= 5; P < 0,05). 
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18. EFEITO LOCAL DE CELECOXIBE 

Para exclusão de efeito sistêmico, o CX (300 µg) foi injetado na pata contralateral e 

não mostrou efeito algum sobre a hiperalgesia induzida pela CG (Gráf. 33), mostrando que 

nesta via de administração causa apenas efeitos locais. 
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Gráfico 33. Ausência de efeito da administração de celecoxibe (CX; 300 µg) na pata 

esquerda (PE) não inflamada, sobre a resposta hiperalgésica da carragenina (CG; 250 

µg, i.pl.). Veic: salina. **: diferente de CX(PD)-CG, #: maior que zero (N= 4-6; P < 0,05). 

 

19. EFEITO DA CITOCALASINA B SOBRE A HIPOALGESIA INDUZI DA 

PERIFERICAMENTE POR DIVERSOS COMPOSTOS 

A administração periférica de CTB (1 µg, i.pl.), ½ h antes, preveniu totalmente o 

efeito hipoalgésico induzido por administrações intraplantares de CX e de seu análogo 

OSU03012 (Graf. 34 A e B). 
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Gráfico 34. Prevenção total da hipoalgesia causada pela administração intraplantar 

de celecoxibe (CX; 100 µg, i.pl.) ou OSU03012 (OSU; 100 µg, i.pl.) após administração 

de citocalasina B. CTB: citocalasina B, 1 µg, i.pl.; CG: carragenina, 250 µg, i.pl.; Veic: 

salina.*: diferente de Veic-GC; **: diferente de CX-CG; #: maior que zero (N=5; P < 0,05). 
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De forma similar, a CTB inibiu os efeitos de β-endorfina e JHW015 (Gráf. 35 A e 

B), porém, não causou efeito algum sobre a hipoalgesia induzida por ACEA, o agonista de 

receptores CB1 (Gráf. 36). 
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Gráfico 35. Prevenção total da hipoalgesia causada pela administração intraplantar 

de ββββ-endorfina (ββββ-end; 2 µg) ou JWH015 (JWH; 33 µg) após administração de 

citocalasina B (CTB; 1 µg, i.pl.). A CTB foi administrada ½ h antes do JWH ou β-end. 

Todos os animais receberam carragenina (CG; 250 µg, i.pl.) 5 min após os compostos 

analgésicos. Veic: DMSO < 1 %. ** : diferente de β-end-CG ou JWH-CG; #: maior que zero 

(N= 6; P < 0,05). 
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Gráfico 36. Ausência de efeito da administração local de citocalasina B (CTB, 1 µg) 

sobre a hipoalgesia causada pela administração intraplantar de ACEA (60 µg, i.pl.). A 

CTB foi administrada ½ h antes do ACEA. Todos os animais receberam carragenina (CG; 

250 µg, i.pl.) 5 min após o ACEA. Veic: DMSO < 1%. * : diferente de Veic-CG; #: maior 

que zero (N= 5; P < 0,05). 
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20. EFEITO DE ANTAGONISTAS DE RECEPTORES OPIÓIDES OU 

CANABINÓIDE SOBRE A HIPOALGESIA INDUZIDA PERIFERICA MENTE  

Com base em experimentos de curva dose-efeito realizados anteriormente no 

laboratório de inflamação e dor (Sabino et al., 2008), a naltrexona, um antagonista de 

receptores opióides, foi administrada, por via intraplantar, na dose (50 µg) de maior eficácia 

em prevenir o efeito hipoalgésico da morfina. Baseados em experimento piloto e em relatos 

da literatura (Gutierrez et al., 2007), a dose de 50 µg de SR144528 foi escolhida como 

padrão de antagonista de receptor canabinóide tipo 2. 

Os Gráficos 37 a 41 mostram que o pré-tratamento com a naltrexona (NTX; 50 µg, 

i.pl.) preveniu totalmente a indução de hipoalgesia causada pela administração intraplantar 

de CX, OSU, β-endorfina e JWH, porém, causou inibição parcial do efeito analgésico 

induzido por ACEA. 

De forma diferente, os mesmos gráficos (37 a 41) mostram que o SR144528 (SR; 

50 µg, i.pl.), preveniu totalmente o efeito do JWH, entretanto, causou uma inibição parcial 

sobre a hipoalgesia induzida por CX, OSU03012 ou ACEA e ainda, não teve efeito algum 

sobre a hipoalgesia da β-endorfina. 
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Gráfico 37. Prevenção da hipoalgesia induzida por celecoxibe (CX; 300 µg/50 µl) de 

maneira total pelo antagonismo de receptores opióides e parcial pelo antagonismo do 

receptor canabinóide tipo CB2. A naltrexona (NTX; 50 µg/50 µl) ou SR144528 (SR; 50 

µg/50 µl) foram administrados, por via intraplantar, ½ hora antes do CX. A carragenina 

(CG; 250 µg/100 µl) foi injetada 5 min após o CX. Veic: salina. *: diferente de Veic-CG; ** : 

diferente de CX-CG; #: maior que zero (N= 5-7; P < 0,05). 
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Gráfico 38. Prevenção total da hipoalgesia induzida por OSU03012 (OSU; 100 µg, 

i.pl.) pelo antagonismo de receptores opióides e canabinóides tipo 2 (CB2). A 

naltrexona (NTX; 50 µg/50 µl) ou SR144528 (SR; 50 µg/50 µl) foram administrados, por 

via intraplantar, ½ hora antes do OSU. A carragenina (CG; 250 µg/100 µl) foi injetada 5 

min após o OSU. Veic: salina. * : diferente de Veic-CG; ** : diferente de OSU-CG; #: maior 

que zero (N= 5; P < 0,05). 
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Gráfico 39. Prevenção total da hipoalgesia induzida por β-endorfina (β-end; 2 µg/50 

µl) pelo antagonismo de receptores opióides e ausência de efeito do antagonista de 

receptor CB2 sobre este efeito. A naltrexona (NTX; 50 µg/50 µl) ou SR144528 (SR; 50 

µg/50 µl) foram administrados, por via intraplantar, ½ hora antes da β-end. A carragenina 

(CG; 250 µg/100 µl) foi injetada 5 min após a β-end. Veic: salina. *: diferente de Veic-CG; 

** : diferente de β-end-CG; #: maior que zero (N= 5; P < 0,05). 
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Gráfico 40. Prevenção total da hipoalgesia induzida por JWH015 (JWH; 33 µg/50 µl) 

após antagonismo de receptores opióides e de receptor CB2. A naltrexona (NTX; 50 

µg/50 µl) ou SR144528 (SR; 50 µg/50 µl) foram administrados, por via intraplantar, ½ 

hora antes do JWH. A carragenina (CG; 250 µg/100 µl) foi injetada 5 min após o JWH. 

Veic: DMSO < 1%. ** : diferente de Veic-JWH-CG; #: maior que zero (N= 5; P < 0,05). 
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Gráfico 41. Efeito parcial de antagonistas de receptores opióides e de receptor CB2 

sobre a hipoalgesia induzida por ACEA (60 µg, i.pl.). A naltrexona (NTX; 50 µg/50 µl) 

ou SR144528 (SR; 50 µg/50 µl) foram administrados, por via intraplantar, ½ hora antes do 

ACEA. A carragenina (CG; 250 µg/100 µl) foi injetada 5 min após o ACEA. Veic: DMSO 

< 1%. ** : diferente de hipoalgesia #: maior que zero (N= 5; P < 0,05). 
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21. PARTICIPAÇÃO DA β-ENDORFINA NA RESPOSTA HIPOALGÉSICA 

INDUZIDA PERIFERICAMENTE  

Nesta etapa do estudo, foram realizados novos experimentos de marcação inumo-

histoquímica para β-endorfina no epitélio da pele circunvizinha ao sítio inflamatório. Como 

no ensaio descrito anteriormente, nos grupos pré-tratados com veículo e estimulados com 

CG, foi observado um aumento drástico da imunomarcação para β-endorfina e, neste 

ensaio, uma redução desta área marcada para β-endorfina foi observada nos animais pré-

tratados, por via intraplantar, com CX ou JWH entre os tempos ½ e 2 h (Gráf. 42 A, 43 e 

46). 

Interessantemente, o efeito de redução da marcação para β-endorfina causada pelo 

CX foi prevenido pelo antagonista de receptores CB2 (SR144528; 50 µg) (Gráf. 42 A e 43) 

nos mesmos tempos (½ e 1 h) em que esta dose de antagonista CB2.foi eficiente em 

prevenir o efeito hipoalgésico do CX (Gráf. 42 B e 44). Sendo assim, o efeito dos 

tratamentos sobre a marcação de β-endorfina foi comparada aos efeitos sobre a nocicepção 

(nos mesmos tempos) e foram descritas separadamente nos itens seguintes: 
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21.1. Avaliação da imunomarcação para β-endorfina no tempo meia hora 

após carragenina 

No tempo ½ h, ocorreu aumento da imunomarcação para de β-endorfina no epitélio 

da pele da pata dos animais que receberam apenas veículo antes do estímulo hiperalgésico 

com CG. Entretanto, nos ratos pré-tratados com CX ou JWH não foi observado tal aumento 

da área marcada. Interessantemente, nos animais tratados com CX, aos quais se administrou 

o antagonista CB2 (SR), foi observado o aumento da imunomarcação para β-endorfina 

semelhante aos controles CG. 

No mesmo tempo, ao teste do algesímetro, foi observada redução do limiar 

nociceptivo (hiperalgesia) nos grupos de animais em cujas amostras se detectou aumento da 

marcação para β-endorfina e elevação do limiar nociceptivo (hipoalgesia) nos animais cujas 

amostras não mostraram tal aumento de marcação. 

Logo, pode-se notar que, nestes grupos experimentais, o aumento da marcação para 

β-endorfina relacionou-se inversamente com a ocorrência de hipoalgesia, isto é, os animais 

pré-tratados apenas com veículo (Veic-Sal-CG) ou com SR e CX (SR-CX-CG) mostraram 

aumento da área marcada para β-endorfina e redução do limiar nociceptivo (hiperalgesia). 

Inversamente, os animais tratados com CX ou JWH antes da CG, mostraram redução da 

área marcada para β-endorfina e elevação do limiar nociceptivo (hipoalgesia) (Gráf. 42 A e 

B). 

 

 

 



 108

0

10

20

30

40

*

Veic-Sal-CG
Veic-Sal-Sal

Veic-CX-CG
Veic-JWH-CG
SR-CX-CG

*

××××

××××

A

**

ββ ββ-
en

do
rf

in
a

%
 á

re
a 

m
ar

ca
da

 

-120

-90

-60

-30

0

30

60

90

120
Veic-Sal-Sal
Veic-Sal-CG
Veic-CX-CG

SR-CX-CG
Veic-JWH-CG

#

#

×××× ××××

B

∆∆ ∆∆
 li

m
ia

r 
no

ci
ce

pt
iv

o 
(g

)

 

Gráfico 42. Evidência da liberação de β-endorfina no epitélio da pele da pata de ratos 

no tempo 30 minutos após administração de carragenina (CG; 250 µg, i.pl.). Em A: 

redução da área imunomarcada para β-endorfina no epitélio da pata de ratos pré-tratados 

com celecoxibe (CX; 300 µg, i.pl.) ou JWH015 (JWH; 33 µg, i.pl.) e reversão deste efeito 

após pré-tratamento com antagonista de receptores CB2 (SR144528; 50 µg, i.pl.). Em B: 

elevação do limiar nociceptivo nos animais pré-tratados com celecoxibe (CX; 300 µg, i.pl.) 

ou JWH015 (JWH; 33 µg, i.pl.) e reversão deste efeito após pré-tratamento com SR144528 

no modelo de hiperalgesia induzida por CG. x: diferente de Sal; *: diferente de Veic-CG; 

**: diferente de CX-CG; #: maior que zero (N= 7; P < 0,05). 
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21.2. Avaliação da imunomarcação para β-endorfina no tempo uma hora 

após a carragenina 

No tempo 1 h, também foi observada a mesma relação entre redução da marcação 

para β-endorfina e elevação do limiar nociceptivo (Gráf. 43 e 44), isto é, o pré-tratamento 

com CX ou JWH (Veic-CX-CG) causou redução da imunomarcação para β-endorfina 

quando comparado aos animais pré-tratados com veículo (Veic-Veic-CG) (Gráf. 43) e 

elevação do limiar nociceptivo (Gráf. 44). 

Assim, para se esclarecer se esta redução de β-endorfina devia-se à redução da 

síntese ou à liberação do opióide endógeno para o interstício, o tecido plantar dos ratos 

tratados pelos diferentes protocolos experimentais foi excisado e incubado por 1 h em uma 

solução nutridora (HBSS) e um ensaio imuno-enzimático (ELISA) foi realizado para 

detecção da β-endorfina no sobrenadante desta solução. O ELISA demonstrou o aumento 

da síntese de β-endorfina nos tecidos totais da pata (macerado de tecidos plantares) em 

todos os grupos tratados com CG em relação ao grupo controle tratados apenas com salina 

(Gráf. 45). 
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Gráfico 43. Redução da área marcada imuno-histoquímicamente para β-endorfina 

após administração de carragenina, em animais controle ou pré-tratados com 

celecoxibe (CX; 300 µg) ou JWH015 (JWH; 33 µg). A reversão deste efeito pelo 

antagonista de receptores CB2 (SR144528, 10 µg) também foi mostrada. Os ratos 

receberam salina ou carragenina (CG; 250 µg, i.pl.) 5 min após a administração de sal, CX 

ou JWH. O SR foi administrado 30 min antes da CG. x: diferente de Sal; *: diferente de 

Veic-Sal-CG (N= 7-9; P < 0,05). 
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Gráfico 44. Elevação do limiar nociceptivo nos animais tratados, por via intraplantar, 

com celecoxibe (CX; 300 µg) ou JWH015 (JWH; 33 µg) e reversão total deste efeito 

após pré-tratamento com antagonista de receptores CB2 (SR144528; 50 µg, i.pl.). Os 

ratos receberam salina ou carragenina (CG; 250 µg, i.pl.), 5 min após a administração de 

veículo, CX ou JWH. O SR foi administrado 30 min antes da CG. x: diferente de Sal; #: 

maior que zero (N= 7; P < 0,05). 
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Gráfico 45. Aumento da síntese de β-endorfina nos tecidos plantares de ratos tratados 

com carragenina (CG; 250 µg, i.pl.). A concentração de β-endorfina foi determinada na 

solução nutridora na qual o tecido plantar dos ratos tratados foi incubado por 1 h e depois 

macerado. Para detecção, foi utilizado Kit imuno-enzimático (ELISA) comercial para β-

endorfina. x: diferente de Veic-Sal-Sal (N= 6-8; P < 0,05). 

 

21.3. Avaliação da imunomarcação para β-endorfina no tempo duas hora 

após a carragenina 

No tempo 2 h, ainda foi observado aumento da área marcada para β-endorfina nas 

amostras extraídas de ratos tratados intraplantarmente com veiculo e CG, apesar disto, este 

efeito se mostrou de menor amplitude quando comparado aos tempos anteriormente 

descritos. Como nos tempos 30 e 60 min, foi observada uma redução da área marcada em 

ratos pré-tratados com CX ou JWH. Entretanto, neste tempo, de forma diferente, foi 

observada uma redução significativa de β-endorfina nos ratos pré-tratados também com SR 

e CX, fato que foi relacionado a uma elevação no limiar nociceptivo destes animais no 

tempo correspondente no teste do algesímetro de pressão (Gráf. 46 e 47). 
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Gráfico 46. Redução da área imunomarcada para β-endorfina após a administração 

de carragenina, em animais controle (Veic-Sal-CG) ou pré-tratados com celecoxibe 

(CX; 300 µg) ou JWH015 (JWH; 33 µg). Tempo: 120 min. Salienta-se que o antagonista 

canabinóide, SR144528 (SR; 50 µg), não afetou a redução da imunomarcação causada pelo 

celecoxibe neste tempo. x: diferente de Sal; *: diferente de Vei-Sal-CG (N= 7-9; P < 0,05). 
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Gráfico 47. Elevação do limiar nociceptivo nos animais tratados, por via intraplantar, 

com celecoxibe (CX; 300 µg) ou JWH015 (JWH; 33 µg) e efeito anti-hiperalgésico em 

ratos pré-tratados com antagonista de receptores CB2 (SR144528; 50 µg, i.pl.). Os 

animais dos grupos experimentais receberam carragenina (CG; 250 µg, i.pl.), 5 min após o 

CX ou JWH. O SR foi administrado 30 min antes da CG. Sal: salina. *: diferente de Sal-

CG; #: maior que zero (N=7; P < 0,05). 
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RESULTADOS PARTE III 

 

Efeito hipoalgésico de um análogo do celecoxibe (araquidonoil-celecoxibe) 

desenvolvido na Faculdade de Farmácia da UFMG 
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22. EFEITOS DO ARAQUIDONOIL-CELECOXIBE  

22.1. Efeito da administração intraplantar de araquidonoil-celecoxibe sobre a 

hiperalgesia induzida pela carragenina em pata de ratos 

O araquidonoil-celecoxibe (AACX), administrado intraplantarmente, induziu 

hipoalgesia unilateral de maneira dose-dependente, apresentando efeito máximo entre 15 a 

30 min após a injeção da CG, sendo que sua ação analgésica total foi maior que 3 horas 

(Gráf. 48). 
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Gráfico 48. Efeito hipoalgésico induzido pela administração intraplantar de 

araquidonoil-celecoxibe (AACX; 50; 80; 100 e 300 µg), no modelo de hiperalgesia 

causado por carragenina (CG; 250 µg) em pata de ratos. O AACX foi injetado 

intraplantarmente 5 min antes da CG. As patas contralaterais receberam veículo no mesmo 

volume. *: diferente de Veic-CG; #: maior que zero (N= 6; P < 0,05). 
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22.2. Comparação entre o efeito hipoalgésico induzido pela administração 

periférica de celecoxibe e do araquidonoil-celecoxibe 

Quando comparado ao CX, o AACX apresentou pico de ação mais rápido, 

atingindo seu efeito máximo 15 minutos após a injeção da carragenina, enquanto a 

hipoalgesia induzida pelo CX atinge seu ápice apenas no tempo 1 h (Gráf 49), mas seu 

efeito analgésico total perdura até 4 h. 
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Gráfico 49. Comparação entre o efeito hipoalgésico induzido por injeções 

intraplantares de celecoxibe (CX; 300 µg) e araquidonoil-celecoxibe (AACX; 300 µg). 

O CX ou AACX foram administrados 5 min antes da carragenina (CG: 250 µg). *: 

diferente de Veic-CG; **: diferente de CX-CG; #: maior que zero (N= 5-6; P < 0,05). 
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22.3. Efeito preventivo da citocalasina B, naltrexona ou SR144528 sobre a 

hipoalgesia causada por araquidonoil-celecoxibe 

Como observado para o CX, tanto a CTB quanto a NTX foram capazes de inibir 

totalmente o efeito analgésico causado pela administração intraplantar de AACX (Gráf. 

50). Porém, de forma diferente ao observado para o CX, o qual teve seu efeito parcialmente 

prevenido após a administração do antagonista CB2, o efeito hipoalgésico causado pelo 

AACX foi totalmente prevenido pelo pré-tratamento com o antagonista CB2 (SR144528) 

(Gráf. 50). 
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Gráfico 50. Inibição do efeito hipoalgésico induzido pela administração 

intraplantar de araquidonoil-celecoxibe (AACX; 100 µg/50 µl) após a o tratamento 

com inibidor de microfilamentos (CTB; 1 µg/50 µl), antagonistas opióide (NTX; 50 

µg/50 µl) ou antagonista de receptor canabinóide CB2 (SR; 50 µg/50 µl). Os 

antagonistas foram administrados, por via intraplantar, 30 min antes do AACX, o qual 

por sua vez, foi administrado 5 min antes da carragenina (CG; 250 µg/50 µl). *: 

diferente de Veic-CG; **:diferente de AACX-CG; #: maior que zero (N=5; P < 0,05). 
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22.4. Efeito do araquidonoil-celecoxibe sobre a marcação imuno-

histoquímica para β-endorfina 

Os ensaios de imunomarcação para β-endorfina no epitélio da pele da pata de ratos 

estimulados com CG, mostraram redução drástica do percentual da área marcada após 

administrações intraplantares de AACX. Interessantemente, este efeito foi inibido pelo pré-

tratamento com SR, um inibidor de receptor canabinóide tipo 2 (Gráf. 51)  
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Gráfico 51. Evidência de liberação de β-endorfina pelo epitélio da pele das patas de 

ratos tratados, intraplantarmente, com araquidonoil-celecoxibe (AACX; 100 µg/50 

µl). A reversão deste efeito pelo antagonista de receptor canabinóide CB2 (SR; 50 

µg/50 µl) também é apresentado. O SR foi administrado, por via intraplantar, 30 min 

antes do AACX, o qual por sua vez, foi administrado 5 min antes da carragenina (CG; 250 

µg/50 µl). x: diferente de Veic- Veic; *: diferente de Veic-CG; **: diferente de AACX-CG 

(N= 7; P < 0,05). 
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DISCUSSÃO 

A hiperalgesia aguda em resposta à sensibilização das fibras sensitivas periféricas 

depende principalmente da liberação local de mediadores pró-nociceptivos, os quais atuam 

sobre os nociceptores, ativando canais catiônicos e causando, conseqüentemente, alterações 

eletrofisiológicas nas membranas dos neurônios sensitivos (Hucho & Levine, 2003). Em 

contrapartida, a resposta antinociceptiva endógena depende primordialmente da síntese e 

liberação de opióides e canabinóides, assim como também da síntese, transporte e 

expressão de receptores destes sistemas, fenômenos dependentes de funções do 

citoesqueleto (Stein et al., 1988; Hassan et al., 1993; Mousa et al., 2001; Millan, 2002; 

Zöllner et al., 2003). Sendo assim, considerando-se a participação crucial do sistema 

opióide endógeno na hipoalgesia causada pelo celecoxibe (França et al., 2006), no presente 

estudo, procurou-se investigar os efeitos de inibidores do citoesqueleto sobre os 

mecanismos de indução de hipoalgesia após administração de celecoxibe (CX), um coxibe-

padrão, ou de morfina (MORF), um agonista opióide amplamente estudado. 

Com o intuito de padronizar o modelo de avaliação da resposta nociceptiva e de 

confirmar dados de literatura, inicialmente, foram necessários estudos para avaliação da 

resposta nociceptiva de ratos tratados com diferentes compostos analgésicos, no modelo de 

inflamação periférica causada por carragenina (CG). Tais estudos reproduziram o efeito de 

elevação do limiar de deflagração da resposta nociceptiva acima dos valores basais 

(hipoalgesia) induzido pela administração sistêmica de celecoxibe (Francischi et al., 2002), 

dipirona, paracetamol (Rezende et al., 2008) ou morfina (Ferreira & Nakamura, 1979; 

Duarte & Ferreira, 1992, Yamamoto et al., 1993). Foi observado, também, o efeito de 

retorno do limiar nociceptivo ao nível basal (anti-hiperalgesia) nas patas inflamadas de 
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ratos tratados com indometacina ou SC560 (Winter & Flataker, 1965; Smith et al., 1998; 

França et al., 2006). 

Apesar das semelhanças observadas entre o efeito da administração sistêmica de 

coxibes e opióides, algumas diferenças foram evidentes, como a maior intensidade da 

resposta ao opióide, bem como, o caráter unilateral da resposta aos coxibes (apenas na pata 

inflamada), ao passo que, a morfina produziu resposta bilateral. 

Outra diferença observada foi a ausência de efeito do celecoxibe sobre a resposta 

nociceptiva de ratos não hiperalgésicos. De forma diferente, o efeito analgésico da morfina 

ocorre mesmo em modelos na ausência de estímulo nociceptivo mesmo que em amplitudes 

menores (Stanfa et al., 1992; Stanfa & Dickerson, 1995; Van der Kam et al., 2008). 

Confirmando também relatos anteriores, foram observados resultados de uma maior 

elevação do limiar nociceptivo na pata inflamada em relação à pata não inflamada após o 

tratamento com morfina. Mais recentemente, González-Rodríguez et al. (2010) 

relacionaram este efeito de potencialização do efeito no sítio inflamado à ativação local de 

canais para potássio (GIRK). 

Nos estudos para caracterização do decurso temporal dos efeitos do CX, observou-

se que o celecoxibe induziu hipoalgesia apenas quando os ratos foram tratados até 30 min 

após o estímulo inflamatório com carragenina, enquanto a indução de hipoalgesia em 

animais pós-tratados com morfina foi observada até 2 horas após diferentes estímulos 

hiperalgésicos (Stanfa et al., 1992; Yamamoto et al., 1993). De forma interessante, o efeito 

hipoalgésico foi similar quando o celecoxibe foi administrado antes ou ½ h depois da 

carragenina, fase que envolve a liberação e a ação de diversos mediadores inflamatórios, 

como substância P, histamina e serotonina (DiRosa, 1972; Vinegar et al., 1976 e 1987). 
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Porém, quando o celecoxibe foi administrado durante o efeito máximo de sensibilização 

periférica e de grande expressão de COX-2 e PGE2 (2 h) (Goppelt-Struebe & Beich, 1997; 

Nantel et al.; 1999), apenas um efeito anti-hiperalgésico foi observado. Em concordância, 

quando se utilizou o modelo de hiperalgesia causada por PGE2, em animais pós-tratados 

com celecoxibe não foi observado efeito analgésico algum. Este resultado é intrigante, pois 

o pré-tratamento com celecoxibe ainda foi capaz de causar hipoalgesia quando a PGE2 foi 

utilizada como agente hiperalgésico, porém esta hipoalgesia foi de intensidade menor e 

observada mais tardiamente, apenas nos tempos 2 e 3 horas. Ainda, somando-se a este fato, 

o efeito anti-hiperalgésico causado pela administração tardia de celecoxibe não foi 

observado quando a hiperalgesia foi induzida pela PGE2, o que sugere que tal efeito anti-

hiperalgésico possivelmente deve-se à ação inibitória de celecoxibe sobre a COX-2. 

Com base nestes resultados, sugere-se que a eficiência hipoalgésica do celecoxibe 

pode depender da capacidade adaptativa da resposta periférica, como, por exemplo, da 

abertura da barreira perineural causada pela resposta inflamatória à carragenina, a qual 

poderia possibilitar tanto uma ação direta do celecoxibe em alvos intracelulares (Grösch et 

al., 2006) no neurônio nociceptivo periférico, quanto uma super-regulação e liberação de 

peptídeos opióides por células periféricas e/ou super-expressão de receptores (Stein et al., 

1990; Draisci et al., 1991; Hassan et al., 1993; Ji et al., 1995; Zhou et al., 1998; Mousa et 

al., 2001; Machelska & Stein, 2006) nas membranas neuronais após o estímulo 

hiperalgésico. Ou seja, estes resultados sugerem que a ocorrência do efeito hipoalgésico 

causado pelo celecoxibe pode depender de alterações moleculares induzidas pela resposta 

endógena a um agente lesivo. 
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De posse destes dados iniciais e considerando-se a importante participação do 

citoesqueleto em fenômenos relacionados ao transporte e liberação de mediadores 

envolvidos na resposta nociceptiva (Stanfa et al., 1992; Kayser et al.; 1991; Planas et al., 

1994; Ossipov et al., 1995; Honoré et al., 1996), o celecoxibe e a morfina foram escolhidas 

como drogas-padrão e tiveram seus efeitos comparados em uma nova abordagem 

farmacológica para investigação de envolvimento periférico de componentes do 

citoesqueleto nos mecanismos de indução de hipoalgesia, abordados a seguir. 

Resposta nociceptiva e citoesqueleto 

Neste contexto, procurou-se inicialmente estudar a participação periférica do 

citoesqueleto no efeito hipoalgésico causado pela administração sistêmica de celecoxibe ou 

morfina, utilizando-se para isso, inibidores da função de seus principais componentes: 

microtúbulos, filamentos intermediários e microfilamentos (Lodish et al., 2004; Dillon & 

Goda, 2005). 

Os experimentos assim realizados mostraram, de maneira inédita, que a 

despolimerização periférica de microtúbulos e microfilamentos, mas não de filamentos 

intermediários, afetou a resposta hipoalgésica induzida por coxibes ou morfina. 

Notadamente, a hipoalgesia induzida pela morfina foi afetada apenas na pata em que os 

inibidores do citoesqueleto foram administrados, indicando participação local destes 

componentes neste efeito. 

Apesar de nenhum estudo in vitro ter sido realizado para verificar o sítio exato de 

atuação das drogas modificadoras da função do citoesqueleto, Dina et al. (2003) e França 

(2007) demonstraram a eficiência de drogas também utilizadas neste estudo, em induzir 

disfunção do citoesqueleto em culturas de neurônios do gânglio da raiz dorsal. Estes 
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estudos avaliaram a integridade da estrutura do citoesqueleto através de ensaios de 

eletrofisiologia e imuno-histoquímica confocal. Sustentando também os achados deste 

estudo, foi observado que mais de um inibidor do citoesqueleto mostraram o mesmo efeito 

sobre o limiar de deflagração da resposta nociceptiva e que, para microfilamentos, este 

efeito foi prevenido pela estabilização prévia do mesmo componente. 

Em uma abordagem geral, os resultados observados neste estudo concordam com 

trabalhos anteriores, os quais relataram a interferência de inibidores do citoesqueleto em 

sinais clínicos de dor e também demonstraram que estas drogas podem mediar mudanças 

morfológicas e funcionais em receptores ligados à nocicepção (Aley et al., 2000; Bloch et 

al., 2001; Das et al., 2002; Dina et al., 2003). De acordo também, estão trabalhos que 

demonstraram a ativação de funções do citoesqueleto após a sensibilização de diferentes 

receptores periféricos envolvidos na resposta nociceptiva, quando aplicadas localmente 

(Lopshire & Nicol, 1998; Malik-Hall et al., 2003, Goswami et al., 2004 e 2007). Tais 

relações serão abordadas mais detalhadamente ao decorrer da discussão. 

Resposta nociceptiva e microtúbulos 

Inicialmente, para se verificar seletivamente o envolvimento de microtúbulos na 

resposta hipoalgésica, foram utilizadas duas drogas inibidoras da adição de dímeros de 

tubulina ao sítio de polimerização de microtúbulos, o nocodazol (NDZ) e a colchicina 

(CCC) (Samson et al., 1979; Brinkley, 1997; Terkeltaub, 2008). Assim sendo, nocodazol e 

colchicina afetaram a resposta hipoalgésica observada, prevenindo totalmente o efeito do 

tratamento com celecoxibe e parcialmente o daquele com morfina. Interessantemente, tais 

inibidores potencializaram a hiperalgesia tardia induzida pela carragenina. Resultados 

semelhantes de indução de hiperalgesia após administração de inibidores da polimerização 
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de microtúbulos foram anteriormente relatados (Ahern et al., 1987; Das et al., 2002; Kumar 

et al., 2007), porém, relacionados a doses mais altas e associados à indução de neuropatia. 

A observação do efeito local dos inibidores de microtúbulos sobre a resposta 

hipoalgésica mostrou que estes componentes participaram de forma mais importante 

quando o efeito foi induzido pelo celecoxibe, sugerindo importante componente periférico 

da resposta a este fármaco. Ainda, como a resposta à morfina foi afetada apenas na pata 

injetada com os inibidores de microtúbulos, sugere-se a participação local destes 

componentes. 

Interessantemente, o aumento da duração da hiperalgesia induzida por carragenina 

após ruptura de microtúbulos, especialmente após administração de colchicina, contrasta 

agudamente com o relato anterior de atenuação da hiperalgesia induzida por epinefrina 

(Dina et al., 2003). A epinefrina atua através de receptores β2-adrenérgicos (Aley et al., 

2001), os quais, uma vez ativados desencadeiam cascatas intracelulares de ativação da 

quinase regulada por sinal extracelular (ERK) e das proteína-quinases A (PKA) e C epsilon 

(PKCЄ), cujos efeitos dependem da integridade do citoesqueleto (Khasar et al., 1999b; Aley 

et al., 2000; Dina et al., 2003). Com isso, o aparente contraste de resultados pode ser 

explicado através das diferenças entre vias de ativação intracelulares no modelo de 

hiperalgesia induzida pela carragenina e no modelo de hiperalgesia induzida pela 

epinefrina. A administração local de carragenina leva à estimulação de uma grande 

variedade de receptores, os quais, além de ativar as mesmas cascatas intracelulares que a 

epinefrina, também atuam diretamente sobre a proteína-quinase dependente de GMPc 

(PKG) e canais iônicos e ainda, sinalizam a super-regulação gênica de COX e G-proteínas 

(Khasar et al., 1999; Nantel et al., 1999; Aley et al., 2000; Askari et al., 2008). 
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Apesar destas importantes diferenças de mecanismo de indução de hiperalgesia, a 

explicação para a discrepância entre os resultados obtidos neste estudo e os obtidos por 

Dina et al. (2003) parece envolver principalmente a super-regulação neuronal de opióides e 

de seus referidos receptores induzido pela administração local de carragenina (Mousa et al., 

2001; Guan et al., 2002; Puehler et al., 2004 e 2006), ao passo que, nenhuma evidência da 

ocorrência desta supra-regulação após administrações de epinefrina tenha sido encontrada 

(Khasar et al., 1999b, Satarian et al., 2008). Apesar de a epinefrina não ter sido estudada 

em nosso estudo, reforçam esta hipótese os resultados obtidos de estímulo da síntese de β-

endorfina em queratinócitos após a administração de carragenina, conforme discussão a 

seguir. 

Como explicação para os resultados de aumento da duração do efeito da carragenina 

por inibidores de microtúbulos, não se pode descartar um potencial efeito nociceptivo 

neurotóxico (Kumar et al., 2007) da colchicina sobre os nociceptores. Entretanto, este não 

parece ser a causa da observada extensão do tempo de hiperalgesia, pois, doses maiores 

deste fármaco não foram relacionadas a efeitos degenerativos em fibras sensitivas ou a 

déficit motor ou de sensibilidade ao estímulo mecânico (Csillik et al., 1978; Kingery et al., 

1998). Além disso, o efeito neurotóxico da colchicina parece se limitar a fibras colinérgicas 

(Kumar et al., 2007). 

De forma interessante, injeções perineurais de inibidores de microtúbulos 

mostraram efeitos inibitórios sobre o transporte axonal e a difusão lateral de proteínas na 

membrana neuronal (Berk et al., 1992; Yamamoto & Yaksh; 1993; Archer et al., 1994; 

Kingery et al., 1998). Tais funções celulares são requeridas para o transporte intracelular de 

um grande número de moléculas, inclusive de citocinas, neurotransmissores e receptores 
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metabotrópicos (Okabe & Hirokawa, 1989). Assim, sustentando também nossos achados, 

Colburn & DeLeo (1999) demonstraram que a injeção perineural de colchicina proximal ao 

nervo ciático, bloqueou o transporte axonal rápido da periferia para o SNC e que tal 

transporte não foi crucial para o desenvolvimento da alodínia mecânica. O mesmo estudo 

ainda sugere que a descontinuidade dos sinais transportados da periferia causada pela 

colchicina, provoca a ativação de astrócitos e da micróglia no corno dorsal da medula 

espinhal. A ativação destas células induz a liberação local de mediadores pró-nociceptivos, 

os quais desempenham papel crucial na manutenção do estado hiperalgésico e na 

cronificação de processos nociceptivos agudos (revisado em Svensson & Bordin, 2010). 

Ainda de acordo, Dilley & Bove (2008) relataram um aumento da resposta de fibras C 

sensitivas após injeções perineurais de colchicina. Extrapolando tais resultados para o 

modelo usado no presente estudo, da mesma forma, o transporte axonal rápido da periferia 

para o SNC parece não estar criticamente envolvido no desenvolvimento da hiperalgesia 

mecânica causada pela carragenina. Entretanto, os resultados observados também sugerem 

que o transporte axonal seria crucial para a resposta endógena antinociceptiva, 

possivelmente através da sinalização de supra-regulação, transporte (Mousa et al., 2001; 

Puehler et al., 2004) e a expressão de receptores opióides, especialmente na periferia 

(Planas et al., 1994; Kozak et al., 2002; Guan et al., 2005). Assim, o resultado de 

prolongamento do estado hiperalgésico causado pela carragenina, após a CCC, pode ser 

explicado pela inibição da resposta antinociceptiva periférica, a qual causa a limitação da 

hiperalgesia ou ainda, pela liberação de mediadores pró-nociceptivos pela glia ativada no 

corno dorsal da medula espinhal. 
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Outros resultados interessantemente relacionados aos dados obtidos neste estudo 

foram relatados por Goswami et al. (2004, 2006 e 2007), que demonstraram uma interação 

direta e específica entre microtúbulos e receptores denominados TRPV1 (Transient 

Receptor Potential Vanilloid type 1). O TRPV1 é um canal catiônico não seletivo expresso 

em membranas de neurônios sensitivos primários (Caterina et al., 2000; Davis et al., 2000) 

e desempenha um papel estabelecido na transmissão do sinal nociceptivo, podendo ser 

ativado por uma variedade de estímulos potencialmente nocivos (Caterina et al., 1997 e 

2000; Hwang et al., 2002). Uma vez ativado, o TRPV1 promove a rápida despolimerização 

de microtúbulos no meio intracelular favorecendo a deflagração do potencial nociceptivo, 

evento parcialmente dependente de cálcio (Goswami et al., 2007a, 2007b e 2008). Vários 

estudos subseqüentes da relação entre a ativação de TRPs e a dinâmica de microtúbulos 

levaram à formulação da hipótese de que o TRPV1 estaria envolvido no processo de 

cronificação da dor (Goswami et al., 2009) com a qual, indiretamente, corroboram nossos 

resultados de extensão do estado hiperalgésico induzido por carragenina após ruptura 

farmacológica de microtúbulos. Em suma, estes resultados sugerem uma similaridade de 

efeito entre a ativação de TRPV1 (e conseqüente despolimerização de microtúbulos) e a 

ruptura farmacológica de microtúbulos. Obviamente, apesar desta indicação, estudos mais 

pormenorizados desta relação são necessários para se concluir uma relação direta entre 

estes componentes e a cronificação de estados nociceptivos. 

Resposta nociceptiva e filamentos intermediários 

Subsequentemente, o papel de filamentos intermediários na hipoalgesia foi avaliado 

e, diferentemente do observado para inibidores de microtúbulos, a ausência de efeito do 

desestabilizador de filamentos intermediários (em doses referidas como efetivas por Dina et 
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al., 2003) sobre o limiar de deflagração da resposta nociceptiva de ratos, indicou a ausência 

de efeito deste componente na resposta estudada. Desta forma, os filamentos intermediários 

não parecem estar envolvidos nem no estabelecimento da dor inflamatória (hiperalgesia) 

induzida pela carragenina, nem na hipoalgesia induzida pelo celecoxibe ou pela morfina. 

Este fato pode ser explicado pela função basicamente estrutural relacionada a este 

componente do citoesqueleto (revisado em Herrmann et al., 2009). 

Continuando os estudos dos componentes do citoesqueleto, o envolvimento de 

microfilamentos na resposta hipoalgésica foi avaliado através da administração periférica 

de inibidores da sua polimerização, latrunculina B (LB) e citocalasina B (CTB) (Cooper et 

al., 1987; Kueh & Mitchison, 2009). 

Resposta nociceptiva e microfilamentos 

Como observado nos experimentos com nocodazol e colchicina, a administração de 

inibidores de microfilamentos (LB e CTB) preveniu o efeito hipoalgésico induzido pelo 

celecoxibe totalmente e aquele induzido pela morfina, parcialmente. De forma interessante, 

a estabilização de microfilamentos, através da administração de faloidina, não alterou a 

resposta hipoalgésica induzida por celecoxibe, sugerindo que a polimerização subseqüente 

dos microfilamentos não é requerida para que ocorra a hipoalgesia, porém, o 

desmantelamento (pelos inibidores) da rede citoesquelética pré-formada é capaz de alterar 

esta resposta. Apesar da menção na literatura científica da importância das funções do 

citoesqueleto na resposta nociceptiva (Bhave & Gereau, 2003), não foram encontrados 

estudos similares de efeitos periféricos de inibidores da função do citoesqueleto sobre a 

resposta antinociceptiva, tornando estes resultados sem precedentes para comparação 

científica. 
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Entretanto, como discutido anteriormente para nocodazol e colchicina, a ausência de 

efeito de latrunculina B e citocalasina B sobre a hiperalgesia induzida pela carragenina 

também contrastou com os resultados de atenuação da hiperalgesia induzida pela epinefrina 

após administração destas drogas (Dina et al., 2003). A administração periférica de 

latrunculina B ou citocalasina B não causou efeito significativo sobre a resposta 

hiperalgésica induzida por carragenina, sendo que, os animais assim tratados 

desenvolveram hiperalgesia de intensidade similar aos animais controle (Veic-CG). Desta 

forma, estes dados são coerentes com a hipótese da importância da função dos microtúbulos 

no processo de cronificação da hiperalgesia, visto que, interações entre TRPV1 e a actina 

foram descartadas (Goswami et al., 2006). 

De posse destes resultados e devido à ausência de efeito da inibição de 

microfilamentos sobre a hiperalgesia induzida por carragenina, nos estudos subseqüentes, a 

citocalasina B foi escolhida como droga padrão de inibição do citoesqueleto. Assim, 

primeiramente, foi demonstrado o caráter periférico do envolvimento de microfilamentos e 

a reversão tempo-dependente da hipoalgesia. Ainda, se observou que o efeito da 

citocalasina B foi suprimido em animais que receberam previamente um estabilizador de 

microfilamentos, confirmando a participação periférica destes componentes na resposta 

antinociceptiva. 

Um resultado particularmente interessante foi a observada ausência de efeito de 

citocalasina B e de naloxona metiodida sobre a anti-hiperalgesia induzida por 

administrações tardias de celecoxibe (administrado 1 h após carragenina), sugerindo que 

mais de um mecanismo possa estar envolvido na indução de analgesia derivada da 

administração sistêmica de celecoxibe. 
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Estes resultados concordam com os dados anteriormente discutidos e principalmente 

com estudos que demonstram a importância da sinalização via componentes do 

citoesqueleto (Prekeris et al., 1996 e 1998; Aley et al., 2000 e 2001; Dina et al., 2003; 

Beahve & Gereau, 2004) na cronificação de processos hiperalgésicos agudos, a qual pode 

ser mediada através da troca de sinalização intracelular e principalmente da manutenção do 

estímulo induzido por PKCЄ (Khasar et al., 1999; 2000; 2008; Souza et al., 2002). A 

ativação de PKCЄ tem sido apontada por diversos estudos como sendo uma etapa crucial de 

sinalização para cronificação de processos dolorosos (Souza et al., 2002; Khasar et al., 

2008) e sua relação com microfilamentos foi evidenciada (Prekeris et al., 1996 e 1998). 

Estes fatos fortalecem a teoria da chave para a sinalização de cronificação residir em 

modificações estruturais de componentes do citoesqueleto (Bhave & Gereau, 2004). 

No presente estudo, a ruptura farmacológica de microfilamentos, efeito associado à 

desativação da PKCЄ, um agente de cronificação da hiperalgesia (Prekeris et al., 1996 e 

1998; Aley et al., 2000), permitiu o retorno natural ao limiar nociceptivo basal no tempo 

esperado. De forma complementar, a ruptura de microtúbulos, efeito relacionado à ativação 

de o TRPV1, agente diretamente implicado na cronificação da dor (Caterina et al., 2000; 

Goswami et al., 2004), prolongou o estado hiperalgésico causado pela carragenina. Esta 

constatação pode representar um novo alvo para desenvolvimento de novas terapias que 

visem evitar a cronificação de estados patológicos cujos cursos tendam a este desfecho. Em 

teoria, se a cronificação de processos agudos depende localmente da polimerização de 

microfilamentos (ativação de PKC) e/ou da despolimerização de microtúbulos (ativação de 

TRPV1), possivelmente o uso periférico de estabilizadores destes componentes na fase 

aguda de estados patológicos com tendência à cronificação pode ter alguma relevância 
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clínica. Novamente, estudos mais aprofundados são necessários para confirmação desta 

hipótese. 

Microfilamentos e compostos analgésicos 

Para se confirmar a hipótese de seletividade de efeito do citoesqueleto sobre a 

resposta hipoalgésica, nos estudos subseqüentes, avaliou-se o efeito da dose padrão do 

inibidor de microfilamentos (CTB; 1 µg, i.pl.) sobre outros compostos com efeito 

analgésico. Assim, observou-se que o inibidor de microfilamentos não causou efeito sobre a 

anti-hiperalgesia induzida por indometacina ou pelo inibidor seletivo de COX-1, SC560 

(Winter & Flataker, 1965; Smith et al., 1996; 1998). A ausência de efeito da citocalasina B 

sobre tais drogas pode ser explicada pelo fato de seus efeitos analgésicos se deverem 

primordialmente à ação inibitória sobre a enzima COX (Vane, 1971; Smith et al., 1996), 

evento não relacionado a funções do citoesqueleto. Posteriormente, o pré-tratamento com 

citocalasina B mostrou-se também ineficaz em inibir a resposta hipoalgésica induzida 

unilateralmente pela dipirona ou bilateralmente pelo paracetamol. De forma diferente da 

indometacina e do SC560, a participação de opióides no efeito analgésico do paracetamol e 

da dipirona foi anteriormente comprovada, porém relaciona-se em sua maior parte, se não 

exclusivamente, à ação de opióides endógenos em estruturas do SNC (Pini et al., 1997; 

Bujalska, 2004; Vanegas & Tortorici, 2004; Crawley et al.; 2008; Rezende et al., 2008). De 

forma ainda mais interessante, a citocalasina B inibiu parcialmente a hipoalgesia induzida 

sistemicamente pela morfina. Em conjunto, estes dados sugerem que a participação 

periférica de componentes do citoesqueleto pode estar seletivamente relacionada à atuação 

periférica de opióides e, por conseqüência, também sugerem que o modo de ação do 



 131

celecoxibe depende crucialmente da resposta antinociceptiva periférica endógena, mesmo 

após administrações sistêmicas. 

Com isso, para se testar a possível seletividade de inibição periférica sobre efeitos 

de opióides e se o celecoxibe realmente dependeria deste sistema perifericamente para a 

indução de hipoalgesia, a naloxona metiodida, um antagonista opióide que não atravessa a 

barreira hemato-encefálica (Ramabadran et al., 1982), foi administrada intraplantarmente e 

mostrou, como a CTB, efeito inibitório total sobre a hipoalgesia induzida pelo celecoxibe, 

indicando fortemente que o componente opióide periférico é a chave para indução do efeito 

unilateral após administração sistêmica de celecoxibe. 

De forma diferente, a hipoalgesia bilateral induzida pela morfina mostrou-se como 

uma sobreposição das respostas observadas central e perifericamente, isto é, tanto a CTB 

como a naloxona metiodida preveniram parcialmente a elevação do limiar nociceptivo 

induzido pela morfina. Este resultado pode ser interpretado como efeito da inibição do 

componente periférico desta resposta nas patas inflamadas, mas não o componente central 

desta resposta (Sofia et al., 1975; Duarte & Ferreira, 1992; Labuz et al., 2007; Van der 

Kam et al., 2008). O componente central da resposta induzida por morfina foi expresso 

como aproximadamente 54% do efeito total nas patas inflamadas, resultados próximos ao 

relatado por Labuz et al. (2007) após administração da naloxona metiodida. 

Sendo assim, a seletividade de inibição periférica sobre efeitos de opióides foi 

confirmada pela supressão total do efeito hipoalgésico induzido por celecoxibe após 

administração intraplantar de citocalasina B ou naloxona metiodida. Em conjunto, estes 

resultados indicam fortemente que o componente opióide periférico é a chave para indução 

do efeito unilateral após a administração sistêmica de celecoxibe. 
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Com isso, os dados anteriores também sugerem uma participação seletiva do 

citoesqueleto sobre o efeito analgésico periférico de opióides. Este resultado pode ser 

molecularmente explicado pela indução de disfunção em receptores opióides através da 

inativação de subunidades da proteína Gi acoplada a receptores opióides, amplamente 

distribuídos na membrana de neurônios sensitivos periféricos (revisado em Simonds, 1988 

e Smith, 2008). Este efeito de inativação da proteína Gi por inibidores de microfilamentos 

foi anteriormente descrito em cardiomiócitos por Bloch et al. (2001), cujos resultados 

demonstraram que a ruptura de microfilamentos deslocou seletivamente a subunidade β1 da 

proteína Gi de receptores muscarínicos. Em neurônios sensitivos, a ativação de receptores 

acoplados a Gi leva à liberação do complexo βγ no meio intracelular, que por sua vez, inibe 

a ativação de canais para Ca++, contribuindo para a manutenção do potencial de repouso da 

membrana celular (Rane et al., 1989; Diversé-Pierluissi et al., 1995). Entretanto, de forma 

interessante, esta inibição dos canais para Ca++ ocorre, seletivamente, quando o complexo 

βγ liberado contém a subunidade tipo β1 (Diversé-Pierluissi et al., 2000), cuja efetividade 

depende da atividade de microfilamentos (Bloch et al., 2001). Desta maneira, explica-se 

como a ruptura local do citoesqueleto interromperia seletivamente o efeito relacionado a 

receptores opióides periféricos, desinibindo o influxo de Ca++ nos nociceptores e, 

consequentemente, permitindo a deflagração do potencial de ação neuronal e a nocicepção. 

Interessantes resultados similares aos observados no presente trabalho para o 

celecoxibe, foram relatados para um agonista opióide, a metadona, cujo efeito analgésico 

depende exclusivamente da ativação do sistema opióide periférico, mesmo quando a droga 

é administrada em vias supra-espinais (He et al., 2009). Ainda em concordância, 

Bileviciute-Ljungar et al. (2006) também demonstraram um potente efeito analgésico 
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exclusivamente através de mecanismos periféricos, após administrações sistêmicas (via oral 

ou s.c.) do HS-731, um agonista sintético de receptores µ-opióides. 

De posse destes dados iniciais e com base nos estudos de Ibrahim et al. (2005), os 

quais demonstraram a liberação periférica de β-endorfina de queratinócitos, após ativação 

de receptores canabinóides, procedeu-se então a avaliação da participação de queratinócitos 

na resposta antinociceptiva periférica como componente da hipoalgesia causada por 

administrações sistêmicas de celecoxibe. 

Queratinócitos e resposta antinociceptiva periférica 

A síntese de β-endorfina nos tecidos excisados do sítio de administração do 

estímulo hiperalgésico foi avaliada através da marcação imuno-histoquímica específica 

para este opióide. Com o uso desta técnica, identificou-se seletivamente a presença da β-

endorfina em células reconhecidamente produtoras (Cabot et al., 1997; Stein et al., 1999; 

Ibrahim et al., 2005), ou seja; em leucócitos (distribuídos no tecido subcutâneo) e em 

células do epitélio da pele (topográfica e morfologicamente identificadas como 

queratinócitos). Como o epitélio da pele glabra de ratos compõe-se apenas de 

queratinócitos (97-99 %) e células dendríticas (1-3 %) e estas últimas não são produtoras de 

β-endorfina (revisado em Toebak et al., 2009), os resultados obtidos sugerem fortemente 

que a β-endorfina imunomarcada foi sintetizada em queratinócitos da pele da pata. Além 

disso, o padrão de distribuição da marcação imuno-histoquímica ao longo dos estratos 

epiteliais observado neste estudo, ocorreu de forma bastante similar ao observado em 

trabalhos prévios, os quais utilizaram a técnica de marcação por imunofluorescência do 

mesmo opióide na pele de ratos (Khodorova et al., 2003; Ibrahim et al., 2005). 
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A presença da β-endorfina foi avaliada através do percentual da área marcada para o 

opióide em relação à área total do epitélio selecionado. Como a densidade óptica da área 

marcada não mostrou diferenças significativas entre todos os grupos experimentais 

analisados (dados não apresentados), sugere-se que a variável de percentual de área 

marcada se relacionou proporcionalmente com a concentração de β-endorfina no 

citoplasma de queratinócitos da região avaliada. 

Tais experimentos demonstraram, também de forma inédita, uma super-regulação 

dose-dependente do conteúdo de β-endorfina nos queratinócitos, após administrações locais 

de carragenina e PGE2. Entretanto, apesar desta supra-regulação da síntese de β-endorfina 

expressar-se agudamente (antes de 30 min), tal síntese não parece relacionar-se com a 

liberação aguda do opióide para o interstício, em um primeiro momento. O que parece 

ocorrer é um acúmulo do opióide no citoplasma dos queratinócitos durante a fase de grande 

intensidade de resposta hiperalgésica. Assim, a liberação da β-endorfina ocorreria ao longo 

do tempo restaurando o limiar nociceptivo lentamente. 

No modelo com carragenina, observa-se uma lenta redução de β-endorfina nos 

queratinócitos, a partir do tempo 3 h, fato relacionado ao início da restauração do limiar 

nociceptivo (4 h). Entre 3 e 4 h a resposta hiperalgésica sofre redução significativa, 

sugerindo que a β-endorfina foi liberada no interstício e conseqüentemente, atuou nos 

receptores opióides presentes nos nociceptores. A mesma relação temporal de redução da 

marcação para β-endorfina nos queratinócitos e redução da resposta hiperalgésica foi 

observada no modelo de administração de PGE2, sugerindo fortemente o envolvimento de 

queratinócitos na resposta antinociceptiva endógena periférica. Sustentando estes 

resultados, Alves et al. (2010, dados não publicados) mostram um efeito de prolongamento 
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da hiperalgesia após administração intraplantar de antagonistas opióides. Além disso, a 

potenciação das respostas hiperalgésicas após administrações de antagonistas opióides foi 

intensamente relatada e relacionada à inibição da resposta antinociceptiva endógena (Kokka 

& Fairhurst, 1977; Jacob & Ramabadram, 1978; Buchsbaum et al., 1983; Millan & 

Colpaert, 1991), inclusive na redução do efeito placebo (Levine et al., 1978). 

No mesmo ensaio imuno-histoquímico, demonstrou-se que o pré-tratamento com 

celecoxibe reduziu a imunomarcação de β-endorfina no epitélio inflamado. Relacionando 

este resultado à ocorrência de hipoalgesia nos animais tratados com celecoxibe e 

carragenina, sugere-se que o fármaco causou a liberação da β-endorfina sintetizada 

agudamente após estímulo causado pela carragenina. Para se investigar se a ausência da 

marcação para β-endorfina em ratos pré-tratados com celecoxibe seria decorrente da 

prevenção da síntese do opióide, um ensaio imunoenzimático foi realizado para detecção da 

β-endorfina nos tecidos totais da pata. Desta forma, tal ensaio mostrou a supra-expressão do 

opióide em todos os grupos experimentais tratados com carragenina. Como nos ratos pré-

tratados com celecoxibe ou JWH015 a presença da β-endorfina não foi detectada no 

epitélio, mas sim nos demais tecidos da pata, sugere-se que ocorreu a liberação da β-

endorfina para o interstício local. Assim, sugere-se que o opióide supra-regulado e liberado 

desta maneira foi responsável, pelo menos em parte, pelo efeito hipoalgésico causado pela 

administração sistêmica de celecoxibe, na presença do estímulo hiperalgésico. 

Outro resultado interessante foi demonstrado com a ausência de efeito da 

administração local de citocalasina B sobre a redução da imunomarcação para β-endorfina, 

isto é, em ratos pré-tratados com citocalasina B e celecoxibe ocorreu a liberação de β-

endorfina para o interstício do sítio hiperalgésico, porém, como relatado anteriormente, o 
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efeito hipoalgésico foi totalmente prevenido. Com isso, pode-se sugerir que a função dos 

microfilamentos não é necessária para que ocorra liberação local da β-endorfina, porém, é 

crucial em algum momento posterior da via de indução de hipoalgesia. 

Similarmente, a PGE2 estimulou a síntese local de β-endorfina, porém, este estímulo 

causou menor aumento da imunomarcação nos queratinócitos, quando comparado à 

carragenina. Este fato explica também a menor intensidade de resposta hipoalgésica 

causada pelo celecoxibe (nas doses aqui utilizadas) para o modelo de hiperalgesia induzida 

por PGE2, também em comparação à carragenina. 

Após a obtenção destes resultados, procurou-se investigar como o celecoxibe induz 

a liberação de opióides na periferia e, com base em inúmeros trabalhos mostrando 

interações entre AINEs, sistema opióide e canabinóide na resposta antinociceptiva 

endógena periférica (Welch & Eads, 1999; Massi et al., 2001; Guindon et al.; 2006a e b; 

Ibrahim et al., 2005 e 2006; Gutierrez et al., 2006; Guindon & Hohmann, 2008), o interesse 

deste trabalho foi ampliado para o investigação do envolvimento periférico dos sistemas 

opióide e canabinóide na hipoalgesia induzida pelo celecoxibe. 

Com a finalidade de se evitar interferência da ação direta das drogas analisadas 

sobre o SNC e enfocar a resposta periférica, os experimentos seguintes passaram a estudar 

a resposta hipoalgésica induzida perifericamente. 

Estudo da hipoalgesia induzida perifericamente 

Para a caracterização da hipoalgesia induzida perifericamente, foram realizados 

estudos iniciais para avaliação da resposta nociceptiva após tratamento intraplantar com 

diferentes compostos de ação analgésica. Estes estudos comprovaram a indução periférica 
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de hipoalgesia por celecoxibe, β-endorfina e agonistas de receptores canabinóides (ACEA e 

JWH015). Estes resultados estão de acordo com estudos anteriores, os quais mostraram 

efeitos analgésicos semelhantes após administração dos compostos aqui estudados em 

diferentes modelos (Malan et al., 2001; Forman, 2003; Johanek & Simone, 2004; Quartilho 

et al., 2004; França et al., 2006; Corrêa et al., 2010). 

Nestes experimentos, foi observada a ausência de efeito da administração de 

celecoxibe sobre a resposta nociceptiva de ratos não submetidos a um estímulo 

hiperalgésico, ao passo que, a β-endorfina produziu efeito discreto nas mesmas condições. 

Estes resultados são corroborados por relatos mais antigos da literatura, tanto para opióides, 

como para canabinóides (Sofia et al., 1975; Stanfa et al. 1992; Van der Kam, 2008). 

Entretanto, resultados conflitantes de ausência de efeito analgésico de morfina em tecidos 

não inflamados (Stein et al., 1989; Kayser et al., 1991; Likar et al., 2001) também foram 

relatados. Segundo Rittner et al. (2009), a antinocicepção mediada por opióides endógenos 

em tecidos não inflamados requer a abertura da barreira perineural ao acesso dos peptídeos, 

bem como, a supra-regulação de receptores opióides, ambas condições relacionadas a 

funções do citoesqueleto. Em concordância com estes resultados, Nishiyama (2006) 

também descreveu a ausência de efeito da administração central de celecoxibe em um 

modelo de avaliação da resposta nociceptiva térmica (tail flick), no qual não são 

administrados estímulos inflamatórios prévios. Diferentemente, a morfina foi capaz de 

produzir efeitos analgésicos nas mesmas condições de avaliação da nocicepção (Houdi et 

al., 1996; Bhalla et al., 2002 e 2004). Ainda em concordância, González-Rodríguez et al. 

(2010) também atribuíram a potencialização local do efeito hipoalgésico induzido pela 
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morfina à síntese de proteínas G e conseqüente aumento da expressão de receptores 

opióides induzidos perifericamente na pata a qual foi aplicado um estímulo hiperalgésico. 

No presente estudo, foi demonstrada a indução de hipoalgesia após a administração 

periférica do OSU03012, um análogo do celecoxibe desprovido de ação inibitória sobre a 

COX-2 (Johnson et al., 2005), corroborando dados anteriores que sugeriram que o efeito 

hipoalgésico do celecoxibe ocorreria de forma independente da ação sobre COX-2 

(Francischi et al., 2002; Rezende et al., 2009). Além disso, a descoberta deste efeito 

analgésico de fármacos análogos a coxibes concedeu a este grupo de pesquisa uma patente 

(PI 0802850-8) de segundo uso para estas promissoras drogas, as quais vêem sendo 

associadas a importantes efeitos anti-tumorais (Zhu et al., 2004; Dent et al., 2005; Kardosh 

et al., 2005; Pyrko et al., 2007; Ding et al., 2008). Como estas drogas atuam em enzimas 

intracelulares diferentes de COX (Kucab et al., 2005), os resultados aqui apresentados 

abrem uma nova possibilidade de alvos enzimáticos, para o desenvolvimento de novos 

fármacos analgésicos, os quais, em teoria, poderiam mostrar-se eqüipotentes aos coxibes 

sem os efeitos indesejáveis induzidos pela inibição sobre a COX-2. 

Posteriormente, demonstrou-se que a CTB foi capaz de inibir totalmente a 

hipoalgesia induzida perifericamente por celecoxibe, β-endorfina e JWH015 (agonista 

CB2), entretanto, não teve efeito algum sobre o ACEA. Considerando que o JWH015 

induziria a liberação de β-endorfina via ativação de receptores CB2 (Ibrahim et al., 2005) e 

que a β-endorfina atua diretamente sobre os receptores opióides expressos nas membranas 

dos nociceptores (Cabot et al., 1997; Bigliardi-Qi et al., 2004), e ainda, que ambos tiveram 

seus efeitos abolidos pela citocalasina B, estes resultados, aliados aos anteriormente 

descritos nos ensaios imuno-histoquímicos, demonstram a participação dos 
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microfilamentos em uma etapa posterior à liberação local de opióides na via de indução da 

resposta hipoalgésica. Estes resultados indicam, ainda, uma via de ativação intracelular 

comum para ação analgésica de celecoxibe, β-endorfina e JWH015 e que, esta via não 

contribuiria com a ação analgésica do ACEA, na periferia. Como o mecanismo de ação do 

ACEA foge ao escopo desta tese, não foi estudado mais aprofundadamente. 

Assim, na tentativa de se estabelecer uma via de ativação comum a estes compostos, 

foi avaliada a participação periférica de receptores opióides e do receptor CB2 na 

ocorrência da hipoalgesia causada por cada um dos compostos anteriormente estudados. 

Observou-se a dependência completa de receptores opióides para a ocorrência do efeito do 

coxibe e do agonista CB2 (além do próprio agonista opióide), mas não do agonista CB1. 

Este resultado é sustentado pelos achados de Ibrahim et al. (2005) que demonstraram a 

liberação de β-endorfina após a ativação de receptores do tipo CB2 e também por relatos 

anteriores da interação dos sistemas opióide e canabinóide na periferia (Welsh & Eads, 

1999; Manzanares et al., 2001; Cichewicz, 2004; Pacheco et al., 2008). De forma diferente, o 

antagonista de receptores CB2 foi capaz de suprimir totalmente apenas a hipoalgesia 

induzida pelo agonista CB2 e parcialmente aquela induzida pelo celecoxibe ou pelo 

OSU03012, sem, no entanto, causar efeito sobre a hipoalgesia induzida pela β-endorfina ou 

pelo agonista CB1. Estes resultados fortalecem a hipótese de uma cascata de ativação 

envolvendo os receptores canabinóides e, posteriormente, opióides, para a ocorrência da 

hipoalgesia induzida pelo celecoxibe. 

Relacionando os resultados de resposta nociceptiva com os de presença de β-

endorfina no epitélio (imuno-histoquímica), foi demonstrado que o celecoxibe administrado 

por via intraplantar, previamente à carragenina, também foi capaz de induzir a liberação 
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aguda de β-endorfina por queratinócitos e que o antagonismo de receptores tipo CB2 

(administração intraplantar de SR144528), preveniu esta liberação até o tempo 1 h. 

Entretanto, de forma interessante, a partir do tempo 2 h, o SR144528 não foi mais capaz de 

prevenir a liberação periférica de β-endorfina nos animais tratados com celecoxibe. Este 

resultado também explica a prevenção parcial do SR144528 (50 µg) sobre o efeito 

hipoalgésico do celecoxibe. Apesar disso, no presente estudo, uma dose maior que 50 µg de 

SR144528 não foi utilizada para se estabelecer se a prevenção parcial desta droga sobre a 

hipoalgesia ou sobre a liberação de β-endorfina causadas pelo celecoxibe decorreu da não 

saturação dos receptores disponíveis. Entretanto, segundo dados de literatura (Rinaldi-

Carmona et al., 1998; Gutierrez et al., 2007), a dose de 33 µg, via i.pl., foi capaz de 

prevenir totalmente o efeito analgésico de um agonista CB2 (AM1241) no modelo de 

indução de hiperalgesia por carragenina. 

Uma outra possível teoria para se explicar a prevenção parcial do SR144528 sobre a 

hipoalgesia, seria a formação periférica gradual de um metabólito do celecoxibe o qual 

competiria com o SR144528 pelo sítio de ação em CB2. Desta forma, quando tal metabólito 

atingisse concentrações críticas, se reiniciaria a liberação de β-endorfina (a partir da 

segunda hora) nos animais pré-tratados com esta dose de SR144528 e celecoxibe. Com esta 

teoria, foi gerada a questão de uma possível reação endógena alterar a conformação do 

celecoxibe, fazendo com que este fármaco passe a atuar como um agonista canabinóide na 

periferia. 

Para se responder a este questionamento, o grupo se baseou em relatos de interação 

de outros AINEs com o ácido araquidônico (Huang et al., 2001 e 2002; Högestätt et al., 

2005; Mallet et al., 2008) e em experimentos de potenciação dos efeitos do celecoxibe após 
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a inibição da FAAH (fatty acid amide hydrolase) (Rezende et al.; 2009), enzima 

responsável pela degradação de canabinóides endógenos (Ueda et al., 2002). Com isso, 

criou-se a hipótese do celecoxibe se complexar ao ácido araquidônico gerando um 

composto denominado, então, araquidonoil-celecoxibe (AACX), o qual seria o metabólito 

com atividade sobre CB2. 

Para se testar a hipótese, o AACX foi sintetizado no laboratório de análises 

químicas da Faculdade de Farmácia da UFMG, sob a orientação do prof. Dr. André A. G. 

Faraco. O composto mostrou efeito hipoalgésico similar ao celecoxibe, porém, seu efeito 

foi revertido totalmente pela administração periférica de antagonistas de receptores 

opióides ou de receptores CB2. Diferente do observado com o celecoxibe, a mesma dose do 

antagonista canabinóide tipo CB2 (50 µg de SR144528) foi capaz de prevenir totalmente o 

efeito do AACX, mostrando uma atividade deste composto sobre receptores canabinóides 

periféricos. Confirmando estes resultados, na técnica de imuno-histoquímica, também o 

pré-tratamento com AACX induziu redução da imunomarcação para β-endorfina no 

epitélio da pele das patas inflamadas. Em concordância, este efeito também foi prevenido 

totalmente pelo antagonista de CB2. Estes resultados podem sugerir também que o 

celecoxibe não atua diretamente como um agonista de CB2, mas o AACX, sim. 
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SUMÁRIO DA DISCUSSÃO 

Em resumo, os resultados do presente estudo demonstram a importância da 

participação de componentes do citoesqueleto na nocicepção e corroboram os achados de 

vários estudos os quais indicaram que a cronificação de processos nociceptivos agudos 

pode ser mediada através de componentes do citoesqueleto. Estes dados também sugerem, 

pelo menos em teoria, um possível ganho clínico em portadores de estados patológicos cujo 

desenvolvimento tenda à cronificação da dor, se tratados localmente com estabilizadores da 

polimerização de componentes do citoesqueleto. 

Este estudo ainda indicou a seletividade da influência do citoesqueleto sobre a ação 

periférica de opióides, e que o celecoxibe exerceria seu efeito analgésico de mais de uma 

maneira. Em especial, quando administrado até ½ h após o estímulo hiperalgésico, o 

celecoxibe poderia perifericamente complexar-se ao ácido araquidônico, ativando 

receptores CB2 em queratinócitos, os quais liberariam β-endorfina para o interstício do sítio 

de estímulo hiperalgésico (Fig. 3). A β-endorfina liberada atua diretamente sobre os 

receptores opióides expressos nos nociceptores, cujos efeitos intracelulares dependem da 

integridade conformacional da rede citoesquelética pré-formada. Da mesma forma, o efeito 

da morfina necessita deste componente opióide periférico para que ocorra a hipoalgesia, 

mas este componente periférico não seria crucial para a atividade analgésica central da 

morfina. 

Sugere-se, por fim, que o efeito hipoalgésico induzido pelo celecoxibe poderia 

decorrer da ação de um metabólito formado (AA-CX), que agiria como um agonista de 

receptores CB2 para causar a liberação local de β-endorfina. Assim, a liberação de opióide 
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no local, associada ao efeito inibitório sobre a COX-2, culminaria no efeito hipoalgésico 

descrito para o celecoxibe. 

 

 

 

Figura 3. Representação esquemática dos achados da tese. A administração intraplantar 

de carragenina (CG) causaria tanto a liberação de ácido araquidônico (AA) no interstício do 

sítio inflamatório, quanto o estímulo da síntese de β-endorfina (β-end) em queratinócitos. 

Assim, com a administração de celecoxibe (CX), ocorreria a formação do metabólito 

araquidonoil-celecoxibe (AACX), o qual atuaria como o JWH015 (JWH), ativando 

receptores canabinóides tipo 2 (CB2). A ativação de CB2 determinaria, então, a liberação 

aguda da β-endorfina sintetizada pelos queratinócitos. A β-endorfina atuaria nos receptores 

opióides (µ) nas membranas dos nociceptores. A ocorrência da hipoalgesia após a ativação 

dos receptores opióides dependeria da integridade de microfilamentos e microtúbulos.  
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CONCLUSÕES: 

Para as drogas, vias de administração e modelos utilizados nestes experimentos, 

podemos concluir: 

1) A rede intracelular previamente formada por microtúbulos e 

microfilamentos é importante para que ocorra a hipoalgesia periférica, 

uma vez que a ruptura destes componentes previne tal resposta 

antinociceptiva e a estabilização de microfilamentos, não; 

2) Componentes do citoesqueleto, em especial os microtúbulos, participam 

da resposta hiperalgésica tardia, indicando uma possível sinalização 

periférica destes componentes para a cronificação de processos 

dolorosos agudos; 

3) As alterações causadas perifericamente são crucialmente importantes 

para a ocorrência do efeito analgésico causado pelo celecoxibe, mas não 

para o causado pela morfina; 

4) O celecoxibe e o agonista de receptores canabinóides JWH015 exercem 

seu efeito hipoalgésico, pelo menos em sua maior parte, através da 

liberação periférica de β-endorfina; 

5) Os queratinócitos têm papel importante na resposta antinociceptiva 

periférica endógena e participam da resposta hipoalgésica causada pelo 

celecoxibe e pelo JWH015, os quais induzem a liberação de β-endorfina 

no interstício peri-inflamatório; 

 



 145

ANEXO : Nomes químicos 

 

• ACEA: Araquidoil-2�-cloroetilamida ou N-(2-Cloroetil)-5Z,8Z,11Z,14Z-

eicosatetraenamida 

• Celecoxibe (CX): 4-[5-(4-metilfenil)-3-(trifluorometil)pirazol-1-il] 

benzenosulfonamida 

• Dipirona (DIP): Sódio [(2,3-dihidro- 1,5-dimetil- 3-oxo- 2-fenil- 1H- pirazol- 4-il) 

metilamino] metanosulfanato 

• Indometacina (Indo): 2-ácido-{[(4-clorofenil)carbonil]-5-metoxi-2-metil-1H-indol-

3-il-1} acético 

• JWH015 (JWH): (2-Metil-1-propil-1H-indol-3-il)-1-naftalenilmetanona 

• Morfina (MORF): 1,2,3,9,10,10 α -hexahidro-10,4a(4H)-iminoetanofenantrena 

• Naloxona metiodida (NLXm): N-Metilnaloxona iodida ou (5α,17R)-4,5-Epoxi-

3,14-dihidroxi-17-metil-6-oxo-17-(2-propenil)-morfinanina iodida 

• Naltrexona (NTX): 17-(ciclopropilmetil)-4,5α-epoxi- 3,14-dihidroximorfina-6-ona 

• OSU03012 (OSU): 2-amino-N-{4-[5-(2-fenantrenil)-3-(trifluorometil)-1H-pirazol-

1-il]-phenil} acetamida 

• Paracetamol (Par): N-(4-hidroxifenil)acetamida 

• SC236: 4-[5-(4-Clorofenil)-3-(trifluorometil)-1H-pirazol-1-il]-benzenosulfonamida 

• SC560: 5-(4-Clorofenil)-1-(4-metoxifenil)-3-trifluorometil pirazol 
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• SR144528 (SR): {N-[(1S)-endo-1,3,3-trimetil-biciclo-[2.2.1] hepta-2-il]-5-(4-cloro-

3-metilfenil)-1-(4-metilbenzil)-pirazol-3-carboxamida} 
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