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RESUMO

Em trabalhos anteriores do grupo, mostrou-se queeito hipoalgésico causado pelo
celecoxibe, isto é, o aumento do limiar nociceptamma dos valores basais, estaria
relacionado a liberacdo de opidides enddgenos. Msepte estudo, avaliou-se a
participacdo de componentes do citoesqueleto e sikismas opidide e canabindide
endogenos na hipoalgesia induzida pelo celecox@®¥) (ou pela morfina (MORF),
administrados por diferentes vias em ratos. Paa, ianalises imuno-histoquimicas e
imunoenzimaticas foram conduzidas em paralelo @destde limiar nociceptivo e foram
utilizados inibidores seletivos e nao seletivos aildooxigenases (COX), bem como
agonistas e antagonistas de receptores opidideanabinsides. METODOS: Ratos
Holtzman machos (180-220 g) foram submetidos aetifes protocolos experimentais. Os
modificadores da funcdo do citoesqueleto (nocodazmthicina, acrilamida, faloidina,
latrunculina B ou citocalasina B, 10a 10" moles/pata) ou antagonistas de receptores
opidides e canabindides foram injetados, via i{alh antes do CX (s.c. ou i.pl.) ou outro
composto analgésico. ApOs outra % h, os ratos eeaeb estimulo hiperalgésico,
carragenina (CG; 250 pg/pata). O limiar nociceptoicavaliado, a cada hora, até a 6 h em
algesimetro de press@®®ESULTADOS: Os inibidores de microtubulos e microfilamentos
preveniram a hipoalgesia causada por CX de modivaele dependente da dose. Além
disso, B-endorfina, JWHO015 (um agonista de receptor,)CEX e o OSU03012 (um
analogo do CX desprovido de acdo sobre COX-2) inaluz efeito hipoalgésico
semelhante, o qual foi revertido por um antagorogiaide, a naltrexona. Um antagonista
de CB, SR144528, preveniu a hipoalgesia induzida por O%U03012 e JWHO015. A
imunomarcacdo pargendorfina no epitélio da pele das patas foi auatenta resposta

basal apos a administracdo de CG e reduzida nosa@nipré-tratados com CX ou
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JHWO015. Tal efeito de CX e JWHO015 sobre a imunoagio parg-endorfina no epitélio
foi prevenido pelo antagonista €BA administracdo intraplantar de araquidonoil-
celecoxibe (AACX), um analogo do CX sintetizadoFeculdade de Farméacia — UFMG,
partir da complexacdo entre o acido araquidénico €X, induziu efeito analgésico
(hipoalgesia) semelhante ao observado apés o @¥psesse efeito também revertido por
antagonistas de receptores opidide e canabin@@NCLUSOES: Em conjunto, este
estudo mostrou que alteracbes em microtibulos mfidenentos, mas ndao em filamentos
intermediarios, estdo envolvidas no desenvolvimed® resposta hipoalgésica ao
celecoxibe e a agdo local de opidides. Tais regngtanostraram também qu@-andorfina
€ um dos opidides enddgenos liberados localmenke @alecoxibe e parece ser o
responsavel final pela hipoalgesia a esse farm@aogere-se que o AACX é formado
localmente apés administracdes de CX, sugeressdéta, que, o AACX ativa receptores
CB, em queratinocitos promovendo a liberacéo locd@i-dadorfina.

ABSTRACT
The effect of coxibs of raising the nociceptiveethrolds above the normal level in rat
inflamed paws (hypoalgesia) has been shown to lageteto endogenous opioids release.
We have here assessed the role of the cytoskeletonponents and endogenous
opioid/cannabinoid systems in this hypoalgesia teduby celecoxib (CX), compared to
the hypoalgesia induced by morphine (MORF). Basedtady of Ibrahim et al. (2005)
who have shown the release [pfendorphin -end) through the activation of type 2
cannabinoid receptors (GBon keratinocytes, an immunohystochemical and inmoau
enzymatic analysis was conducted to determineptbad content in the epithelial cells
from skin of the inflammation site (rat paws) underious experimental conditions.

METHODS: Male Holtzman rats (180-220 g) received sequemigaplantar (i.pl.) or
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subcutaneous (s.c.) administrations of vehicleest trugs. The selective inhibitors of
cytoskeleton (nocodazole, colchicine, acrylamid&uhculin B, and cytochalasin B, at rage
of 10° - 10* moles/paw) and antagonists of opioid or cannabineigptors were given 30
min before CX (s.c. or i.pl.) or other analgesienpmund. After a further 30 min, rats were
injected (ipl) with the inflammatory stimulus, cageenan (CG; 250 pg/paw). Mechanical
pain threshold was hourly measured over the néxt sing the Randall-Sellitto method.
RESULTS: The CX-induced hypoalgesia was totally preventagd low doses of
microfilaments inhibitors (round 2 nmoles range)d ahigher doses of microtubule
inhibitors (round 20 nmolg@s The same doses reversed the MORF-induced hymsoalge
only patrtially. p-end, JWHO015 (a CBagonist), CX and OSU03012 (a CX analogue that
does not inhibit COX-2) induced hypoalgesia that vpaevented by naltrexone a non-
selective opioid antagonist. SR144528, a,Gtannabinoid antagonist prevented the
hypoalgesia induced only by CX, OSU03012 and JWHOdke content off-end on
epithelium was increased by CG and reduced by adiration of CX or JWHO015, an
effect prevented by preview administration of SFR32BlI Arachidonoyl-celecoxib
(AACX), an CX analog was synthesized and then adwared i.pl. AACX induced
hypoalgesia similar to CX and such an effect was/@nted by opioid and cannabinoid
antagonistsCONCLUSIONS: We conclude that the local changes in (paw) cylet&n
selectively prevents CX, and peripheral opioid-iceti hypoalgesia and that actin
microfilaments were the cytoskeletal components tmaostically involved in the
hypoalgesiaThis study also suggests the peripheral releasp-afd after intraplantar
administration of CX and JWHO015. Moreover, the AAGXems to be peripherally formed
after CX administration, where it activates cannald CB, receptors and lead to release of

B-end.
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INTRODUCAO
6. Terapéutica antiinflamatdria: AINEs e coxibes

O uso de antiinflamatdérios ndo esteroidais (AINEs2latado em varios registros da
antiguidade, como no papiro de Ebers (x 1550 ar®.)qual Imoteb descreve o uso de
emplastros e extratos vegetais (ricos em salisijatom finalidades analgésica, antipirética
e antirreumatica (para revisdo ver Hamilton & B#ésK&00; Tracy, 2006). Hipdcrates e
outros grandes pensadores da antiguidade tambémeadavam preparagdes vegetais
para o tratamento de diversas enfermidades, des dlreparto a reumatismos crénicos
(Vane, 2000; Hademenos, 2005; Orfanos, 2007). PBooémelatos de efeitos indesejaveis
graves com tais drogas também séo frequentes desaiiguidade, especialmente aqueles
relativos ao trato gastrintestinal, a coagulacamusimea e ao sistema renal (Stone, 1763;
Ferreira, 1972; Warner & Mitchell, 2002; Whittle€0@3; Cheng & Harris, 2004, Grahah

al., 2005).

Apesar do histérico uso dos AINEs, apenas na dédadsetenta o mecanismo de
acdo da acido acetilsalisilico foi atribuido a sagdo inibitéria sobre enzimas
endoperoxidases, conhecidas como ciclooxigenas@X)(jue representam um estagio
limitante para a sintese de mediadores inflamatdaigartir do acido araquidénico em
células residentes e migratorias (Vane, 1971; Fayré972). Esse mecanismo de acao
postulado por Vane (1971) mantém-se aceito comoeloode atuacdo de diferentes
AINEs. Entretanto, ainda existem alguns pontosidergéncia no completo entendimento
dos diferentes efeitos farmacoldgicos exercidosgssa classe tdo heterogénea de drogas

(Liles & Flecknell, 1992; Warner & Mitchell, 2002).
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Na década de 90, varios experimentos demonstramgn aqadministracdo de
diferentes endotoxinas e mitdgenos induz a expoessid@lar de uma isoforma especial de
COX, sem afetar a expressao da isoforma consttetin tecidos ndo inflamados (Eual,
1990; Kujubuet al, 1991 e 1993; Smith & Marnett, 1991). A isoformduzida foi, entéo,
denominada COX-2 e associada a sintese de mediademessarios a manutencao e
realimentacdo do processo inflamatério, enquanfarimeira isoforma (COX-1), seria
responsavel pela sintese de mediadores necesadtmaeostase (Smith & Dewitt, 1996;
Smith et al, 1998). Mais tarde, foi descrita uma terceira asmia (COX-3) que foi
relacionada ao mecanismo de acao de AINEs no sistemvoso central (SNC), entre eles
0 paracetamol e a dipirona (Chandrasekhatat, 2002;Botting, 2003; Botting & Ayoub,

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

Seguindo esse conceito, a industria farmacéuticalseu para o desenvolvimento
de farmacos capazes de inibir seletivamente a COpeB, dessa forma, os sinais e
sintomas inflamatdrios seriam reduzidos, sem gramdteracbes no funcionamento geral
de o6rgaos e tecidos nédo inflamados. Apds anos slgui@a laboratorial e ensaios clinicos
polémicos (Silversteiet al, 2000 e 2001; Bonbardiet al.,2000 e 2006; Malhotrat al.,
2004), foram aprovados para uso humano o celecextbeofecoxibe, representantes desta
nova subclasse dos AINES, que ficaram genericamentéhecidos como coxibes.
Rapidamente foram desenvolvidos diferentes compotmbém aprovados para uso
humano especifico (parecoxibe, valdecoxibe, etritiéy lumiracoxibe) e veterinério
(deracoxibe, firocoxibe) (Bombardiet al, 2000; Silversteiret al, 2000; Riendeaset al,
2001; Millis et al, 2002; Ottet al, 2003; Farkoulet al, 2004; Sessionst al, 2005; Ryan

et al, 2006; Nussmeiezt al, 2006).
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Os estudos clinicos demonstraram a eficiéncia rdlatinatoria, antipirética e
especialmente, um marcado efeito analgésico deedifes coxibes (Simoat al, 1998;
Makarowiski et al., 2002; Ottet al, 2003). Em principio, estes farmacos também
mostraram minimos efeitos indesejaveis no TGl coenien observados na terapia
prolongada com AINESs inibidores néo seletivos deXGQ@/hittle, 2003; Cheng & Hatrris,
2004). Entretanto, estudos contemporaneos ao lamardos primeiros coxibes alertavam
para a possibilidade de efeitos indesejaveis, edpente sobre o sistema cardiovascular

(Mitchell & Evans, 1998; Golden & Abramson, 199%aGamet al, 2005).
7. Efeitos dos coxibes

De forma diferente do observado apos o uso de Alikdescionais, o uso em larga
escala de coxibes mostrou, além dos efeitos datimaftorios, alguns efeitos inesperados.
Entre estes, podemos destacar os efeitos antisgmgkntimetastatico (Yamamoto &
Viale, 2003; Yamashitat al, 2003; Onodat al, 2004, Grosclet al, 2006), inibicdo da
migracao celular (Menezexdt al, 2005 e 2008; Redingt al, 2006; Kimet al, 2007), a
inducdo de analgesia superior ao de outros AINEsalBjuns modelos experimentais
(Francischiet al, 2002; Francat al, 2006; Rezendet al, 2009; Correaet al, 2010), e
ainda, um controverso controle dos sintomas dodmailzheimer (Firuzi & Pratico, 2006;
Szekely et al, 2007; Nivsarkaret al, 2008). Infelizmente, estudos posteriores
demonstraram a correlagdo entre utilizacdo prolbegale coxibes e efeitos
cardiovasculares graves, 0 que vitimou varios ugside culminou na retirada do
rofecoxibe e do valdecoxibe do mercado mundial (Mujeeet al, 2001; Bensert al,

2002; Rayet al, 2002; Whittle, 2003; Cheng & Harris, 2004; Fentinal, 2004; Lin,
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2004; Graharet al, 2005), seguindo-se uma reformulacdo de bulaadonedo de critérios

mais rigidos em prescricdes meédicas relativas aose (Hsiaet al, 2009).

Alguns dos efeitos indesejaveis causados pelaidefaplongada com coxibes
foram atribuidos ao desequilibrio entre a sintesprdstaciclina (PG) e tromboxana A2
(TXA,), importantes mediadores da atividade vascular resposta inflamatoria
(Armstrong, 1996). Esses mediadores sdo produpidosuas respectivas sintases a partir
da prostaglandina HPGH,), o produto final da acdo das COX. Ocorre que,aghslas
endoteliais, ha predominio da prostaciclina sintgee transforma a PGHbroduzida pela
COX-2 (induzida pelo processo inflamatério) em RGlotente vasodilatador e anti-
agregante plaquetario. Estes efeitos sdo cont@pgstlo metabolismo do produto da
COX-1 em plaguetas, principalmente em TxXAagente agregante de plaquetas e
vasoconstritor (Buntinget al, 1981; Armstrong, 1996; Krotzet al, 2005). Assim, a
inibicdo seletiva da COX-2 pelos coxibes produz wdesequilibrio vasodinamico,
promovendo os efeitos trombogénicos e vasocongsitala TXA, que combinados,
aumentam o risco de isquemias tromboembolicasaet@sf em diversos tecidos e 6rgéos de
pacientes predispostos ou em uso prolongado desspia (Fitzgerald, 2004; Bing &
Lomnika, 2002; Krotzet al, 2005). A ocorréncia de outros efeitos indesef@vedmo
infertilidade e problemas renais, € explicada pelpressao constitutiva da COX-2 em
alguns tecidos normais, entre eles o renal, netesticular e ovariano (Golden &

Abramson, 1999; Wonet al, 1999; Parente & Paretti, 2003).

Outro fator relevante € a real falta de seletividdd alguns coxibes a inibicdo da
COX-2, ou melhor, que tal “seletividade” se refepenas a especificidade de acao

inibitéria quando comparada a COX-1, e ndo de suémazimas celulares com papéis
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importantes em vias colaterais a cascata do acatpi@onico. Varios estudos mostraram
gue a acdo anticarcinogénica do celecoxibe envioldecdo de apoptose e bloqueio da
progressao do ciclo celular e da angiogénese (Al&ral, 2003; Ducrewet al, 2003;
Yamamoto & Viale, 2003; Pruthét al, 2004), devido a acao direta do celecoxibe em
diversos alvos celulares como: inibicdo da quirteegeendente de fosfoinositideo 1 (PDK-
1), da proteina quinase B (PKB/AKT), da’Ca#&TPase, de anidrases carbonicas, entre
outros (Linet al, 2001; Kulpet al, 2004; Knudsenet al, 2004; Driesseret al, 2006;
Johnsonet al, 2006). Estes trabalhos demonstraram que o eBetcarcinogénico
induzido por coxibes ndo depende diretamente denshigdo sobre a COX-2, porém 0s
efeitos indesejaveis decorrentes do uso prolongiadta terapia, sim. Neste contexto, o
avango nas pesquisas acerca dos mecanismos mmoecelavolvidos nos efeitos dos
coxibes levaram ao desenvolvimento de novas drggasdo, em sua maioria, moléculas
analogas a coxibes, que ndo apresentam efeitddimdsobre a COX-2 (Zhet al. 2004;
Kardoshet al, 2005; Kulpet al, 2004; Pyrkecet al, 2007). Com o desenvolvimento destes
novos farmacos, abriu-se uma nova possibilidadegt®ducéo do efeito anticarcinogénico

dos coxibes com reacgdes indesejaveis minimizadas.
8. Relacdes entre as acdes dos coxibes e funcdes wesqueleto

No inicio da presente década, pesquisadores dm ralssratério descreveram a
ocorréncia da elevacao do limiar de deflagracaoedposta nociceptiva acima dos valores
basais (denominada hipoalgesia), apos aplicagéstdaulo inflamatorio em uma das patas
posteriores de ratos previamente tratados com esexiffal efeito hipoalgésico foi
observado apenas na pata inflamada (unilaterédpda observado em ratos tratados com

inibidor seletivo de COX-1 ou inibidores néo seles de COX (Francisclet al, 2002).
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Além disto, a hipoalgesia também foi observada atosrpré-tratados com coxibes que
receberam injecOes intraplantares de prostaglanBin@PGE), principal produto proé-
inflamatério da cascata do acido araquidonico,cemlilo a possibilidade deste efeito ndo
estar associado a inibicAo da sintese de prostigém; pela COX-2. Mais
interessantemente, como a administracéo (por starsica ou intracerebroventricular) de
naltrexona, um antagonista de receptores opibéidesapaz de prevenir seletivamente este
efeito, a participacdo do sistema opidide enddédencelacionado ao efeito hipoalgésico

dos coxibes (Frangat al, 2006; Rezendet al, 2009; Corre&t al, 2010).

Paralelamente a sintese e liberacdo de mediadanesposta inflamatdria ocorre o
desencadeamento da resposta antinociceptiva ta#hriente quanto centralmente, através
da sintese e liberacdo de opidides e canabindi@rstem relatos abundantes da
participacdo dos sistemas opidide e canabindidégemibs na resposta antinociceptiva
sistémica ao processo inflamatorio local (Plagtaal., 1995; Puehleet al.,2004; EImeset
al., 2005; Gutierrezet al., 2007). Os efeitos analgésicos dos opidides e aabidbs
dependem do rapido transporte e expressado de oeegptspecificos nas membranas
celulares dos nociceptores, fendmenos reguladagéatde componentes do citoesqueleto
(Hohmann & Herkeham, 1999; Bloeht al, 2001;Puehleret al, 2004; Guaret al, 2005;
Hucho & Levine, 2007). Foi descrito, também, umesjsmo entre 0s sistemas
antinociceptivos enddégenos em tecidos perifériedamados, como a liberacdo e
endorfina por queratindcitos e células migratorg®s a ativacdo de seus receptores
canabindides do tipo 2 (GB(lbrahimet al, 2003 e 2005; Rittnest al, 2007 e 2009). A
cascata de reacdes intracelulares causada pedgaiide receptores metabotrépicos, como

0s receptores opidides e canabindides, tambénabzsitha através de uma complexa rede
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de proteinas ligadas a componentes do citoesqu@etteriset al, 1998; Malik-Hallet

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

Tanto os resultados de nossas pesquisas sobreadeipia apds administracdo de
coxibes, quanto os efeitos antineoplasicos, antatégos e de controle de sintomas do mal
de Alzheimer, relacionam-se a funcdes celularesioctransito de vesiculas, plasticidade
sinaptica, proliferacédo celular e alteracdes ndacoracdo de membranas. Logo, os efeitos
observados com o0 uso dos coxibes podem estaraedatns a varias funcdes conhecidas
dos diferentes componentes do citoesqueleto (Rsedeal, 1998; Nishimuraet al, 1999;
Kundu et al, 2002; Minteret al, 2002; Kulpet al, 2004; Soltanet al, 2005; Szekelyt

al., 2007).

A modulacdo da transdugdo sensorial e da sinabzag#acelular que leva a
reducdo do limiar nociceptivo apés leséo teciduaheural sdo questbes fundamentais para
0 esclarecimento dos mecanismos nociceptivos enamnteptivos, e se relacionam
diretamente a funcdes do citoesqueleto. Ainda legjste um “lapso” na compreenséao
integral da interacdo entre as vias de sinalizagioeparo tecidual e antinocicepgéo, nao
apenas na nocicepcao aguda, mas também na mamutengdinamento do estado de
hipersensibilizacdo crénica (Diret al, 2003; Gordon-Weeks, 2004). Dira al. (2003)
examinaram como o citoesqueleto pode modificar stata de sinalizacédo intracelular
ativada por uma lesdo tecidual local, usando unergssante modelo de “pré-
sensibilizacdo”. Neste modelo, as patas posterigamtos foram inicialmente inflamadas
com carragenina (CG) e apos um periodo de recujeréayam injetadas com PGERApOs
tal “pré-sensibilizacdo”, a hiperalgesia causadi f¥GE tornou-se prolongada e seu

mecanismo de acao se converteu de ativacao apamazitha fosfoquinase A (PKA), para
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dependente da ativacdo de PKA, RK@ ERK1/2, como ocorre na hiperalgesia causada
pela epinefrina ou pela CG. Porém, o ponto crugate estudo foi a constatacdo que a pré-
medicacdo com modificadores de citoesqueleto avif@rolongamento da hiperalgesia
causada pela PGE demonstrando que as modificacdes de cascatasindbéza;ao

secundaria dependem do funcionamento do citoesquélaaet al, 2003).

Paralelamente aos estudos de B@hal. (2003), diversos estudos ja consagraram a
colchicina, um inibidor de microtubulos, como tratmto para fase aguda da gota, uma
forma de artrite dolorosa. O mecanismo de acaoamdd deste tratamento € baseado no
fato de a disfuncdo de microtibulos causada pdighicma inibir a quimiotaxia e a
fagocitose de leucdcitos, associados a reducadntiess e liberacdo de leucotrienos no
local (revisado em Emmerson, 1996). Entretantos ap&ratamento, os escores de dor se
reduzem antes dos escores clinicos relacionaddtaenacédo articular (Aheret al, 1987;
Daset al.,2002). A combinac¢ao destas informacfes sugeraaadchicina pode também
atuar diretamente no sistema nervoso, modificandsinalizacdo pos-sinaptica dos
neurbnios sensitivos e reduzindo sua resposta adgadores inflamatérios ja produzidos

nas articulagdes inflamadas e facilitando a acadINES.

Com estes fatos, a possibilidade de modificacdessinalizacdo secundaria
intracelular, via citoesqueleto, apds lesdo tedidade constituir uma conexdo, na acao de
coxibes e no papel preventivo de AINEs sobre a e@do de um estado de dor aguda em
dor crbnica (Bhave & Gereau, 2003). Atualmente napeos efeitos anticarcinogénicos do
celecoxibe foram relacionados a mecanismos moleutdaramente independentes da sua
atuacdo sobre a COX-2 (Gros@t al, 2006). Mais recentemente, nossos estudos

farmacoldgicos demonstraram que a a¢do analgésitaat do celecoxibe independe de
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sua acao sobre a COX-2 (Rezeetlal.,2009). Estes mesmos mecanismos de acdo podem
também estar envolvidos no efeito destes farmamo® & resposta inflamatoria periférica,

explicando o efeito hipoalgésico.

Com base nestas observacdes, formulou-se uma $gpdie que a hipoalgesia
causada pelo celecoxibe depende da participac&ordponentes do citoesqueleto para a

ativacdo da resposta antinociceptiva endogena.
9. Modulacao da resposta nociceptiva e a participacédo citoesqueleto

O estimulo nociceptivo periférico causa disparopatencial de acdo em neurbnios
sensitivos primarios, levando a transmisséo darmdgao nociceptiva até o corno dorsal da
medula espinhal (Bolay & Moskowitz, 2002). Na medutste sinal leva a ativacdo de
neurbnios secundarios, os quais ascendem pela an@gduhando os tratos espinotalamico
e espinorreticular) até o tdlamo, onde fazem seaps neurdnios terciarios, os quais, por
sua vez, conduzem o sinal nociceptivo até o c@teratossensorial, onde, finalmente, &
percebido como uma sensacao (nocicepc¢do) rela@omastimulo inicial (Millan, 2002;

Schaible, 2007).

Para que este processo se inicie é necessariaibikeacdo de nociceptores através
da liberacdo periférica aguda de varios mediadene®genos em resposta a um estimulo
lesivo (revisado em Hucho & Levine, 2002). Tais mddres liberados no sitio
inflamatério atuam sobre receptores expressos easonanas dos nociceptores, induzindo
cascatas de ativacao intracelulares e modificag@sculares que modulam, por exemplo,
a funcdo de canais ibnicos, através dos quais eocarrdespolarizacdo celular e
consequentemente a tradugdo do estimulo iniciahiqai em potencial elétrico a ser
propagado pelos neurdnios sensitivos periféricdsy(At al., 2000; Julius & Basbaum,
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2001; Woolf & Ma, 2007). Entretanto, de forma palal o mesmo estimulo nocivo inicial
determina a ativagcdo do sistema antinociceptivoogeao que refreia a resposta
hiperalgésica aguda causada pelo estimulo iniBiack et al, 2004a; 2004b). A resposta
antinociceptiva enddégena € composta pela ativacds sistemas opioidérgico e
canabinoidérgico, tanto periférica quanto centratmeMillan, 2002; Gutierrezt al,
2007; Labuzet al, 2007) e demonstrou-se anteriormente sua part@gpano efeito
analgésico de diferentes AINEs (Vanegas & Tortp@604; Francat al, 2006; Crawley

et al, 2008; Rezendet al, 2008). Detalhes moleculares e temporais da @vagssas
cascatas intracelulares permanecem obscuros, alspecie, no que tange suas interacoes
apos ativacdo concomitante de varios receptoreguas induzem respostas antagdnicas

(Cabotet al.,1997; Kozaket al, 2002; Braclet al, 2004a; Cunhat al, 2008).

Notadamente, a resposta antinociceptiva enddégerende de alteracdes estruturais
de componentes do citoesqueleto que levam ao teesp a expressao de receptores nas
membranas neuronais (Triller & Choquet, 2003) eeestmente a plasticidade da
membrana neuronal (Planesal, 1994; Kozaket al, 2002; Puehleet al, 2004; Guaret
al., 2005). Interessantemente, a administracdo agudmaténa é capaz de alterar a
expressado génica de vérias proteinas implicadasramsducdo de sinais, como por
exemplo, proteinas G acopladas a receptores opiditimet al, 2002, 2003; Kaewsuét
al., 2001; Przewlockat al, 1994). De forma especial, Haberstock-Dedical. (2003)
demonstraram a supra-regulacéo da sintese e dasediprde receptores opidides apds a
administracdo de morfina. Entretanto, as alteracfieascricionais mais marcantes
induzidas pela morfina recaem sobre o grupo decjmas$ relacionadas ao citoesqueleto

(Loguinovet al, 2001; Marie-Clairest al, 2004).
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10. Estrutura e funcdes do citoesqueleto

Todas as células eucariotas contém filamentos ipostérganizados em feixes,
redes ortogonais ou trelicas, os quais determirspacto citosolico similar a um gel. Estes
filamentos formam o citoesqueleto, que sofre regwsaconstantes, orientando o transito de
organelas e alterando o estado fluidico do citaswiferindo flexibilidade e sustentacéo a
célula, permitindo que esta assuma varias formabniante (revisado em Lodisét al,

2003; Fletcher & Mullins, 2010).

7z

O citoesqueleto € composto por microfilamentosanigntos intermediarios e
microtubulos, divididos de acordo com didmetroamo e tipo de subunidade. A maioria
das células possui os trés tipos de filamentog/mgente encontrados em regides distintas e

com fungbes complementares (revisado em Brinki@971Lodishet al, 2003).

Os microfilamentoséo polimeros de subunidades monoméricas de Gaaotidas
por ligagbes nado-covalentes. A unido de vérias ridades forma filamentos polares
helicoidais (F-actina) que estdo constantementensartando e alongando, formando e
dissolvendo feixes e redes no citosol (Letourne&f9). Normalmente h4 uma zona
estreita logo abaixo da membrana plasmatica, mgangcrofilamentos organizados em
rede, a qual impede a permanéncia de organelasrifi@ria do citoplasma (Lauffenburger,

1996; Strickeeet al, 2010).

A polimerizacdo dos microfilamentos e sua direcédaitmacgéo s&o coordenadas
por varias proteinas citoplasmaticas, sinalizadascipalmente por alteracbes na
membrana (Letourneau, 2009). A timosina B4 inilpolmerizacdo da G-actina, enquanto
a profilina age promovendo adicdo de um fosfatd@® do dominio de ligacdo da actina,
tornando-a mais avida a polimerizacdo. A organizag@ filamentos simples, feixes ou
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redes é determinada por proteinas de interligagdactina (como fimbrina e filamina), a
ramificacdo dos feixes se da pela ligacdo a pratefalacionadas a actina (Arp#\ctin
related proteiny e o comprimento dos filamentos é controlado poteinas cortadoras
(gelsolina e cofiling Outra funcdo das redes de microfilamentos é sdevitrilho para o
deslocamento de vesiculas carreadas pela miosara. dqie ocorra 0 movimento ou
crescimento celular, o estado organizacional dge@teinas orienta a formacdo de uma
extensdo da membrana celular a partir da margeniredgdo sinalizada pela membrana
(lamelipédios ou pseuddpodos), que adere ao stbbstr@queia a célula para frente com a
projecdo do citoplasma, coordenando a locomocéacélida (revisado em Lodisét al,

2004 e Dominguez, 2009).

Os filamentos intermediarios sdo formados por agteg de uma grande familia de
proteinas, como por exemplo, lamininas, desminaisnentina. Estes filamentos formam
uma intrincada rede ortogonal que da suporte mezénimembrana nuclear e conecta
células, através da formacdo de juncgdes comuniafgbgp junction$ intercelulares

(Herrmanret al, 2009).

Subunidades diméricas de- e - tubulina se polimerizam formando
protofilamentos que se organizam, concentricamearte microtibulos. Os microtubulos
mostram uma instabilidade dinamica em seu comptionerem suas interligacdes a outras
estruturas, dependente da temperatura e da agdmtéénas associadas aos microtubulos
(MAPs — Microtubule Associated Proteinshs MAPs constituem um grande namero de
proteinas que influenciam a montagem e a estathdiddos microtabulos, e séo
classificadas em dois grupos de acordo com suadduriBrinkley, 1997). As MAPs

estabilizadoras tém um dominio que se liga a po@:&rminal, carregada negativamente
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da tubulina, neutralizando-a e consequentemerdabikzsando o polimero. O outro dominio
destas proteinas pode se ligar a membranas, fitamemtermediarios ou outros
microtubulos (Al-Bassanet al, 2006). O segundo grupo de MAPs desestabilizam os
polimeros diretamente, como por exemplo, a cataceg@az de cortar o filamento por um
processo ATP-dependente (Dehnetlaal, 2003; Goold & Gordon-Weeks, 2005, Conde &

Cércere, 2009).

Os microtabulos s&@o responsaveis por alguns movoserelulares, como
transporte de vesiculas no citoplasma, alinhamesiparacdo de cromossomos na divisao
celular, orientando a extensdo do cone neural el&cicnento (revisado em Lodigh al,
2004). A regulacéo destas funcdes é feita atrawddAPs, sinalizadas por varias enzimas

(MAP-quinases), mas seus mecanismos ainda nao totaimente elucidados.

As MAP2c sdo as menores e mais abundantes MAPsarimos, e recentemente
foi sugerida a possibilidade de sua ligagédo tantwiaotubulos como a microfilamentos
pelo mesmo dominio de ligacdo, ap0s a acdo de afgton intracelular desconhecido
(Rogeret al, 2004; Gordon-Weeks, 2004). Interessantemente,ralagao entre MAP2c e
a génese de tumores tem sido apontada, como adelauper-expressdo em células
cancerigenas pré-malignas (Cunningheimal, 1997; Fanget al, 2001). Soltaniet al.
(2005) demonstraram o potencial desta proteina maizir defeitos mitéticos com
consequente inibicdo de crescimento em células elanoma cutaneo. Segundo estes
estudos, algum fator enzimatico intracelular paleer capaz de modular a atuagédo da
MAP2c, fazendo com que ora se ligue a microtubuwos,a microfilamentos, orientando

suas fungdes tanto em neurbnios quanto em célutasais.
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Muitas das funcdes do citoesqueleto estdo, de oeateeira, relacionadas a efeitos
observados pelo uso de inibidores seletivos de QORor exemplo, a hiperalgesia
depende do transporte de vesiculas contendo n&osatissores, realizado por
microtUbulos nos nociceptores. A demonstrada agéddria de coxibes sobre a migracdo
de leucécitos (Muscarat al, 2000; Menezest al, 2005) depende da polimerizacao de
microfilamentos de actina para a formacéao de lgtdios e pseuddpodos, que orientam a
movimentacao celular (Lodisét al, 2004). Os efeitos antineoplasicos e antimetaskti

~

dos coxibes também estéo relacionados com a foordas “spindles” (fusos) orientada
por microtubulos durante a divisao celular, quenmee a proliferacdo das células
(Brinkley, 1997, Altorkiet al; 2003). Experimentos de transfec¢cdo de genes deracem
gue a polimerizacao filamentosa aberrante da um& Ménominada Tau (estruturalmente
muito semelhante & MAP2c) est4 ligada a doencamdegenerativas, como a deméncia.

Pacientes com Alzheimer séo beneficiados pela dgaa@oxibes justamente nos sintomas

de deméncia mental (Nivsarkatral, 2004; Soltanet al, 2005).

Mais recentemente, alguns estudos mostraram unagacelentre mecanismos
intracelulares neuronais regulados por componettesitoesqueleto e a sensibilizacéo e
transducéo nociceptiva envolvidas na dor inflamat(ley et al, 2000; Dinaet al, 2003).
Dinaet al. (2003) mostraram que inibidores de componentestdesgueleto atenuaram a
hiperalgesia induzida por epinefrina, mas ndo p€&i&. No mesmo trabalho, os autores
demonstraram que 0s segundo mensageiros intraeslulguinase regulada por sinal
extracelular (ERK) e proteina-quinase epsilon (PKC¢), dependem da integridade do

citoesqueleto para sua atuacgao.
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Uma relacdo entre citoesqueleto e dor cronica doibém estabelecida com a
observacdo da rapida despolimerizagdo de micrai8bapos a ativacdo de TRPV1
(Transient Receptor Potential Vanilloid typg (Goswamiet al.,2006 e 2008), um canal
catidnico nao seletivo envolvido na cronificacdoptecesso dolorosos (Cateriea al,
2000; Daviset al, 2000; Goswamiet al., 2009) Apesar disso, o envolvimento do
citoesqueleto e as vias de sinalizacdo na resposiaeptiva periférica ainda permanece

obscuro.
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OBJETIVO GERAL

Investigar os mecanismos de acdo envolvidos nac@wlue hipoalgesia apos
administracdo de celecoxibe, verificando um pos$sweolvimento de componentes do

citoesqueleto e dos sistemas opidide e canabindide.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Avaliar a intensidade, o tempo de administragcdo dependéncia do modelo
hiperalgésico para inducao de hipoalgesia pelacoriee;
2. Verificar o envolvimento periférico de componendescitoesqueleto na hipoalgesia

induzida pelo celecoxibe e pela morfina;

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

do celecoxibe com outros inibidores ciclooxigengses

4. Avaliar a participagcédo dp-endorfina na hipoalgesia induzida perifericameei®

celecoxibe; através da marcacao imuno-histoquimica,

5. Comparar a intensidade do efeito analgésico causeldoadministracdo periférica
de diferentes compostos. OSU03012 (analogo domelex sem acdo em COX-2),
B-endorfina (agonista opidide) e agonistas de receptcanabindides do tipo €B

(ACEA) e CB (JWHO015);
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MATERIAIS E METODOS
10. Animais

Foram utilizados ratos Holtzman, machos, pesandoe ehi/0 e 200 gramas
provenientes do Centro de Bioterismo do Institueo @iéncias Biologicas da UFMG
(Cebio-ICB/UFMG) e alojados em grupos de quatraiogo animais em caixas plasticas

forradas com maravalha autoclavada. Racdo comeréigiia foram fornecidasl libitum

Trés dias antes da realizacdo dos experimentaaniogis foram ambientalizados
na sala de experimentacdo do Laboratorio de Inffdmae Dor (Departamento de
Fisiologia e Farmacologia, ICB/UFMG), em condi¢cdbs temperatura (23 a 25) e
luminosidade (12 horas de luz/dia) controladasdMaanterior ao experimento, 0s animais
foram submetidos ao manuseio e ao aparelho deag&alda resposta nociceptiva de forma

a mimetizar as condi¢fes do dia de experimento.

Todos os procedimentos obedeceram as normas paspuab Comité de Etica em
Experimentagcdo Animal (CETEA) da Universidade Fabee Minas Gerais (protocolo

180/07).
11. Tratamentos Farmacoldgicos

Imediatamente antes da administracdo das drogas, feumulacdes comerciais
foram pesadas e as suspensdes ou solucdes fonaangat@s com base na quantidade (peso
em mg) da substancia ativa descrita pelo fabricae animais dos grupos controle foi

administrado veiculo no mesmo volume, via e tengstthtamentos experimentais.

Os nomes quimicos de algumas drogas utilizadastude estéo listados no anexo
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Foram utilizadas as seguintes ferramentas farmgicals:
Agentes hiperalgésicos: carragenina (CG; 250 pb) e prostaglandina,EPGE;
2 pg, i.pl);

Inibidores seletivos de COX-2: celecoxibe (CX; 1@/kg, s.c. ou 30, 100 e 300 ug,

i.pl.) e SC236 (12 mg/kg, s.c.);
Inibidor seletivo de COX 1: SC560 (5 mg/kg, s.c.);

Inibidores néo seletivos de COX: indometacina (Jndlang/kg, s.c.), paracetamol

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

Agonistas opiodides: morfina (MORF; 2 mg/kg, s.cf}-endorfina p-end; 0,05 a 2
Hg, i.pl);

Inibidores da funcdo de microtdbulos: nocodazol ZNI1 e 10 pg, i.pl) e

colchicina (CCC; 0.8 e 8 ug, i.pl.);

Oligonucleotideo antisense: anti-MAP2c (20 pg/digratecal (i.t.) por 4 dias) e

controle (‘Mismatch”),

Inibidores da fungcéo de microfilamentos: latruncalB (LB; 0,0005 a 5 pg, i.pl.) e

citocalasina RCTB; 0,001 a 1 pg, i.pl.);
Inibidor de filamentos intermediarios: acrilamidedD; 0,1 a 10 ug, i.pl.);

Antagonistas opidides: naltrexona (NTX; 50 pg,.J.p¢ naloxona metiodida

(NLXm; 50 pg, i.pl);

Anélogos do celecoxibe: OSU03012 (OSU; 30 a 100iyy) e araquidonoil-

celecoxibe (AA-CX; 50 a 300 pg, i.pl.);
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. Agonistas canabinéides GBACEA (6 a 60 pg, i.pl.); CB JWHO015 (JWH; 3,3 a
33 ug, i.pl.);
. Antagonista canabindide GBSR144528 (SR; 50 ug, i.pl.);
12.Fonte das drogas

As drogas SC560 e SC236 foram adquiridas da Cay@temical Company
(EUA); o celecoxibe (Celebfa da Pfizer Pharmaceuticals (Porto Rico); a morfiza
Merck AG (Alemanha); os oligonucleotideos da Bion@tJA); As demais drogas, citadas
no item 2 desta secao, foram compradas da Sign@cAIdEUA). O SR144528 foi

gentilmente doado pela Sanofi-Recherche (Franca).
13. Administracéo intratecal

Os oligonucleotideos foram administrados por vieatecal, para isso, 0s animais
foram anestesiados com mascara de isofluranoiatélalizacdo. Apds perda do reflexo de
retirada da cauda, a porcao lombar da coluna veitéll discretamente flexionada com
auxilio de um tubo falcon (50 ml) posicionado abado abdome do animal que foi
mantido na posicdo horizontal sobre a bancada, @ndorso voltado para o
experimentador. Uma agulha de 30 G acoplada a wnaga Hamilton de 50 ul foi
introduzida, em uma angulacao de aproximadameritendForame entre as vértebras L4 e
L5. ApGs a agulha atingir o espaco intratecal, 2@q tratamento foi cuidadosamente
administrado. Os protocolos de administracdo dogomlicleotideos e de exérese dos

ganglios da raiz dorsal estdo descritos a seguten d desta secao.
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14.Estimulo hiperalgésico

A carragenina\ foi esterilizada sob luz ultra-violeta por 30 narsolubilizada em
solucdo salina estéril na concentracdo de @&p@or 0,1 ml (2,5 g/ml). A solucdo foi

armazenada sob refrigeracdo (aproximadamente &tCjgpmaximo 4 dias antes do uso.

Os animais tiveram a pata direita injetada, porimeaplantar, com a solucédo de
carragenina, e a pata esquerda injetada com o masimme de veiculo (0,1 ml de salina).
Em alguns estudos, a prostaglandip@&sE; 2 ug em 0,1 ml de salina) foi utilizada como

agente hiperalgésico para comparagao.

O momento de injecdo do estimulo nociceptivo faisiderado como tempo zero

(TO) em todos os protocolos experimentais empregyad@valiacdo de respositasivo.
15. Avaliacdo da resposta nociceptiva

A resposta nociceptiva foi avaliada pelo métodea®@presséo progressiva da pata
proposto por Randall & Selitto (1957). Este métodosiste na mensuracao da for¢a (em g)
necessaria a deflagracdo da resposta comportangentadcicep¢cdo em ratos, geralmente

reconhecida como retirada da pata do aparelho.

Para isto, 0 animal foi colocado em estacdo adrdatalgesimetfce uma das patas
traseiras foi, entdo, flexionada caudalmente eaaaoisobre a base do aparelho, apos
acionamento do pedal a intensidade de pressédo tai@emlocidade constante de 32 g/s.
Ao se observar o reflexo de retirada da pata (stapwociceptiva), o valor da pressao que
evocou a resposta (em gramas) foi anotado. Patar eeisdes por compressédo, foi

estabelecido um peso limite maximo de 300 g commgpde corte em cada avaliacdo. A

! Modelo 7200, Ugo-Basile, Italia
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resposta nociceptiva foi avaliada antes dos trattmadresposta basal) e nos tempos: %, 1,

2, 3,4 e 6 h apos a administracdo do estimuladlgpesico.

Nos animais que mostraram diferenca significatwaaor da resposta nociceptiva
em relacdo a resposta basal apenas nas patasadéar(efeito unilateral), a avaliacdo da
intensidade da resposta nociceptixdifniar nociceptivo) foi expressa atraves da difigee
entre o valor obtido (em g) em cada pata traseiracada tempo, pois este valor expressa
melhor a real condicdo do animal em cada momentoa&imais apresentando respostas
diferentes das iniciais em ambas as patas (efelttetal), a intensidade do limiar

nociceptivo foi expresso separadamente (em g) el jgata.
16. Protocolos experimentais
a. Intensidade de efeito antinociceptivo

No estudo comparativo de intensidade de efeitonaciteptivo, diferentes
compostos com reconhecida acdo analgésica (cebegariprfina, indometacina, dipirona,
paracetamol, SC560, SC236) ou veiculo foram adiragiss por via subcuténea, na regiao
da cernelha do animal, %2 hora antes do estimulerdiggsico, induzido pela carragenina
nas patas direitas, solubilizada em um volume eotstde solugédo salina (0,1 ml). As

patas esquerdas foram injetadas com o mesmo valarselugéo salina (0,1 ml) (Esq. 1).
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i.ol. Resposta nociceptiva

g S.C.
A A T
0

-1 1 2 3 4 6horas

Esquema 1: Protocolo experimental geral empregadoos estudos do efeito de drogas
analgésicas sobre a resposta nociceptivédpds a medida basal (B), os compostos
analgeésicos (A) foram administrados %2 hora antesstionulo hiperalgésico (EH: CG na
pata direita) Os animais dos grupos controle receberam o vetlulvatamento em igual

volume e no mesmo momento.

b. Influéncia do tempo de administracdo sobre o efeitipoalgésico do

celecoxibe

Nos ensaios de efeito dependente do tempo de adragéo, os animais receberam
o celecoxibe em diferentes tempos em relagdo @mwdst hiperalgésico, sendo estes, %2

hora antes, ¥z hora depois e 2 horas depois da@amjetyaplantar de CG (Esq. 2).

B l i.pl. l l Resposta nociceptiva
) R
) % Y1 2 3 4 6 horas

Esquema 2 Protocolo experimental empregado para comparacdo deefeito do
celecoxibe em diferentes tempos de administracdéds setas mostram os tempos de
administracdo subcutédnea do celecoxibe. B: resposticeptiva basal, EH: estimulo

hiperalgésico na pata direita: CG 250 pug ou PBEQ.

C. Experimentos com modificadores do citoesqueleto

Drogas que interferem na dinamica de polimerizagdocada componente do
citoesqueleto foram administradas, por via intnagalg Y2 hora antes do tratamento com
celecoxibe ou morfina, que por sua vez foram adirados Y2 hora antes do estimulo

inflamataorio.
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d. Experimentos com oligonucleotideoantisense

O oligonucleotide@ntisensegpara MAP2c ou o control@ismatchforam injetados,
por via intratecal, a cada 24 horas em 4 dias coises. No quinto dia, as respostas
nociceptivas basais foram obtidas e os animaidesaen celecoxibe (12 mg/kg, s.c.) ou

salina, %2 h antes da CG. A resposta nociceptivalftida nos tempos 1, 2, 3 e 4 h (Esq. 3).

ApOGs a ultima medida, os animais foram anestesi@®s uma associagdo de
xilazina e cetamina (2 e 100 mg/kg, respectivameateutanasiados por deslocamento
cervical imediatamente antes da exérese dos gandéoraiz dorsal entre L4 e L6. O
material coletado foi imediatamente exposto ao @e&loo para congelamento rapido e
estocado em freezer -80°C até o processamentotpateca de RT-PCRrdal time-
polimerase chain reactignA avaliagdo da resposta nociceptiva foi reabzads tempos 1,
2,3 e 4 hapods a CG. A técnica foi realizada boratério de Farmacologia da Inflamacéo
e Dor da Faculdade de Medicina de Ribeirdo PrdttsPR, sob a orientagcdo do Professor

Dr. Carlos Amilcar Parada.

E i.t. s.C. i.ol. Resposta nociceptiva
ML A A T T ]
- 4 dias - 0 1 2 3 4 horas

Esquema 3: Protocolo experimental empregado nos expmentos com
oligonucleotideo antisense (AS) para MAP2c, por via intratecal (i.t.). B: resposta

nociceptiva basal; X: celecoxibe, 12 mg/kg, s.c.; CG: carragenin® 2 pata direita.
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e. Caracterizacao do efeito da citocalasina B

Para verificagdo do efeito local, a CTB foi adntisida na pata esquerda dos
animais pré-tratados com CX os quais receberammastihiperalgésico na pata direita. A

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

Para se determinar o tempo de maior eficacia dantento com citocalasina, a
CTB (1 pg, i.pl.) foi administrada %2 hora antestddamento com CX (12 mg/kg, s.c.) e

apos as mensuracdes dos tempos 2 e 1 hora apo¢EsG.@&).

cTB Resposta nociceptiva
B L s.C. i.pl. E} _ _ _ _ _
L\ & | T
) 0 o1 2 3 4 5 6 hora

Esquema 4: Protocolo experimental realizado com difentes tempos de
administracdo da citocalasina B (CTB; 1 ug, i.pl.g os tempos de avaliagcdo de resposta
nociceptiva As setas indicam os diferentes tempos de injeggd€TB. Os animais dos
grupos controle receberam o veiculo do tratamesating ou DMSO <1%) em igual
volume e no mesmo momento. B: resposta nociceptgal, CTB: citocalasina B, 1 pg/
pata direita; CX: celecoxibe; 12 mg/kg, s.c.; C&ragenina 250 ug/ pata direita.

f. Seletividade do efeito da citocalasina B

Os animais deste grupo receberam injecbes de CiUBalina, Y2 hora antes da
administracdo subcutanea de inibidores de COX (BCZC560, indometacina ou
dipirona). Apés outra ¥ hora, foi realizada a adstiacdo de CG (250 pg, i.pl.). A

resposta nociceptiva foi avaliada nos tempos 3, 2,e 6 horas.
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g. Efeito da administracdo intraplantar de diferentesfarmacos sobre a

nocicepgao

Os diferentes farmacos testados (celecoxibe, OS1LI)3Bendorfina, ACEA e
JWHO015) tiveram suas acdes analgésicas avaliadagsatda administracdo intraplantar de
diferentes doses, 5 min antes da CG e a resposteeptiva dos ratos assim tratados foi

aferida nos tempos Y2, 1, 2, 3 e 4 horas (Esq. 5).

B i.pl. i.pl. Resposta nociceptiva
' A A BB
- 5min 0 Y21 2 3 4 horas

Esquema 5. Protocolo experimental empregado na car@rizacdo do efeito
hipoalgésico induzido por administracGes intraplardres de diferentes farmacosF:

farmacos. CG: carragenina.

h. Avaliacéo farmacoldgica da hipoalgesia induzida péericamente

Para avaliacao dos efeitos da citocalasina B,axaltra e SR144582 sobre o efeito
hipoalgésico induzido perifericamente, tais comp®$bram administrados em volume de
50 pl, 25 min antes dos farmacos referidos no itemremmeambém injetados em volume

de 50ul, 5 min antes da CG (Esg. 6). O volume total agetnas patas foi de 200
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i.pl. i.pl. i.pl.

i

-30°

Tempo (h)

CTB CX
CG
NTX B-end
SR ACEA
JWH

Esquema 6. Protocolo experimental empregado na avatao dos efeitos do inibidor de
microfilamentos (CTB) e dos antagonistas de recepies opidides (NTX) e canabindide
CB: (SR) sobre o efeito hipoalgésico induzido por admistraces intraplantares de
diferentes compostos analgésico€TB: citocalasina B; lug; NTX: naltrexona, 5Q.g;

SR: SR144528, 50ug; CX: celecoxibe;p-end: p-endorfina; JWH: JWHO015; CG:

carragenina.

17.Ensaio imuno-histoquimico para deteccao dg-endorfina

Para avaliacdo do conteludo fleendorfina no citoplasma de queratinécitos do
epitélio circunvizinho ao sitio de administracdo estimulo hiperalgésico, os animais

foram divididos nos seguintes grupos experimerftiscritos no item 8 desta se¢éo):

- tratados com veiculo ipl (Veic-Veic-Veic), caremgna ipl (Veic-Veic-CG);

- pré-tratados com CX por via sc ou ipl (Veic-CX-as com JWH ipl (Veic-JWH-CG);
- pré-tratados com SR144528 e CX (SR-CX-CG) ou @TBX (CTB-CX-CG);

Apés a sequéncia de tratamentos, os animais fetaamasiados por deslocamento
cervical nos tempos 30, 60 ou 120 minutos apos aeCéntdo, fragmentos dos tecidos
moles da regido plantar das patas direitas destegm@ foram excisados. As amostras de

tecido foram fixadas em solucdo formalina tampon@ita7,2) por 48 horas, lavadas em

45



agua corrente, desidratadas, clarificadas e iretuén blocos de parafina. Os blocos foram

seccionados longitudinalmente com espessura jgie,4e os cortes colocados em laminas

cobertas com 2% 3-aminopropiltrietilsil&ngara posterior processamento pela técnica de
imuno-histoquimica, segundo protocolo modificadaldscrito anteriormente por Caliati

al. (1997) e Pachecest al. (2007).

A anélise morfométrica das laminas foi realizadia ©® emprego de microscopio de
luz e de morfometria digital. As imagens foram déas em aumento de 40x, com auxilio do
programaeasy-grabpor uma microcamera JVC TK-1270/R&8coplada ao microscépio.
Posteriormente, a area de expressa@-dadorfina foi delimitada através da sele¢do da
regido imunomarcada e analisadas por meio do preg&300' contido no analisador de

imagens Kontron Elektronick/Carl Ze®gCaliariet al, 1997; Pachecet al, 2007).

Para cada animal foram capturadas e analisadanat@ns, perfazendo uma total
de uma &rea total de 853.334#° de tecido analisado em cada caso. A area de marcacé
para B-endorfina foi calculada através da selecdo doslpixda marcacdo imuno-
histoquimica na imagem real, com subseqiente ori@E uma imagem binaria e
processamento digital. Todas as medidas foramasbpidlo programa KS300 do analisador
de imagens Carl Zeiss (Oberkochen, Germany). Raemgao das médias foram utilizados
de 6 a 9 animais por grupo experimental A respfostavaliada de acordo com as médias e
erros padréo de todos os valores assim obtidosadmtempo. A expresséo glendorfina
foi expressa como o percentual da area imunomamradalacdo a superficie epitelial total

anteriormente demarcada. A obtencdo das imagers andlises morfométricas foram

2 Sigma Chemicals, St. Louis, MO, EUA
% Victor Company of Japan, Yokohama, Jap&o.
* CarlZeiss, Oberkochen, Alemanha.
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realizadas por um experimentador que desconhedi@tasnentos aos quais 0s animais e

amostras foram submetidos.

Todos os ensaios de morfometria digital foram redibs no Laboratorio de
Morfometria do Departamento de Patologia Geral mtituto de Ciéncias Biologicas da

UFMG, sob a orientagéo do professor Dr. MarceldgabCaliari.

18.Ensaio imuno-enzimatico para deteccdo dp-endorfina no tecido plantar da

pata de ratos

Para este ensaio, 0s animais foram divididos eqmogrde 6 ou 8 animais, aos quais

foram administrados diferentes farmacos (desceitogada item).

Assim sendo, apos a CG, os animais foram eutamasjzat deslocamento cervical
e tiveram suas patas lavadas com alcool 70%. @aguiantar destes ratos foi excisado
com o auxilio de unpunchde 8 mm de didametro, pesado e incubado emulL86 solucdo
HBSS por 1 hora a 37°C em agitador para oxigendgdoamostras. Apos o periodo de
incubacao o tecido foi macerado e recolocado nac&ol O material foi centrifugado e
uma amostra de 51 do sobrenadante foi separada e imediatamenteaysad deteccao
dos niveis de3-endorfina utilizando um Kit comercial. Os resutiadoram obtidos pelo
método de EIAPReptide Enzyme Immunoaskagy as amostras processadas de acordo com
o protocolo recomendado pelo fabricante (Peninsaiberatories, LLC - Bachem Group).
Ao fim da reacdo imuno-enzimatica, a concentrag@@-dndorfina foi determinada em
leitor de ELISA (EL800, Bio-Tek Instruments, In&inooski, VT, USA) a 450 nm. Os
dados obtidos foram divididos pelo peso inicialasaostra de tecido plantar excisado e

analisados nos programas Microsoft Office Excel®8®risma 4.
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DELINEAMENTO ESTATISTICO

Os experimentos foram analisados pelo método deelpar subdivididas, no qual as
parcelas sédo os grupos de animais e sub-parcelaspes. As médias obtidas neste estudo
foram comparadas entre 0s grupos experimentais ezitie os tempos pela analise de
variancia (ANOVA) seguida do pos-teste de Bonfearrdforam consideradas médias

diferentes quando os valores de P foram menore8,§6¢P < 0,05).

Como padrao de diferenciacao entre médias foi ugadeguintes icones:

*: diferente de hiperalgesia, isto é; diferente/ééc-CG ou Veic-PGE

#: hipoalgesia, maior que zero (efeito unilatesal)maior que resposta basal (bilateral);
**: diferente de hipoalgesia, isto é; diferente@¢-CG, MORF-CG, Par-CX, Dip-CG etc.

x: diferente de controle Salina ou Naive (n&o ttaja
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RESULTADOS

RESULTADOS PARTE |

Padronizacao dos efeitos do celecoxibe administradstemicamente nos modelos de

hiperalgesia - comparacido com a morfina
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12.CARACTERIZACAO DA RESPOSTA HIPOALGESICA INDUZIDA PE LA

ADMINISTRACAO SISTEMICA DE COMPOSTOS ANALGESICOS

Apoés experimentos de relacdo dose-efeito, a dose5@eug de carragenina foi
escolhida como agente pro-nociceptivo padrdo, pstga dose foi eficiente em induzir
efeito hiperalgésico significativo nos tempos meadas neste modelo (Graf. 1). A escolha
do celecoxibe (CX) como coxibe-padréo, e da doseraitilizada (12 mg/kg) no presente
estudo foi orientada por trabalhos anteriores patlhs pelo mesmo grupo de pesquisa

(Francischiet al, 2002; Francat al, 2006).
12.1. Padronizagéo do estimulo hiperalgésico

A avaliacdo das respostas nociceptiva mostrou sidades maximas entre 2 e 3
horas e seu carater dose-dependente foi evidend@alanimais que receberam a menor
dose (100 pg) mostraram reducdo no limiar de deftég da resposta nociceptiva (em
relacdo do grupo salina) nos tempos 2 e 3 horagir@ms que receberam 250 e 500 g
mostraram médias superiores as do grupo salirgyieatdentes entre si em todos os tempos

mensurados na avaliacdo da resposta nociceptiéh (Gr

A dose de 250 pg de carragenina foi escolhida quedo&o pro-nociceptivo para 0s
experimentos subseqientes por ter induzido ef@iterddgésico significativo nos tempos

mensurados neste modelo.
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Grafico 1. Efeito da administracdo intraplantar de diferentesdoses de carragenina
(CG; 100, 250 e 500 pg/pata) sobre o limiar nocicéypo em pata de ratos, avaliada em
algesimetro de pressaoVeic: veiculo salina. x: diferente de controlécudo (N=7 a 9; P
< 0,05).

12.2. Efeito analgésico de diferentes farmacos sobre asgosta nociceptiva

Para fim de reproducdo de efeitos sobre a respust&ceptiva anteriormente
descritos em literatura, avaliou-se a influénciatddamento por via subcutdnea com
celecoxibe (CX; 12 mg/kg), SC236 (5 mg/kg), dipaof(Dip; 360 mg/kg), paracetamol
(Par; 360 mg/kg) ou morfina (MORF; 2 mg/kg) sobrdiniar nociceptivo de ratos, no
modelo de hiperalgesia induzida pela carragenia @50pug, i.pl.). Todos 0os compostos
elevaram o limiar de deflagracdo da resposta npitvee acima dos valores basais,
causando hipoalgesia nas primeiras trés ou quatashEntretanto, animais tratados com
CX, SC236 e Dip mostraram efeito hipoalgésico (GE3f apenas na pata inflamada,
enguanto animais tratados com Par e MORF, mostrafaito nas patas inflamada e néo

inflamada (Graf. 3).
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De forma diferente, no mesmo modelo, os grupodrptédos com indometacina
(Indo; 4 mg/kg) ou SC560 (5 mg/kg) mostraram apesfefto de restabelecimento do
limiar nociceptivo aos niveis basais, isto é; egl@ntes ao controle veiculo (Veic-Veic),
caracterizando o efeito anti-hiperalgésico caugamtanibidores ndo seletivos de COX ou

seletivos para COX 1 (Graf. 4).
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2 9 -~ CX-CG
S 60, —O- Dip-CG
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< . X
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-1200————7— ; — |
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Gréafico 2. Efeito hipoalgésico unilateral (apenas as patas inflamadas) causado pelo
pré-tratamento com celecoxibe (CX; 12 mg/kg), SC23@2 mg/kg) ou dipirona (Dip;

360 mg/kg) no modelo de hiperalgesia induzida pomacragenina em pata de ratosOs
compostos analgésicos foram administrados, poswigutanea, %2 h antes da carragenina

(CG; 250 pg, i.pl.). Veic: salina. #: maior queaénipoalgesia) (N= 5-8; P < 0,05).
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Gréafico 3. Efeito hipoalgésico induzido bilateralmate apds administracdo sistémica
de morfina (MORF; 2 mg/kg) ou paracetamol (Par; 360mg/kg) no modelo de
hiperalgesia induzida por carragenina.Os compostos analgésicos foram administrados,
por via subcutanea, ¥z h antes da carragenina (8@1g, i.pl.). Veic: salina. #: maior que

o valor basal; hipoalgesia (N=5; P < 0,05).
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Grafico 4. Efeito anti-hiperalgésico causado pela dministracdo subcutanea de
indometacina (Indo; 4 mg/kg) ou SC560 (5mg/kg) no adelo de hiperalgesia induzido
por carragenina (CG; 250 pg, i.pl.).Indo e SC560 foram administrados %2 h antes da

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

modelos de hiperalgesia induzida por carragenina oprostaglandina E;

Para melhor caracterizar o efeito hipoalgésico Zittu por CX, procedeu-se o
estudo tempo-efeito, no qual se observou que argsingicdo de CX %2 hora apés a CG,
induziu efeito hipoalgésico semelhante ao padréié-tfptamento), nos tempos 1, 2 e 3
horas. Porém, quando administrado 1 h depois dao@X mostrou apenas um efeito anti-
hiperalgésico, e que a administracdo 2 h depo8G@&@ausou apenas uma discreta reducao
da hiperalgesia induzida por CG (Graf. 5 A). A adistracdo de CX em animais que
receberam apenas salina intraplantar ndo causdo stdbre o limiar de deflagracdo da

resposta nociceptiva no modelo estudado (Graf.5 A)

De forma diferente, quando a P&i utilizada como estimulo hiperalgésico,
apenas o pré-tratamento com CX foi capaz de caefedto hipoalgésico. Este efeito
observado foi de intensidade e duragdo menoresdqueomparados aos animais que
receberam CG. Todos os ratos que receberam, P&Horam pds-tratados com CX
mostraram reducdo do limiar nociceptivo semelhau® animais injetados apenas com

veiculo e CG, isto é, resposta hiperalgésica (GrBi.
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Grafico 5. Efeito hipoalgésico induzido por celecaie depende do tempo de sua
administracdo e do modelo de inducédo de hiperalgesutilizado. A administragcdo do
celecoxibe foi realizada % h antes ou %, 1 e 2shap®s 0 estimulo hiperalgésico com
carragenina (A) ou PGHB). Veic: etanol 2 %; CG: carragenina, 250 upl.;i.PGE:
prostaglandina g 2 ug, i.pl.; CX: celecoxibe, 12 mg/kg, s.c. *: difeterde Veic-CG ou

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

RESPOSTA HIPOALGESICA

Apobs a confirmacéo do efeito hipoalgésico causantdX e MORF, no modelo de
hiperalgesia induzido pela CG, foram procedidoserpgerimentos para se verificar a

participacdo de componentes do citoesqueleto tipstde resposta antinociceptiva.
13.1. Participacdo de microtubulos na resposta hipoalgé&sa
13.1.1.Prevencéo da hipoalgesia por inibidores da poliragéio de microtubulos

Para este estudo foram utilizados dois inibidoeepalimerizacdo de microtubulos,
0 nocodazol (NDZ; 1 e 10 pg/pata = 3,32 e 33,2 mB)oé a colchicina (CCC; 0,8 e 8
pg/pata = 2 e 20 uM), e ambos preveniram de mawmesa-dependente a hipoalgesia
causada pelo CX (Gréaf. 6 A e B). Entretanto, a attracao local de CCC induziu apenas
uma prevencado parcial do efeito da MORF sendo whderefeito anti-hiperalgésico nas
primeiras 2 horas (Graf. 7). Surpreendentementanosais tratados com CCC mostraram
um efeito tardio de potencializacdo da hiperalgesiaseja; uma reducao dos limiares
nociceptivos abaixo do controle de hiperalgesidd\z) (Graf. 6 B; 7 e 8). Nos ratos dos
grupos controle salina a administracao intraplaisaiada de NDZ ou CCC nao alterou a
resposta nociceptiva, porém, quando administradoarites da CG, o NDZ potencializou 0
efeito da CG no tempo 4 h, enquanto o pré-tratamnemin 8 ug de CCC potencializou a
hiperalgesia nos tempos 4 e 6 horas e ainda, golotal hiperalgesia por mais de 8 h

(Gréaf. 8).
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Grafico 6. Prevencdo total da hipoalgesia causada pelo CX ap@ministracao
periférica de drogas modificadoras de microtibulosO nocodazol (NDZ; 1 e 10 ug,
i.pl.; A) e a colchicina (CCC; 0,8 e 8 ug; B) foradministrados intraplantarmente %2 h
antes da injecdo subcutédnea de celecoxibe (CX; @&xgn Em todos os grupos a
carragenina (CG, 250 pg/pata) foi injetada porinieaplantar %2 h ap6s o celecoxibe. A
pata contralateral recebeu apenas veiculo. VeicSOM 1%:*: diferente de Veic-CG, :

diferente de CX-CG; #: maior que zero; hipoalgéN=b; P < 0,05).
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Grafico 7. Efeito preventivo parcial da colchicina sobre o efto analgésico induzido
pela morfina. O prolongamento da hiperalgesia indugda por carragenina também é
observado. O inserto mostra que a CCC ndo afetou a respogi@aligésica na pata
esquerda, nédo inflamada. A colchicina (CCC; 0,8 eu® B) foi administrada
intraplantarmente %2 h antes da injecdo subcutémeaodfina (MORF; 2 mg/kg). Em todos
0S grupos a carragenina (CG, 250 pg) foi injetamtavia intraplantar %2 h apés a morfina.
A pata contralateral recebeu apenas veiculo. \&tucdo salina ou DMSO < 19;
diferente de Veic-CG, : diferente de MORF-CG; #: maior que a respostaalbas

hipoalgesia (N=5; P < 0,05).
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Gréfico 8. Efeito da colchicina ou nocodazol sobre hiperalgesia induzida por
carragenina. O nocodazol (NDZ; 10 pg) ou a colchicina (CCC;gf foram administrados
intraplantarmente 1 h antes da carragenina (CGu#ffata). A pata contralateral recebeu

apenas veiculo. Veic: solugédo salina ou DMSO < 1%liferente de Veic-CG (N=5; P <

0,05).

Os animais tratados com 8 pg de CCC e CG mostradama, hiperemia e eritema
intensos. Tais efeitos foram observados a partilSemin apos a injecdo de CG e
perduraram até 8h como apresentado na Figura lanfdsais foram eutanasiados em
camara de C@logo apdés a ultima medida de limiar nociceptivo {8 quando

demonstravam sinais evidentes de hiperalgesian@ite edema nas patas direitas.
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Figura 1. Aspecto macroscopico das patas dos rattratados intraplantarmente com
colchicina e carragenina, no tempo 8 horas: hipereia, eritema e edemaA colchicina
(CCC; 8 ug) foi administrada intraplantarmente dnkes da carragenina (CG, 250 pg). A

pata contralateral recebeu veiculo. Veic: solugdios ou DMSO < 1%.
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13.1.2.Auséncia da participacdo da proteina associadacitiipulo 2c (MAP2c)

na resposta hipoalgésica induzida por celecoxibe

Como a MAP2c foi apontada como um possivel fatosidalizagdo celular entre
microtubulos e microfilamentos e ainda para a fexacéo tumoral e regulagéo de enzimas
intracelulares (Cheret al, 1992; Rogeret al, 2004; Goold & Gordon-Weeks, 2005),
procurou-se determinar a influencia desta MAP sabresposta hipoalgésica induzida por
CX. Assim, foi observado que a inibicdo da expresEMAP2c através do pré-tratamento
intratecal (Graf. 9) com um oligonucleotidaatisensecontra MAP2c (20 ug/dia) por
guatro dias consecutivos nao causou efeito sobigoalgesia induzida pelo CX ou sobre a
hiperalgesia induzida por CG. Além disso, ndo fmervada diferenca significativa entre o
pré-tratamento corantisenses seu controlenismatchnos tempos mensurados. A inibicdo
da expressao da proteina MAP2c mattisensege nao por seu controle, foi confirmada pela
avaliacdo do percentual de inibicdo através dadaae RT-PCRréal time- polimerase
chain reaction dos ganglios da raiz dorsal extraidos dos anineaslos neste estudo logo

apos a ultima medida (4 horas) (Gréf. 10).
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Grafico 9. Auséncia de efeito apdés administracdo intratecal dantisense anti-MAP2c

ou controle (mismatch) sobre a resposta hipoalgésica causada por CX emtaa. O
oligonucleotideantisensgAs; 20 ug/dia) contraMAP2c ou seu controlmismatch(MM;

20 pg/dia) foram administrados intratecalmente por ualias consecutivos antes da
avaliacdo da resposta nociceptiva mecéanica emialg® de presséo. No dia da avaliacdo
nociceptiva, o As e o MM foram administrados 1 hHeanda injecdo subcutanea de
celecoxibe (CX; 12 mg/kg). Em todos os grupos aag@nina (CG, 250 pg/pata) foi
injetada por via intraplantar ¥2 h apds o celecaoxibeata contralateral recebeu apenas

salina. #: maior que zero (N= 4-5; P <0, 05).
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Grafico 10. InibicAo de MAP2c nos ganglios da raidlorsal pelo antisense, avaliado
pela técnica de RT-PCR real time- polimerase chain reaction). Apés a mensuragcdo da
resposta nociceptiva no tempo 4 h, os ratos awaiad método de algesimetro de presséo,
foram anestesiados e mortos por deslocamento akr@s ganglios da raiz dorsal destes
ratos foram extraidos e processados pela técniddTdeCR. MM: Mismatch 20 pg/dia;

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

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

13.2. Auséncia da participacdo de filamentos intermedidos na resposta
hipoalgésica
O pré-tratamento com diferentes doses de acrilaffi@®; 0,1; 1 e 10 pg/pata =
14,1; 141 e 1410 nmoles), um inibidor de filamentaermediarios, ndo causou efeito
sobre a resposta hipoalgésica causada por CX ourMGRaf. 11 A e B). A administracédo
intraplantar prévia de 1 ug de ACD também nao @ltesignificativamente os valores
médios do limiar nociceptivo observado apods a attnatdo de salina ou CG (Graf. 11 C).
(A acrilamida usada neste estudo foi testada emi@nparalelos que demonstraram que a

droga estava ativa).
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Grafico 11. Auséncia de efeito da administracdo intraplantar deacrilamida sobre a
hipoalgesia induzida pelo celecoxibe (A) ou pela mfma (B). O inserto (C) mostra a
auséncia de efeito da acrilamida (1 pg, i.pl.) tamlsobre o limiar nociceptivo de ratos aos
guais foi administrado, apenas salina ou apenastio@o hiperalgésico. A ACD foi
administrada intraplantarmente Y2 h antes da injetézutanea de celecoxibe (CX; 12
mg/kg) ou morfina (MORF; 2 mg/kg). Em todos os @sip carragenina (CG, 250 pg/pata)
foi injetada por via intraplantar Y2 h apés o cekdoe ou morfina. A pata contralateral
recebeu apenas veiculo. Veic: solucao salina ou®M3%; ACD: acrilamida, 0,1; 1 e 10
Kg, i.pl.*: diferente de Veic-CG; #: hipoalgesia (N=5; P,85).
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13.3. Participacdo de microfilamentos na resposta hipoaégica

O pré-tratamento intraplantar com inibidores danpetizacdo de microfilamentos,
latrunculina B (LB; 5 ng a 500 ng = 0,012 a 12,6otem) ou citocalasina B (CTB; 1 ng a
10 pg = 0,02 a 20 nmoles), preveniu de maneira-dependente a acdo hipoalgésica
causada pelo CX (Gréaf. 12 A e B). As doses maiardsram completamente o efeito
hipoalgésico. Diferentemente, um estabilizador dhnperizacdo de microfilamentos, a
faloidina (FD; 0,1 a 10 pg = 0,13 a 12,7 nmoleg) wausou efeito sobre esta resposta

hipoalgésica nas doses estudadas (Gréf. 13).

Nos tempos observados, os inibidores da poliméi@zade microfilamentos
utilizados neste estudo n&do produziram alteragdlere 2 resposta nociceptiva de animais

tratados apenas com veiculo ou CG (Graf. 12 C e D).
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Grafico 12. Prevencdo dose-dependente da hipoalgesiausada pelo celecoxibe apoés
administracdo intraplantar de inibidores da polimerizacdo de microfilamentosEm C

e D: auséncia de efeito de injecOes isoladas oasmociacdo com carragenina (CG, 250
1Q), respectivamente de latrunculina B (LB; 0,00mb5 e 0,5 pg) ou citocalasina B (CTB;
0,001; 0,01; e 1 pg). A LB ou CTB foram adminisaadntraplantarmente % h antes da
injecdo subcutanea de celecoxibe (CX; 12 mg/kg).t&mhos os grupos a CG foi injetada
por via intraplantar ¥2 h apos o CX. Veic: salihadiferente de Veic-CG*: diferente de
CX-CG; #: hipoalgesia (N= 4 a 8; P < 0,05).
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Grafico 13. Auséncia de efeito da administracdo intraplantar defaloidina sobre a
hipoalgesia induzida pelo celecoxibeA faloidina (FD; 1 pg/50 ul) foi administrada
intraplantarmente %2 h antes da injecdo subcutémealdcoxibe (CX; 12 mg/kg). Em todos
0S grupos a carragenina (CG, 250 pg/100 pl) fataga por via intraplantar %2 h apos o
celecoxibe. A pata contralateral recebeu apenasiieeiVeic: DMSO <1 %?*: diferente de

Veic-CG (N=5; P < 0,05).
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A dose de CTB (lug) necessaria para prevencao total da hipoalgediezida por
CX, causou apenas prevencao parcial do efeito ésiaty induzido pela MORF, sendo
entdo, observado um efeito anti-hiperalgésico emgréempos %2 e 3 h (Gréf. 14). Doses
maiores de CTB (10 e 3@y) ndo causaram aumento da acéo inibitéria destgadsobre a
hipoalgesia da MORF, ou seja; o efeito inibitéridximo exercido pela CTB sobre a

hipoalgesia da MORF foi expresso pela dose gg. 1
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w
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Grafico 14. Inibicdo parcial do efeito analgésico induzido pelanorfina causada pela
administracdo intraplantar de citocalasina B.A citocalasina B (CTB; 1 e 10 ug) foi
administrada intraplantarmente % h antes da injetfwutanea de morfina (MORF; 2
mg/kg). Em todos os grupos a carragenina (CG; 25dql injetada por via intraplantar %2
h ap6s a morfina ou veiculo (Veic; DMSO < 1%). Atgpaontralateral recebeu apenas

veiculo.*: diferente de Veic-CGs* : diferente de MORF-CG (N= 5-6; P < 0,05).
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13.4. Curva dose-efeito da participacdo de componentes dwotoesqueleto na

hipoalgesia

O gréfico 15 sumariza o efeito dos diferentes tageimibidores da fungcdo do
citoesqueleto sobre a hipoalgesia causada pelo €C¥mpo 2 horas apos a CG. Neste
gréfico, os dados foram expressos em funcéo logiadtda dose em moles dos inibidores
da funcéo do citoesqueleto. A LB e a CTB foram nediisazes em prevenir totalmente o
efeito analgésico causado pelo CX do que os inib&lde microtubulos como destacado
pelo retangulo tracejado no gréfico. Para a congdaraos valores médios observados em
animais tratados com CX+CG (hipoalgesia) ou Veict+Q@iperalgesia) foram

representados no grafico como linha superior caaténinferior tracejada, respectivamente.
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Gréfico 15. Efeito de diferentes doses de modificaces da fungdo do citoesqueleto
(MFC) sobre a hipoalgesia causada pelo celecoxi@X; 12 mg/kg) no tempo 2 horas.

A linha superior representa o valor médio observado ratos hipoalgésicos e a linha
inferior (tracejada) em ratos hiperalgésicos (C&0Q Rg, i.pl.), no tempo 2 h. Todos os
MFC foram administrados, via i.pl., %2 h antes do. @XCG foi injetada ¥2 h apés o CX.
ACD: acrilamida, 1,4 - 141 nmoles; CCC: colchici@®3 - 20,3 nmoles; NDZ: nocodazol;
3,32 - 33,2 nmoles; LB: latrunculina B, 0,012 -6L/&noles; CTB: citocalasina B, 0,002 -
2,09 nmoles. Veic: DMSO < 19%: diferente de Veic-CGt* : diferente de CX-CG (N= 6-

8; P < 0,05).
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14.CARACTERIZACAO DO EFEITO INDUZIDO PELA ADMINISTRACA O

INTRAPLANTAR DE CITOCALASINA B SOBRE A HIPOALGESIA

Como a administracdo de 1 pg de citocalasina Rfioaz em prevenir totalmente a
hipoalgesia causada pelo CX, sem, no entantorafetsposta hiperalgésica induzida pela
CG, nos estudos subsequentes, esta droga foadalizcomo padrdo para caracterizagdo do

envolvimento de microfilamentos na resposta hipesitza.
14.1. Excluséo de efeito sistémico

Para se verificar o carater local de atuacdo da @dBmodelo de hiperalgesia
estudado, esta droga foi administrada em um grepandnais, %2 h antes do CX na pata
direita e em outro grupo na pata contralateral (mflamada). Desta forma, o efeito
inibitério o da CTB sobre a hipoalgesia causada @kecdo subcutanea de CX sé foi

observado quando a CTB foi administrada na palannada (direita) (Graf. 16).
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Grafico 16. Efeito local da citocalasina B (CTB1ug)sobre a hipoalgesia causada pelo
celecoxibe (CX; 12 mg/kg, s.c.)A CTB foi injetado 1 h antes da carragenina (C&0) 2
Hg) na pata esquerda (PE) ou direita (PD). Veinaau DMSO < 1%. *: diferente de
Veic-CG; **: diferente de Veic-CX-CG; #: maior quero (N=5; P < 0,05).
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14.2. Avaliacdo do tempo de administracdo sobre o efeitta citocalasina B

A semelhanca do que foi anteriormente descrito pakX, procurou-se verificar se

0 momento da injecdo da CTB seria importante panébedo do efeito hipoalgésico. Para

isso, a CTB foi também administrada 2 e 1 h apdSG Assim, a administracdo

intraplantar de CTB, 30 min apds o estimulo nodigep(CX-CG-CTB+30’), reverteu

totalmente o efeito hipoalgésico causado pelo faténhento com CX. Entretanto, em ratos

tratados com CTB 1 hora apos a CG, a reversaodiio défipoalgésico se mostrou apenas

nos tempos 3 e 4 horas (Graf. 17).
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Grafico 17. Reversao da hipoalgesia induzida peloelecoxibe apds administracdo

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

subcutanea %2 h antes da carragenina (CG; 250gly}, @nquanto a citocalasina B (CTB;

1ug, i.pl.) foi administrada %2 e 1 h apos a CGpAfs contralaterais receberam veiculo no

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

de Veic-CX-CG; #: maior que zero (N=5; P < 0,05).
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Para se avaliar a eficacia da dose de faloiding (Filzada anteriormente e para
confirmacdo do sitio de atuacdo da CTB (adminigstrdd min apos a CG) sobre os
microfilamentos, a FD foi administrada, por viaamiantar, 30 min antes do CX. Observa-
se no Gréf. 18 que a FD preveniu o efeito da CTidesa hipoalgesia, isto €, preveniu a

reversao do efeito hipoalgésico causado pelo CX.
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Gréafico 18. Efeito preventivo da faloidina sobre areversdo da hipoalgesia causada
pela citocalasina B.A faloidina (FD; 1ug/50 ul)foi administrada intraplantarmente %2 h
antes da injecdo subcutédnea de celecoxibe (CX; @&xgn Em todos os grupos a
carragenina (CG, 250 pg/100 pl) foi injetada pa@r mitraplantar ¥2 h apés o celecoxibe.
Apoés a primeira avaliagdo da resposta nocicepteago %2 h) a citocalasina B (CTB;
1pg/50 pl) foi administrada intraplantarmente. Aapeontralateral recebeu veiculo nos
mesmos tempos dos tratamentos. Veic: solugédo salinBMSO < 1 %.*: diferente de

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

hiperalgésico induzido pela administragéo tardia deelecoxibe

Para avaliarmos se o componente anti-hiperalgékicefeito analgésico induzido
pela administragdo de CX (12 mg/kg, s.c.) 2 h apdSG seria afetado pela agdo dos
microfilamentos, um grupo de ratos recebeu a CTBg(li.pl.) 1 h antes da CG e foram
posteriormente tratados com CX (1 h apds a CG)taDiesma, foi observado que a CTB
ndo interferiu com o efeito anti-hiperalgésico (Gr&9). Portanto, no que tange a
participacdo dos microfilamentos, o efeito hiposige difere do efeito anti-hiperalgésico

observados apos a administracdo do CX em diferéangsos.
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Gréfico 19. Auséncia de efeito da citocalasina B lse a anti-hiperalgesia causada pela
administracdo tardia de celecoxibeA citocalasina BICTB; 1ug/50 pl)foi administrada
intraplantarmente %2 h antes da injecao subcutémealdcoxibe (CX; 12 mg/kg). Em todos
0s grupos o CX ou veiculo foi injetado 1 h apéamagenina (CG, 250 ug/100 pl). A pata
contralateral recebeu veiculo nos mesmos tempogratasnentos. Veic: solucdo salina ou
DMSO < 1 %.*: diferente de Veic-Veic-CG; **. difanee de Veic-CX-CG (N=5; P <

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

induzida por diferentes inibidores de ciclooxigenas

Para se testar a seletividade de efeito da CTBesabesposta hipoalgésica, esta
droga foi previamente administrada em animaisdrstaom diferentes inibidores de COX.
Assim sendo, a CTB preveniu totalmente o efeitmdligésico induzido pelo SC236 (12
mg/kg, s.c.) tornando a resposta dos animais ptaelos com CTB equivalente a do grupo
controle hiperalgesia (Veic-CG) (Gréf. 20). De farmiiferente, a administracdo de CTB
nao alterou a hipoalgesia induzida por dipiron{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 efeitohgrgralgésico induzido pela
administracdo tardia de CX, também nédo foram obslexw efeitos da CTB sobre a anti-
hiperalgesia causada pelo inibidor seletivo de CODXSC560; 5 mg/kg, s.c.) ou pela

indometacina (Indo; 4 mg/kg, s.c.) (Graf. 22 A e B)
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Gréafico 20. Prevencao total da hipoalgesia causada por SC236 @padministracdo

intraplantar de citocalasina B. O inserto mostra o efeito no grafico de areassobrva. A

CTB (CTB; 1pg)foi administrada intraplantarmente % h antes decéy subcutanea de

SC236 (12 mg/kg). A carragenina (CG, 250 ug) fpatada por via intraplantar %2 h apos o

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

SC236; #: maior que zero (N=5. P < 0,05).
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Grafico 21. Auséncia de efeito da citocalasina B {®; 1pg) sobre a hipoalgesia

causada por dipirona (A) ou paracetamol (B)A CTB foi injetada intraplantarmente %2 h

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

administrados por via subcutanea %2 h antes dageairea (CG; 250 ug, i.pl.). Veic:

solucéo salina. *: diferente de Veic-CG; #: maioeqero (N=5; P < 0,05).
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Gréafico 22. Auséncia de efeito da citocalasina BO(TB; 1pg)sobre a anti-hiperalgesia
causada por SC560 (A) ou indometacina (B inserto mostra o efeito no grafico de area
sob a curva. A CTB foi injetada intraplantarmente h2antes dos analgésicos. A
indometacina (Indo; 4 mg/kg) ou SC560 (5 mg/kgafradministrados por via subcutanea
% h antes da carragenina (CG; 250 pg, i.pl.). Veaucdo salina-etanol-tuin 80. *:

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

DO CELECOXIBE

Para se investigar a participacdo de receptorgsdegi periféricos como componente
da resposta hipoalgésica induzida sistemicamehte@¢ ou pela MORF, utilizou-se um
antagonista opidide que ndo atravessa a barreimatheencefalica (Ramabadran al,
1982), a naloxona metiodida (NLXm). Com base envasirdose-efeito descritas em
literatura (Kayseret al, 1995; Labuzet al., 2007), a NLXm foi administrada por via

intraplantar, nas doses de 10 oug0%2 h antes da MORF (Graf. 23) ou CX (Graf 24).

Desta forma, semelhante a resposta observada IB aapos a NLXm se observou a
prevencdo parcial do efeito hipoalgésico induzidta (MORF (Graf. 23). Mesmo a dose
maior utilizada ndo foi eficaz em prevenir compiet¢aite o efeito hipoalgésico induzido
pela MORF. Contrastantemente, na mesma dose, a Nhoéweniu totalmente o efeito
hipoalgésico induzido pelo pré-tratamento com CXa{G24 A). Interessantemente, 0
efeito anti-hiperalgésico induzido pela adminisim¢ardia de CX (1 h apds a CG) nao foi

modificado pela administragcdo prévia de NLXm (G24f.B).
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Grafico 23: Prevencdo parcial do efeito analgésicinduzido pela morfina apos
administracdo intraplantar de naloxona metiodida, um antagonista de receptores
opidides o qual ndo atravessa a barreira hemato-eefélica. A naloxona metiodida
(NLXm; 50 pg/100 pl) foi administrada intraplantante %2 h antes da inje¢cao subcutanea
de morfina (MORF; 2mg/kg). Em todos os grupos aaggmina (CG; 250 ug) foi injetada
por via intraplantar ¥2 h apds a morfina. A pataticdateral recebeu apenas veiculo. Veic:
solugéo salinaVeic: solugéo salina. *: diferente de Veic-Veic-C& diferente de Veic-

MORF-CG,; #: hipoalgesia, maior que a resposta {akab-6; P < 0,05).
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Gréfico 24. Efeito da administracdo intraplantar de naloxona metiodida (NLXm; 50
Hg) sobre a hipoalgesia (A) ou sobre a anti-hipergésia (B) induzidas pelo celecoxibe
(CX; 12 mg/kg). Em A: A NLXm foi administrada %2 h antes da injegitcutanea de CX
e 1 h antes da carragenina (CG; 250 pg). Em B: Xmifoi administrada 1 h antes da CG
e 0 CX foi administrado 1 h apés a CG. Veic: sabusdlina. **: diferente de Veic-CX-CG;
#: maior que zero (N=5ou 7; P < 0,05).
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16.AVALIACAO DA PARTICIPACAO DE B-ENDORFINA NA RESPOSTA

HIPOALGESICA INDUZIDA SISTEMICAMENTE POR CELECOXIBE

Baseados em estudos de participacdo de queratigndwit resposta antinociceptiva
periférica (Ibrahimet al, 2005), procurou-se avaliar também a participalggias células
na hipoalgesia induzida por CX. Para isso, foraatizados cortes histologicos de tecido
plantar excisado do sitio de administracdo do edtirhiperalgésico. Tais tecidos, apos
processamento, foram cortados e corados pela &déde imuno-histoquimica. Desta
forma, foi possivel a avaliacdo de duas variaymscentual da area imunomarcada para a
B-endorfina em relacdo a area total do epitéliocgmt@do e; densidade éptica da area
marcada. Os dados obtidos permitiram a quantifcag@iroximada deste opidide
sintetizado endogenamente nos queratindcitos (loethal. 2005). A densidade Optica da
area imunomarcada ndo mostrou diferencas signvasat entre todos 0s grupos
experimentais analisados (dados nao exibidos)amolm a variavel de percentual de area
marcada proporcional a concentracdofeendorfina no citoplasma de queratindcitos da

regiao avaliada.

Assim sendo, foram realizados inicialmente expemio®e de avaliacdo d-
endorfina no epitélio da pele das patas apos adtragdes locais de salina, PGi CG.
Desta forma, foi observado que a administracdo | logda salina n&do alterou
significativamente o percentual da area imunomagaarap-endorfina em relacdo ao
controle ndo tratadondive (Graf. 25). Entretanto, um aumento dose-depeedelat

imunomarcacao pafaendorfina foi detectado apos administragédo loeaC& (Gréaf. 25).

O intenso aumento da area imunomarcada [pa&redorfina foi e observado a partir

de 30 min apds a administracdo da CG e tal aunmeatdeve-se elevado até a terceira
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hora. A partir da quarta hora, observou-se a reduigdarea marcada papeendorfina
(Graf. 26 A), quando também foi observado o demlida resposta hiperalgésica nos

animais tratados com CG (Gréf. 26 B).

A administracdo de PGHambém induziu um aumento agudo da imunomarcacao
para p-endorfina no tempo 1 hora (Graf. 26 A), porém, dhiservada uma reducao
significativa desta marcacdo menos tardia, nos asngotre 2 e 4 h, correspondendo ao

tempo de reducéo da hiperalgesia neste modelo. (Za&).
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Gréafico 25. Aumento dose-dependente da area marcageara p-endorfina no epitélio
da pele circunvizinha ao sitio de administracdo dearragenina. Tempo avaliado: 1 hora
apos administracdo de carragenina. Sal: salina;cafagenina; 100, 250 ou 500, i.pl.

*: diferente de Sal (N=6-7; P < 0,05).
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Grafico 26. Aumento da éarea marcada parap-endorfina no epitélio da pele
circunvizinha ao sitio de administracdo de prostagihdina E, (PGE;; 2 pg, i.pl.) ou
carragenina (CG; 250pg, i.pl.) (A) e efeito de reducdo concomitante daigreralgesia
(B), ao longo do tempo (1, 2, 3 e 4 Weic: salina.*: diferente de Sal; **: diferente emt

os tempos de PGE***: diferente entre os tempos de CG (N= 7-9; B,85).
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Interessantemente, tanto nas amostras de epigliatds pré-tratados com CX (12
mg/kg, s.c.), quanto naquelas de ratos tratados €CoB e CX, ndo foi observado o
aumento da area marcada pgandorfina, 1 h apos administracdo de CG (GrafARA
reducdo da area marcada no epitélio de ratos gats com CX relacionou-se com a
elevacado do limiar nociceptivo no teste de algesorae pressao (Graf 27 B), sugerindo a
liberacdo dos estoques celulares do opidide nas teatados com CX. Entretanto, esta
relacdo ndo foi observada em animais tratados coB € CX, oS quais se mostraram
hiperalgésicos no tempo 1 h, sugerindo que a CTBimg@ede a liberacdo daendorfina,

mas sim seu efeito.
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Gréfico 27. Relacdo entre o aumento da area imunonm@ada para p-endorfina no
epitélio da pata (A) e o efeito hipoalgésico (B) duzido pela administracdo sistémica
de celecoxibe (CX; 12 mg/kg, s.c.A CTB foi administrada, por via i.pl., %2 h antes d
CX. Os ratos receberam carragenina (Cg, @50.pl.) %2 h apés o CX. Em A: percentual
da area total do epitélio da pele da pata marcaldet@cnica de imuno-histoquimica. Em B:
efeito dos mesmos grupos experimentais de A, soliriar nociceptivo. Veic: DMSO <
1%; Sal: salina; *: diferente de Veic; #: maior qaezo, isto €; hipoalgesia (N= 5-8; P <

0,05).
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A figura 2 abaixo mostra a diferenca da marcacasténmha) parf-endorfina nos
cortes histolégicos dos diferentes grupos expetiarere o padrao de distribuirdo da
marcacdo ao longo dos estratos epiteliais. As aawsettiradas de ratos ndo tratados
(naive ou tratados com salina mostraram area marcadapdeimadamente 10% do
epitélio. A administracdo de CG causou aumento dacagdo (em torno de 30% do

epitélio). Os animais pré-tratados com CX mostraraarcacdo em menos de 10% do

epitélio.

Figura 2. Aspecto da marcacao imuno-histoquimica pa p-endorfina no tecido
excisado da regido plantar de ratos. Tempo: 1IC: controle carragenina sem anticorpo
primario, N: animais néo tratadasafve); Veic: salina (100 ul, i.pl.); CG: carragenin®(2
Mg, i.pl.); CX-CG: celecoxibe (12 mg/kg, s.c.) Hregenina (250 pg, i.pl.); CTB-CX:

citocalasina B (1 ug, i.pl.) + celecoxibe (12 mg/&g.) e carragenina (250 ug, i.pl.)
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RESULTADOS PARTE Il

Avaliagéo do efeito analgésico decorrente da admairacéo intraplantar de diferentes

farmacos
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Avaliacdo do efeito decorrente da administragédo imaplantar de celecoxibe -

endorfina ou agonistas canabindides

Os resultados obtidos até o momento sugerem uniipacdo exclusivamente
periférica de opioides na hipoalgesia causada poe Gma participagéo aditiva dos efeitos
periférico e central na hipoalgesia causada pelaRMOAssim, nos experimentos
subsequentes, foram usadas administracbes peagéeicdoses pequenas dos compostos

analgeésicos, na tentativa de estudar apenas tasdfgais.

Desta forma, nos experimentos a seguir, procuroresgonder as perguntas de
como o CX induz a liberacdo deendorfina na periferia do sitio inflamatorio e acm

citoesqueleto esta implicado no efeito deste opidm mesmo sitio.

17.HIPOALGESIA INDUZIDA PELA ADMINISTRACAO PERIFERICA DE

DIFERENTES COMPOSTOS ANALGESICOS

17.1. Curva dose-efeito de celecoxibe e OSU03012 sobrehgperalgesia

induzida por carragenina

As diferentes doses de CX (30, 100 e 80D administradas por via intraplantar, 5
min antes da CG, causaram elevacdo do limiar noibvceacima dos valores basais de
forma dose-dependente, sendo que, a maior dose (&2@.g) induziu pico de acdo em %
h e duracdo de 3 h (Graf. 28 A). Da mesma form@S&J03012, um analogo do CX
desprovido de acdo sobre COX-2, também causougéleve limiar nociceptivo de forma

dose-dependente (Gréf. 28 B).
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Grafico 28. Efeito hipoalgésico dose-dependente Uetieral causado pela

administracdo intraplantar de celecoxibe (A) ou OS03012 (B).O celecoxibe (CX; 30,
100 e 300 pg) ou OSUO3012 (OSU; 10, 30 e 100 pganfo administrados
intraplantarmente 5 min antes da carragenina (GG;|&y, 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 opididgs-endorfina sobre a resposta

hiperalgésica causada pela carragenina

Com base nos resultados anteriores de dependémaestéma opidide enddgeno
periférico para ocorréncia da hipoalgesia causanaCX, procurou-se verificar o efeito
causado pela administracdo direta flendorfina na pata de ratos. Com isso, a
administracdo intraplantar deste opioide 5 minsadeeadministracdo de CG, causou efeito
semelhante ao CX, elevando o limiar de deflagrat@gesposta nociceptiva acima dos
valores basais apenas na pata inflamada (GrafER®@etanto, na dose mais alta usada (2
ug), o pico de efeito apds a administracaopeendorfina foi observado aos 15 min e a
hipoalgesia teve menor duracao (até 2 h) do que @@X (até 3 h). Seguindo o modelo de
inducédo de hipoalgesia sistémica, a administragéiaplantar isolada de CX ndo causou
efeito sobre a resposta nociceptiva, enquarfieeadorfina causou aumento do limiar de

deflagragcéo da resposta nociceptiva na pata irg€t@chf. 30).
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Grafico 29. Efeito hipoalgésico dose-dependente latieral causado pela
administracdo intraplantar p-endorfina no modelo de hiperalgesia induzida por
carragenina (CG; 250 pg).A p-endorfina(p-end; 0,05; 0,5 ou 2 ug) foi administrada
intraplantarmente 5 min antes da CG. Veic: DMSO%. *: diferente de Veic-CG; #:

maior que zero (N=6; P < 0,05).

120- -~ Veic
~¥-- CX 300
—&— (3-end 0,5
# —¥—(-end 2

30

@
?

A limiar nociceptivo (g)
2
1

©
?

KN
N
o

o 1 2 3

Tempo (h)
Grafico 30. Efeito hipoalgésico unilateral causadpela administracédo intraplantar de
p-endorfina (B-end; 0,5 e 2 ug, i.pl.) e auséncia de efeito ddemmxibe (CX; 300 ug,
i.pl.) em pata ndo inflamadas de ratosO CX e af-end foram administrados na pata

direita enquanto a pata esquerda recebeu veiculeesmo volume. Veic: DMSO < 1%. x:

diferente de Veic, #: maior que zero (N= 4-6; P,G5].
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17.3. Curva dose-efeito de agonistas canabindides sobre eesposta

hiperalgésica causada pela carragenina

Como varios estudos anteriores evidenciaram adelagtre os sistemas opioide e
canabindide endogeno (Guindehal, 2006a; 2006b; Ibrahirat al, 2005), nesta fase do
estudo, procurou-se avaliar também o efeito de isig@ncanabindides sobre a resposta
nociceptiva. Desta forma, agonistas de receptaealindides do tipo GRACEA) ou do
tipo CB, (JWHO015) foram testados no modelo estudado e arastr efeito similar ao
observado ap6s administracdo de CXpeendorfina, porém, com pico de acéo entre 15 e

30 min e término de efeito hipoalgésico entre lhg(@raf. 31 A e B).

Entretanto, para a ocorréncia de efeito hipoalgésiadose necesséaria de ACEA (60
pg) foi maior que a dose de JHWO15 (33 pg). Na evagio de doses similares (30 ou 33

p1g) o JWH mostrou-se mais eficaz em causar analgesi

93



oy A, ~{v- Veic-CG

. 90 —+— ACEA6-CG
o)
o 60 —&— ACEA 30-CG
=
2 30, —- ACEA 60-CG
2
S 0
c
8 -301
£ o] |
q ....................... A”"’
-90+
-120— | | | |
0 T T 3 :
Tempo (h)
120 B ,
o - Veic-CG
@ 60 —e— JWH 3,3-CG
: —&— JWH 33-CG
B 30
(]
ks
g8 0
c
8 301
£ b D :
< ] Dy EA ___________
-90-
I
0 T . : :
Tempo (h)

Grafico 31. Hipoalgesia dose-dependente decorrend@ administracdo intraplantar de
agonistas de receptores canabindide tipo GBA) ou CB; (B). Os agonistas canabindides
foram administrados 5 min antes da carragenina @50;ug, i.pl.). ACEA: 30 e 60 ug,
i.pl.; ng, i.pl.; IWH: JWHO015; 3,3 e 33 ug, i.plei¢: DMSO < 1%. *: diferente de Veic-

CG, #: maior que zero (N= 5-6; P < 0,05).
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17.4. Comparacdo entre o efeito hipoalgésico induzido porcelecoxibe,

agonista opidide e canabindide tipo CB

Comparando os efeitos induzidos pela administrag&aplantar da maior dose
estudada para o agonista opidigeefdorfina), o agonista GB(JWHO015) e o coxibe
(celecoxibe) foram obtidos picos de acdo em 1% 80 min, respectivamente (Graf. 32).
Entretanto, também foi observado efeito hipoalgésiais duradouro apds administracao
de celecoxibe (até 3 h) quando comparado a hipsialgeduzida pof-endorfina (até 2 h)

ou JWHO015 (até 1 h).
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Grafico 32. Comparacdo entre o efeito hipoalgésiceausado pela administracdo
intraplantar de agonistas de receptores opidideg{endorfina; 2 ug), canabindide tipo
CB; (JWHO015; 33 pg) e celecoxibe (CX; 300 ugPs analgésicos foram administrados 5
min antes da carragenina (CG; 250 pug, i.pl.). VBMSO < 1%. *: diferente de Veic-CG,

#: maior que zero (N=5; P < 0,05).
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18.EFEITO LOCAL DE CELECOXIBE

Para excluséo de efeito sistémico, o CX (g@Pfoi injetado na pata contralateral e
ndo mostrou efeito algum sobre a hiperalgesia iddyzela CG (Gréaf. 33), mostrando que

nesta via de administragdo causa apenas efeit@s.loc
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Grafico 33. Auséncia de efeito da administracdo deelecoxibe (CX; 300 pg) na pata
esquerda (PE) ndo inflamada, sobre a resposta higdgésica da carragenina (CG; 250

Mg, i.pl.). Veic: salina. **: diferente de CX(PD)-CG, #: mamue zero (N= 4-6; P < 0,05).

19.EFEITO DA CITOCALASINA B SOBRE A HIPOALGESIA INDUZI DA

PERIFERICAMENTE POR DIVERSOS COMPOSTOS

A administracao periférica de CTB (1, i.pl.), ¥2 h antes, preveniu totalmente o

efeito hipoalgésico induzido por administracGesaipiantares de CX e de seu analogo

OSU03012 (Graf. 34 A e B).
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Gréfico 34. Prevencgédo total da hipoalgesia causad#ela administracdo intraplantar
de celecoxibe (CX100 pug, i.pl.) ou OSU03012 (OSWO0 pg, i.pl.) apdés administracédo
de citocalasina B.CTB: citocalasina B, 1 pg, i.pl.; CG: carrageni@&p pg, i.pl.; Veic:

salina.*: diferente de Veic-GC; **: diferente de €2G; #: maior que zero (N=5; P < 0,05).
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De forma similar, a CTB inibiu os efeitos Aeendorfina e JHWO015 (Graf. 35 A e
B), porém, ndo causou efeito algum sobre a hipsededuzida por ACEA, o agonista de

receptores CB(Graf. 36).

1201 - -/~ Veic-Veic-CG
907 —&— Veic-B-end-CG
(=)}

S 60 —4— CTB-B-end-CG
=

2 30

2

S o

c

8 -307

E X i, y

= 260 0 Al R 7 AN

< & &

-904

-1201— . . . .

0 1 2 3 4
Tempo (h)
120+ B i i
# -/ Veic-Veic-CG
907 —— Veic-JWH-CG
2 o —¥— CTB-JWH-CG
g
2 301
L
S
c
5 -30- \
e | A~ —F 7 e
= 604 @ Ty A Y WO
Q AT
-90
-120-— T . T .
0 1 2 3 4

Tempo (h)
Gréafico 35. Prevencéo total da hipoalgesia causadsela administracdo intraplantar
de B-endorfina (B-end; 2 pg) ou JWHO015 (JWH; 33 pg) apos administréip de
citocalasina B (CTB; 1 ug, i.pl.).A CTB foi administrada %2 h antes do JWH [@&nd.
Todos os animais receberam carragenina (CG; 250.plg,5 min apds 0os compostos
analgésicos. Veic: DMSO < 1 %: diferente deé3-end-CG ou JWH-CG; #: maior que zero
(N=6; P < 0,05).
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Gréfico 36. Auséncia de efeito da administragcéo lat de citocalasina B (CTB, 1 ug)
sobre a hipoalgesia causada pela administragéo iatplantar de ACEA (60 pg, i.pl.).A
CTB foi administrada ¥2 h antes do ACEA. Todos asiars receberam carragenina (CG;
250 pg, i.pl.) 5 min apés o ACEA. Veic: DMSO < 1%diferente de Veic-CG; #: maior

gue zero (N=5; P < 0,05).
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20.EFEITO DE ANTAGONISTAS DE RECEPTORES OPIOIDES OU

CANABINOIDE SOBRE A HIPOALGESIA INDUZIDA PERIFERICA MENTE

Com base em experimentos de curva dose-efeitozadal anteriormente no
laboratorio de inflamagé&o e dor (Sabiabal., 2008), a naltrexona, um antagonista de
receptores opidides, foi administrada, por viaajplantar, na dose (5@) de maior eficacia
em prevenir o efeito hipoalgésico da morfina. Bdesaem experimento piloto e em relatos
da literatura (Gutierreet al, 2007), a dose de 50y de SR144528 foi escolhida como

padrédo de antagonista de receptor canabinoidtipo

Os Graficos 37 a 41 mostram que o pré-tratamentoaoaltrexona (NTX; 5Qg,
i.pl.) preveniu totalmente a indug&o de hipoalgesiasada pela administragcéo intraplantar
de CX, OSU,B-endorfina e JWH, porém, causou inibicdo parcialefieito analgésico

induzido por ACEA.

De forma diferente, os mesmos graficos (37 a 419tram que o SR144528 (SR;
50 ug, i.pl.), preveniu totalmente o efeito do JWH ,ret#nto, causou uma inibicdo parcial
sobre a hipoalgesia induzida por CX, OSU03012 o A@ ainda, ndo teve efeito algum

sobre a hipoalgesia @aendorfina.
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Grafico 37. Prevencao da hipoalgesia induzida poretecoxibe (CX; 300 pg/50 ul) de
maneira total pelo antagonismo de receptores opi¢éd e parcial pelo antagonismo do
receptor canabindide tipo CB. A naltrexona (NTX; 50 ug/50 ul) ou SR144528 (SB; 5
png/50 pl) foram administrados, por via intraplantarhora antes do CX. A carragenina
(CG; 250 pg/100 pl) foi injetada 5 min ap6s o CXid7 salina. : diferente de Veic-CG: :

diferente de CX-CG,; #: maior que zero (N= 5-7; ©,65).
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Gréafico 38. Prevencéao total da hipoalgesia induzid@or OSU03012 (OSU; 100 ug,
i.pl.) pelo antagonismo de receptores opidides e r@bindides tipo 2 (CB). A
naltrexona (NTX; 50 pg/50 pl) ou SR144528 (SR; 96 ul) foram administrados, por
via intraplantar, %2 hora antes do OSU. A carrage®G; 250 ug/100 pl) foi injetada 5

min apdés o OSU. Veic: salina.diferente de Veic-CG: : diferente de OSU-CG; #: maior

que zero (N=5; P <0,05).
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Grafico 39. Prevencdao total da hipoalgesia induzidaor pB-endorfina (p-end; 2 pg/50
pl) pelo antagonismo de receptores opidides e ausénde efeito do antagonista de
receptor CB, sobre este efeitoA naltrexona (NTX; 50 ug/50 ul) ou SR144528 (SRB; 5
/50 pl) foram administrados, por via intraplantarhora antes dgend. A carragenina
(CG; 250 pg/100 pl) foi injetada 5 min ap6g-and. Veic: salina.: diferente de Veic-CG;

- diferente de8-end-CG; #: maior que zero (N=5; P < 0,05).
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Gréfico 40. Prevencdo total da hipoalgesia induzidpor JWHO015 (JWH; 33 pg/50 pl)
apos antagonismo de receptores opibdides e de rea@pCB,. A naltrexona (NTX; 50
png/50 pul) ou SR144528 (SR; 50 pg/50 ul) foram adstredos, por via intraplantar, %2
hora antes do JWH. A carragenina (CG; 250 pg/1Qdajiinjetada 5 min apés o JWH.

Veic: DMSO < 1%** : diferente de Veic-JWH-CG; #: maior que zero (NP5 0,05).
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Grafico 41. Efeito parcial de antagonistas de recépres opidides e de receptor CB
sobre a hipoalgesia induzida por ACEA (60 ug, i.pl. A naltrexona (NTX; 50 pg/50 pl)
ou SR144528 (SR; 50 ug/50 pl) foram administragosyvia intraplantar, ¥2 hora antes do
ACEA. A carragenina (CG; 250 pg/100 pl) foi injeidsl min apos o ACEA. Veic: DMSO

< 1%.**: diferente de hipoalgesia #: maior que zero (NP §;0,05).
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21.PARTICIPACAO DA PB-ENDORFINA NA RESPOSTA HIPOALGESICA

INDUZIDA PERIFERICAMENTE

Nesta etapa do estudo, foram realizados novos iexgr@os de marcacao inumo-
histoquimica par@-endorfina no epitélio da pele circunvizinha adsftflamatério. Como
no ensaio descrito anteriormente, nos grupos ptéelos com veiculo e estimulados com
CG, foi observado um aumento drastico da imunongargarap-endorfina e, neste
ensaio, uma reducdo desta area marcadappanaorfina foi observada nos animais pré-
tratados, por via intraplantar, com CX ou JWH endempos %2 e 2 h (Graf. 42 A, 43 e

46).

Interessantemente, o efeito de reducdo da margegag-endorfina causada pelo
CX foi prevenido pelo antagonista de receptores (SBR144528; 5(ug) (Gréaf. 42 A e 43)
nos mesmos tempos (%2 e 1 h) em que esta dose agomaista CBfoi eficiente em
prevenir o efeito hipoalgésico do CX (Graf. 42 B44). Sendo assim, o efeito dos
tratamentos sobre a marcacad3ekndorfina foi comparada aos efeitos sobre a npcae

(nos mesmos tempos) e foram descritas separadanniiens seguintes:
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21.1. Avaliacdo da imunomarcacdo parap-endorfina no tempo meia hora

apos carragenina

No tempo % h, ocorreu aumento da imunomarcacaodaglaendorfina no epitélio
da pele da pata dos animais que receberam apeicatovaentes do estimulo hiperalgésico
com CG. Entretanto, nos ratos pré-tratados com €3XV@H néo foi observado tal aumento
da area marcada. Interessantemente, nos animaigagsacom CX, aos quais se administrou
o antagonista CB(SR), foi observado o aumento da imunomarcacaa p&ndorfina

semelhante aos controles CG.

No mesmo tempo, ao teste do algesimetro, foi obdarweducdo do limiar
nociceptivo (hiperalgesia) nos grupos de animaisgjas amostras se detectou aumento da
marcacao parp-endorfina e elevacao do limiar nociceptivo (higesia) nos animais cujas

amostras ndo mostraram tal aumento de marcacgao.

Logo, pode-se notar que, nestes grupos experirsgptaumento da marcagao para
B-endorfina relacionou-se inversamente com a oco@é&te hipoalgesia, isto €, os animais
pré-tratados apenas com veiculo (Veic-Sal-CG) aon 8&® e CX (SR-CX-CG) mostraram
aumento da area marcada pgr@ndorfina e reducdo do limiar nociceptivo (hipgezia).
Inversamente, os animais tratados com CX ou JWHsaa CG, mostraram reducdo da
area marcada pafaendorfina e elevacéo do limiar nociceptivo (hipgesia) (Graf. 42 A e

B).
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Grafico 42. Evidéncia da liberacdo degs-endorfina no epitélio da pele da pata de ratos

no tempo 30 minutos apés administracdo de carragema (CG; 250 ug, i.pl.). Em A:

reducdo da area imunomarcada pgaendorfina no epitélio da pata de ratos pré-tragado

com celecoxibe (CX; 300 ug, i.pl.) ou JIWHO015 (JVA3;ug, i.pl.) e reversao deste efeito

apos pré-tratamento com antagonista de receptdegSR144528; 50 pg, i.pl.Em B:

elevagdo do limiar nociceptivo nos animais préattas com celecoxibe (CX; 300 ug, i.pl.)

ou JWHO015 (JWH; 33 ug, i.pl.) e reversao desta@Bgds pré-tratamento com SR144528

no modelo de hiperalgesia induzida por CG. x: difez de Sal; *: diferente de Veic-CG;

**: diferente de CX-CG; #: maior que zero (N= 7<®,05).
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21.2. Avaliacdo da imunomarcagdo parap-endorfina no tempo uma hora

apos a carragenina

No tempo 1 h, também foi observada a mesma rekagéie reducdo da marcacao
parap-endorfina e elevacdo do limiar nociceptivo (G#8.e 44), isto &, o pré-tratamento
com CX ou JWH (Veic-CX-CG) causou reducdo da imua@acdo parg-endorfina
guando comparado aos animais pré-tratados com leefdeic-Veic-CG) (Graf. 43) e

elevacao do limiar nociceptivo (Graf. 44).

Assim, para se esclarecer se esta reducap-etelorfina devia-se a redugcédo da
sintese ou a liberagdo do opidide enddégeno pardecsiicio, o tecido plantar dos ratos
tratados pelos diferentes protocolos experimemmbaisxcisado e incubado por 1 h em uma
solugdo nutridora (HBSS) e um ensaio imuno-enzooafELISA) foi realizado para
deteccdo d@-endorfina no sobrenadante desta solucdo. O ELIGAodstrou o aumento
da sintese d@-endorfina nos tecidos totais da pata (maceradteddos plantares) em
todos os grupos tratados com CG em relacdo ao gaugoole tratados apenas com salina

(Gréaf. 45).
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Gréfico 43. Reducdo da area marcada imuno-histoquiltamente para p-endorfina
apos administracdo de carragenina, em animais comle ou pré-tratados com
celecoxibe (CX; 300 pg) ou JWHO015 (JWH; 33 pg)A reversao deste efeito pelo
antagonista de receptores £BSR144528, 10 pg) também foi mostradas ratos
receberam salina ou carragenina (CG; 250 ug, bph)n apds a administracao de sal, CX
ou JWH. O SR foi administrado 30 min antes da CQliferente de Sal; *: diferente de

Veic-Sal-CG (N= 7-9; P < 0,05).
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Grafico 44. Elevacao do limiar nociceptivo nos aniais tratados, por via intraplantar,
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com celecoxibe (CX; 300 pg) ou JWHO015 (JWH; 33 u@ reversao total deste efeito
apos pre-tratamento com antagonista de receptoresB; (SR144528; 50 pg, i.pl.)Os
ratos receberam salina ou carragenina (CG; 250.plg, 5 min apds a administracdo de
veiculo, CX ou JWH. O SR foi administrado 30 mirtesnda CG. x: diferente de Sal; #:

maior que zero (N=7; P <0,05).
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Grafico 45. Aumento da sintese dp-endorfina nos tecidos plantares de ratos tratados
com carragenina (CG; 250ug, i.pl.). A concentracdo dp-endorfina foi determinada na
solucdo nutridora na qual o tecido plantar dossratatados foi incubado por 1 h e depois
macerado. Para deteccao, foi utilizadio imuno-enzimatico (ELISA) comercial pafa

endorfina. x: diferente de Veic-Sal-Sal (N= 6-8 B,05).

21.3. Avaliacdo da imunomarcacao parap-endorfina no tempo duas hora

apos a carragenina

No tempo 2 h, ainda foi observado aumento da aeraada parg-endorfina nas
amostras extraidas de ratos tratados intraplantéencem veiculo e CG, apesar disto, este
efeito se mostrou de menor amplitude quando cordpaens tempos anteriormente
descritos. Como nos tempos 30 e 60 min, foi obslarvana reducdo da area marcada em
ratos pré-tratados com CX ou JWH. Entretanto, néstegpo, de forma diferente, foi
observada uma reducao significativapdendorfina nos ratos pré-tratados também com SR
e CX, fato que foi relacionado a uma elevacao moah nociceptivo destes animais no

tempo correspondente no teste do algesimetro deguéGraf. 46 e 47).
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Grafico 46. Reducéo da area imunomarcada par§-endorfina apdés a administracédo
de carragenina, em animais controle (Veic-Sal-CG)wpré-tratados com celecoxibe
(CX; 300 pg) ou JWHO015 (JWH; 33 pg)Tempo: 120 min.Salienta-se que o antagonista
canabindide, SR144528 (SR; 50 ug), ndo afetouw@mdda imunomarcacao causada pelo

celecoxibe neste tempo. x: diferente de Sal; ®rdifite de Vei-Sal-CG (N= 7-9; P < 0,05).
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Gréfico 47. Elevacédo do limiar nociceptivo nos anigis tratados, por via intraplantar,
com celecoxibe (CX; 300 ug) ou JWHO015 (JWH; 33 u@) efeito anti-hiperalgésico em
ratos pré-tratados com antagonista de receptores GBSR144528; 50 ug, i.pl.)Os
animais dos grupos experimentais receberam cairegédG; 250 ug, i.pl.), 5 min apés o
CX ou JWH. O SR foi administrado 30 min antes da G@l: salina. *: diferente de Sal-

CG; #: maior que zero (N=7; P < 0,05).
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RESULTADOS PARTE IlI

Efeito hipoalgésico de um analogo do celecoxibe éauidonoil-celecoxibe)

desenvolvido na Faculdade de Farméacia da UFMG
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22.EFEITOS DO ARAQUIDONOIL-CELECOXIBE

22.1. Efeito da administracao intraplantar de araquidonoi-celecoxibe sobre a

hiperalgesia induzida pela carragenina em pata deatos

O araquidonoil-celecoxibe (AACX), administrado apfantarmente, induziu
hipoalgesia unilateral de maneira dose-dependaptesentando efeito maximo entre 15 a

30 min apds a injecdo da CG, sendo que sua acégesica total foi maior que 3 horas

(Gréf. 48).
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Grafico 48. Efeito hipoalgésico induzido pela admistracdo intraplantar de
araquidonoil-celecoxibe (AACX; 50; 80; 100 e 30@g), no modelo de hiperalgesia
causado por carragenina (CG; 250ng) em pata de ratos.O AACX foi injetado
intraplantarmente 5 min antes da CG. As patas @lamdérais receberam veiculo no mesmo

volume. *: diferente de Veic-CG; #: maior que z@= 6; P < 0,05).

114



22.2. Comparacédo entre o efeito hipoalgésico induzido peladministracédo

periférica de celecoxibe e do araquidonoil-celecde

Quando comparado ao CX, o AACX apresentou pico ¢io amais rapido,
atingindo seu efeito maximo 15 minutos apés a &geda carragenina, enquanto a
hipoalgesia induzida pelo CX atinge seu apice ap@&wmatempo 1 h (Graf 49), mas seu

efeito analgésico total perdura até 4 h.
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Grafico 49. Comparagdo entre o efeito hipoalgésicanduzido por injecoes
intraplantares de celecoxibe (CX; 30Qug) e araquidonoil-celecoxibe (AACX; 30(ug).
O CX ou AACX foram administrados 5 min antes daragenina (CG: 25Qug). *:

diferente de Veic-CG; **: diferente de CX-CG; #: imaque zero (N= 5-6; P < 0,05).
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22.3. Efeito preventivo da citocalasina B, naltrexona ouSR144528 sobre a

hipoalgesia causada por araquidonoil-celecoxibe

Como observado para o CX, tanto a CTB quanto a foFxm capazes de inibir
totalmente o efeito analgésico causado pela adm@ig& intraplantar de AACX (Graf.
50). Porém, de forma diferente ao observado p&A,@ qual teve seu efeito parcialmente
prevenido ap0s a administracdo do antagonista GEefeito hipoalgésico causado pelo
AACX foi totalmente prevenido pelo pré-tratamentonco antagonista GBSR144528)

(Graf. 50).
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Grafico 50. Inibicdo do efeito hipoalgésico induzid pela administracdo
intraplantar de araquidonoil-celecoxibe (AACX; 100ug/50pul) apds a o tratamento
com inibidor de microfilamentos (CTB; 1 pg/50pul), antagonistas opidide (NTX; 50
ng/50 pl) ou antagonista de receptor canabindide CB(SR; 50 pg/50 pl). Os
antagonistas foram administrados, por via intraplar8B0 min antes do AACX, o qual
por sua vez, foi administrado 5 min antes da camag (CG; 250ug/50 pl). *:

diferente de Veic-CG; **:.diferente de AACX-CG; #amor que zero (N=5; P < 0,05).
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22.4. Efeito do araquidonoil-celecoxibe sobre a marcacdoimuno-

histoquimica para p-endorfina

Os ensaios de imunomarcacdo pgaandorfina no epitélio da pele da pata de ratos
estimulados com CG, mostraram reducédo drasticaetloeptual da area marcada apos
administracdes intraplantares de AACX. Interessaetee, este efeito foi inibido pelo pré-

tratamento com SR, um inibidor de receptor canatdéntipo 2 (Graf. 51)
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Gréafico 51. Evidéncia de liberacdo deg-endorfina pelo epitélio da pele das patas de
ratos tratados, intraplantarmente, com araquidonoitcelecoxibe (AACX; 100pg/50
ul). A reversdo deste efeito pelo antagonista de gator canabindide CB (SR; 50
ng/50 pl) também é apresentadoO SR foi administrado, por via intraplantar, 30 min
antes do AACX, o qual por sua vez, foi administr&doin antes da carragenina (CG; 250
ug/50ul). x: diferente de Veic- Veic; *: diferente de ¥eCG; **: diferente de AACX-CG

(N=7; P < 0,05).
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DISCUSSAO

A hiperalgesia aguda em resposta a sensibilizag8dildras sensitivas periféricas
depende principalmente da liberacdo local de medésdoro-nociceptivos, 0s quais atuam
sobre 0s nociceptores, ativando canais cationicasigando, conseqgientemente, alteracoes
eletrofisiologicas nas membranas dos neurdniosits&ss(Hucho & Levine, 2003). Em
contrapartida, a resposta antinociceptiva endégepande primordialmente da sintese e
liberagcdo de opidides e canabinoides, assim comwém da sintese, transporte e
expressdo de receptores destes sistemas, fendnuepmendentes de funcdes do
citoesqueleto (Steiet al, 1988; Hassamt al, 1993; Mouseaet al, 2001; Millan, 2002;
Zollner et al, 2003). Sendo assim, considerando-se a parti@pagicial do sistema
opidide endbgeno na hipoalgesia causada pelo cd@bec@-rancaet al, 2006), no presente
estudo, procurou-se investigar os efeitos de iofeisl do citoesqueleto sobre os
mecanismos de inducado de hipoalgesia apds adragastide celecoxibe (CX), um coxibe-

padréo, ou de morfina (MORF), um agonista opidig@lamente estudado.

Com o intuito de padronizar o modelo de avaliacAaebsposta nociceptiva e de
confirmar dados de literatura, inicialmente, foraptessarios estudos para avaliacdo da
resposta nociceptiva de ratos tratados com difesezampostos analgésicos, no modelo de
inflamacao periférica causada por carragenina (T@&k estudos reproduziram o efeito de
elevacdo do limiar de deflagracdo da resposta @piti@ acima dos valores basais
(hipoalgesia) induzido pela administracéo sistérde@elecoxibe (Franciscét al.,2002),
dipirona, paracetamol (Rezeneéé al, 2008) ou morfina (Ferreira & Nakamura, 1979;
Duarte & Ferreira, 1992, Yamamoti al, 1993). Foi observado, também, o efeito de

retorno do limiar nociceptivo ao nivel basal (dnperalgesia) nas patas inflamadas de

118



ratos tratados com indometacina ou SC560 (Wintéilaaker, 1965; Smitlet al, 1998;

Franceet al, 2006).

Apesar das semelhancas observadas entre o efemdndiaistracdo sistémica de
coxibes e opidides, algumas diferencas foram etedercomo a maior intensidade da
resposta ao opidide, bem como, o caréater unilatieraésposta aos coxibes (apenas na pata

inflamada), ao passo que, a morfina produziu réagokateral.

Outra diferenca observada foi a auséncia de efieitoelecoxibe sobre a resposta
nociceptiva de ratos néo hiperalgésicos. De forifeaehte, o efeito analgésico da morfina
ocorre mesmo em modelos na auséncia de estimuleptico mesmo que em amplitudes
menores (Stanfat al, 1992; Stanfa & Dickerson, 1995; Van der Kamnal, 2008).
Confirmando também relatos anteriores, foram olasly resultados de uma maior
elevacdo do limiar nociceptivo na pata inflamadaretacdo a pata ndo inflamada apés o
tratamento com morfina. Mais recentemente, GonZtekriguez et al. (2010)
relacionaram este efeito de potencializacdo ddcefa sitio inflamado a ativacéo local de

canais para potassio (GIRK).

Nos estudos para caracterizacdo do decurso tengmsafeitos do CX, observou-
se que o celecoxibe induziu hipoalgesia apenasdguas ratos foram tratados até 30 min
apos o estimulo inflamatério com carragenina, engua inducdo de hipoalgesia em
animais pos-tratados com morfina foi observadaZatéoras apés diferentes estimulos
hiperalgésicos (Stanfa al, 1992; Yamamotet al, 1993). De forma interessante, o efeito
hipoalgésico foi similar quando o celecoxibe foimagistrado antes ou Y2 h depois da
carragenina, fase que envolve a liberacdo e a @gabversos mediadores inflamatorios,

como substancia P, histamina e serotonina (DiRD&382; Vinegaret al, 1976 e 1987).

119



Porém, quando o celecoxibe foi administrado duranefeito maximo de sensibilizagédo
periférica e de grande expressao de COX-2 e,R&E) (Goppelt-Struebe & Beich, 1997;
Nantelet al; 1999), apenas um efeito anti-hiperalgésico faenbado. Em concordancia,
guando se utilizou o modelo de hiperalgesia caupad@®GE, em animais pos-tratados
com celecoxibe ndo foi observado efeito analgésligom. Este resultado é intrigante, pois
o pré-tratamento com celecoxibe ainda foi capazadsar hipoalgesia quando a BG&
utilizada como agente hiperalgésico, porém estaafhjesia foi de intensidade menor e
observada mais tardiamente, apenas nos temposhdras Ainda, somando-se a este fato,
o efeito anti-hiperalgésico causado pela admirg8tratardia de celecoxibe néo foi
observado quando a hiperalgesia foi induzida p&R&,Po que sugere que tal efeito anti-

hiperalgésico possivelmente deve-se a acao iniditier celecoxibe sobre a COX-2.

Com base nestes resultados, sugere-se que a @hcl@poalgésica do celecoxibe
pode depender da capacidade adaptativa da regpestérica, como, por exemplo, da
abertura da barreira perineural causada pela respuffamatoria a carragenina, a qual
poderia possibilitar tanto uma acao direta do ceibe em alvos intracelulares (Grossh
al., 2006) no neurdnio nociceptivo periférico, quantoa super-regulacéo e liberacdo de
peptideos opidides por células periféricas e/oersappressao de receptores (Setiral,
1990; Draisciet al.,1991; Hassaet al, 1993; Jiet al, 1995; Zhouwet al, 1998; Mousaet
al.,, 2001; Machelska & Stein, 2006) nas membranas onis apos o0 estimulo
hiperalgésico. Ou seja, estes resultados sugerenaqcorréncia do efeito hipoalgésico
causado pelo celecoxibe pode depender de alteragdlesulares induzidas pela resposta

enddgena a um agente lesivo.
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De posse destes dados iniciais e considerandoisgp@tante participacdo do
citoesqueleto em fendbmenos relacionados ao traesperliberacdo de mediadores
envolvidos na resposta nociceptiva (Stagifal, 1992; Kayseet al, 1991; Planagt al,
1994; Ossipoet al, 1995; Honorét al, 1996), o celecoxibe e a morfina foram escolhidas
como drogas-padrédo e tiveram seus efeitos comparamo uma nova abordagem
farmacoldgica para investigacdo de envolvimentoif@@@o de componentes do

citoesqueleto nos mecanismos de indugao de hipdalgbordados a seguir.
Resposta nociceptiva e citoesqueleto

Neste contexto, procurou-se inicialmente estudapadicipacdo periférica do
citoesqueleto no efeito hipoalgésico causado phfarastracdo sistémica de celecoxibe ou
morfina, utilizando-se para isso, inibidores dacAm de seus principais componentes:
microtubulos, filamentos intermediarios e microfientos (Lodisket al., 2004; Dillon &

Goda, 2005).

Os experimentos assim realizados mostraram, de iraaneédita, que a
despolimerizacdo periférica de microtubulos e nfiecmentos, mas ndo de filamentos
intermediarios, afetou a resposta hipoalgésica ziddu por coxibes ou morfina.
Notadamente, a hipoalgesia induzida pela morfinafietada apenas na pata em que os
inibidores do citoesqueleto foram administradosjicando participacdo local destes

componentes neste efeito.

Apesar de nenhum estudo vitro ter sido realizado para verificar o sitio exato de
atuacao das drogas modificadoras da funcdo dosqileéeto, Dinaet al. (2003) e Franca
(2007) demonstraram a eficiéncia de drogas tamhéipadas neste estudo, em induzir
disfuncdo do citoesqueleto em culturas de neurbdmsgyanglio da raiz dorsal. Estes
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estudos avaliaram a integridade da estrutura dwesmueleto através de ensaios de
eletrofisiologia e imuno-histoquimica confocal. méando também os achados deste
estudo, foi observado que mais de um inibidor tlmesgueleto mostraram o mesmo efeito
sobre o limiar de deflagragcdo da resposta nocicemi que, para microfilamentos, este

efeito foi prevenido pela estabilizacdo prévia desmo componente.

Em uma abordagem geral, os resultados observadts @studo concordam com
trabalhos anteriores, os quais relataram a infarééa de inibidores do citoesqueleto em
sinais clinicos de dor e também demonstraram gias €sogas podem mediar mudancas
morfoldgicas e funcionais em receptores ligadosdccepcéao (Aleyet al, 2000; Blochet
al., 2001; Daset al, 2002; Dinaet al, 2003). De acordo também, estdo trabalhos que
demonstraram a ativacdo de funcdes do citoesquapEis a sensibilizacdo de diferentes
receptores periféricos envolvidos na resposta eptika, quando aplicadas localmente
(Lopshire & Nicol, 1998; Malik-Hallet al., 2003, Goswamet al, 2004 e 2007). Tais

relacdes serdo abordadas mais detalhadamente @oetiela discusséo.
Resposta nociceptiva e microttbulos

Inicialmente, para se verificar seletivamente oodrmento de microtibulos na
resposta hipoalgésica, foram utilizadas duas dragb&loras da adicdo de dimeros de
tubulina ao sitio de polimerizagcdo de microtubulosnpocodazol (NDZ) e a colchicina
(CCC) (Samson et al., 1979; Brinkley, 1997; Teealt, 2008). Assim sendo, nocodazol e
colchicina afetaram a resposta hipoalgésica obdaryarevenindo totalmente o efeito do
tratamento com celecoxibe e parcialmente o daquete morfina. Interessantemente, tais
inibidores potencializaram a hiperalgesia tardiduiida pela carragenina. Resultados

semelhantes de inducéo de hiperalgesia apés athagdis de inibidores da polimerizacao
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de microtubulos foram anteriormente relatados (Alkeerl, 1987; Dast al, 2002; Kumar

et al, 2007), porém, relacionados a doses mais altasaeiados a inducao de neuropatia.

A observagcdo do efeito local dos inibidores de atidgsulos sobre a resposta
hipoalgésica mostrou que estes componentes parteip de forma mais importante
guando o efeito foi induzido pelo celecoxibe, sughy importante componente periférico
da resposta a este farmaco. Ainda, como a respostarfina foi afetada apenas na pata
injetada com os inibidores de microtubulos, sugerea participacdo local destes

componentes.

Interessantemente, o aumento da duracdo da hipsialmduzida por carragenina
apos ruptura de microtubulos, especialmente apdsnadracdo de colchicina, contrasta
agudamente com o relato anterior de atenuacao p#aalgesia induzida por epinefrina
(Dina et al, 2003). A epinefrina atua através de recept@pemdrenérgicos (Alewet al,
2001), os quais, uma vez ativados desencadeianataasmtracelulares de ativagdo da
guinase regulada por sinal extracelular (ERK) eptateina-quinases A (PKA) edpsilon
(PKC), cujos efeitos dependem da integridade do citoddetp (Khasaet al, 1999b; Aley
et al, 2000; Dinaet al, 2003). Com isso, 0 aparente contraste de ressltadde ser
explicado através das diferencas entre vias deagdtiv intracelulares no modelo de
hiperalgesia induzida pela carragenina e no modkdo hiperalgesia induzida pela
epinefrina. A administracdo local de carrageningal@ estimulacdo de uma grande
variedade de receptores, os quais, além de atvaresmas cascatas intracelulares que a
epinefrina, também atuam diretamente sobre a peotpiinase dependente de GMPc
(PKG) e canais ibnicos e ainda, sinalizam a supgutacdo génica de COX e G-proteinas

(Khasaret al,, 1999; Nanteét al, 1999; Aleyet al, 2000; Askarkt al, 2008).
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Apesar destas importantes diferencas de mecanienmioddcdo de hiperalgesia, a
explicacdo para a discrepancia entre os resultadtidos neste estudo e os obtidos por
Dinaet al.(2003) parece envolver principalmente a super-eega neuronal de opidides e
de seus referidos receptores induzido pela admag#ésb local de carragenina (Mowtaal,

2001; Guaret al, 2002; Puehleet al, 2004 e 2006), ao passo que, nenhuma evidéncia da
ocorréncia desta supra-regulacao apos adminissai®epinefrina tenha sido encontrada
(Khasaret al, 1999b, Satariaet al, 2008). Apesar de a epinefrina n&o ter sido edtuda
em nosso estudo, reforcam esta hipétese os ressiltdadidos de estimulo da sintese3de
endorfina em queratindcitos apds a administracdcagegenina, conforme discusséo a

sequir.

Como explicacéo para os resultados de aumentordaatudo efeito da carragenina
por inibidores de microtibulos, ndo se pode demcann potencial efeito nociceptivo
neurotéxico (Kumaet al, 2007) da colchicina sobre os nociceptores. Eanitet este ndo
parece ser a causa da observada extensdo do t@nrfppedalgesia, pois, doses maiores
deste farmaco nao foram relacionadas a efeitosndeaté/os em fibras sensitivas ou a
déficit motor ou de sensibilidade ao estimulo maca(Csillik et al, 1978; Kingeryet al,
1998). Alem disso, o efeito neurotoxico da colaacparece se limitar a fibras colinérgicas

(Kumaret al, 2007).

De forma interessante, injecfes perineurais deidimibs de microtubulos
mostraram efeitos inibitorios sobre o transportenak e a difusdo lateral de proteinas na
membrana neuronal (Beet al, 1992; Yamamoto & Yaksh; 1993; Archet al, 1994;
Kingeryet al, 1998). Tais funcdes celulares sao requeridasqaemsporte intracelular de

um grande numero de moléculas, inclusive de cigscimeurotransmissores e receptores
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metabotrépicos (Okabe & Hirokawa, 1989). Assimtentsndo também nossos achados,
Colburn & DelLeo (1999) demonstraram que a injegpural de colchicina proximal ao
nervo ciatico, bloqueou o transporte axonal rapidoperiferia para o SNC e que tal
transporte ndo foi crucial para o desenvolvimergalddinia mecéanica. O mesmo estudo
ainda sugere que a descontinuidade dos sinaisptrdados da periferia causada pela
colchicina, provoca a ativacdo de astrocitos e @adglia no corno dorsal da medula
espinhal. A ativacdo destas células induz a lilderdgcal de mediadores pro-nociceptivos,
0s quais desempenham papel crucial na manutencaestimo hiperalgésico e na
cronificacdo de processos nociceptivos agudoss@dei em Svensson & Bordin, 2010).
Ainda de acordo, Dilley & Bove (2008) relataram @mmento da resposta de fibras C
sensitivas apds injecdes perineurais de colchidixdrapolando tais resultados para o
modelo usado no presente estudo, da mesma fortrepsporte axonal rapido da periferia
para o SNC parece ndo estar criticamente envol@desenvolvimento da hiperalgesia
mecanica causada pela carragenina. Entretantesaoados observados também sugerem
gue o transporte axonal seria crucial para a réspemndogena antinociceptiva,
possivelmente através da sinalizacdo de supraagiml transporte (Mous al, 2001;
Puehleret al, 2004) e a expressdo de receptores opioides, ialspeste na periferia
(Planaset al, 1994; Kozaket al, 2002; Guanet al., 2005). Assim, o resultado de
prolongamento do estado hiperalgésico causadogaetagenina, apds a CCC, pode ser
explicado pela inibicdo da resposta antinociceppedférica, a qual causa a limitacdo da
hiperalgesia ou ainda, pela liberagdo de mediadm@sociceptivos pela glia ativada no

corno dorsal da medula espinhal.
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Outros resultados interessantemente relacionad®siados obtidos neste estudo
foram relatados por Goswarmsi al. (2004, 2006 e 2007), que demonstraram uma interaca
direta e especifica entre microtubulos e recepta®sominados TRPV1T(ansient
Receptor Potential Vanilloid typg.10 TRPV1 é um canal catiénico ndo seletivo exgwres
em membranas de neurdnios sensitivos primarioe(@att al, 2000; Daviset al, 2000)

e desempenha um papel estabelecido na transmiss&mal nociceptivo, podendo ser
ativado por uma variedade de estimulos potencidbneacivos (Caterinat al, 1997 e
2000; Hwanget al, 2002). Uma vez ativado, o TRPV1 promove a ragekspolimerizacao
de microtubulos no meio intracelular favorecendiefiagracéo do potencial nociceptivo,
evento parcialmente dependente de célcio (Goswamil., 2007a, 2007b e 2008). Varios
estudos subseqlentes da relacdo entre a ativacBBRie e a dinamica de microtibulos
levaram a formulacdo da hipdtese de que o TRPVdriaseénvolvido no processo de
cronificacdo da dor (Goswarat al, 2009) com a qual, indiretamente, corroboram resso
resultados de extensdo do estado hiperalgésicaidapor carragenina apos ruptura
farmacoldgica de microtubulos. Em suma, estes teaigd sugerem uma similaridade de
efeito entre a ativacdo de TRPV1 (e consequentgolieerizacdo de microtubulos) e a
ruptura farmacolégica de microtubulos. Obviameafesar desta indicacdo, estudos mais
pormenorizados desta relacdo sdo necessarios @aransluir uma relacdo direta entre

estes componentes e a cronificacdo de estadoeptieas.
Resposta nociceptiva e filamentos intermediarios

Subsequentemente, o papel de filamentos intermeslida hipoalgesia foi avaliado
e, diferentemente do observado para inibidores ideotdbulos, a auséncia de efeito do

desestabilizador de filamentos intermediarios (esed referidas como efetivas por Data

126



al., 2003) sobre o limiar de deflagracdo da respastaeptiva de ratos, indicou a auséncia
de efeito deste componente na resposta estudasia foema, os filamentos intermediarios
ndo parecem estar envolvidos nem no estabelecintenttor inflamatoéria (hiperalgesia)
induzida pela carragenina, nem na hipoalgesia idduzelo celecoxibe ou pela morfina.
Este fato pode ser explicado pela funcdo basicamestrutural relacionada a este

componente do citoesqueleto (revisado em Herrreiah 2009).

Continuando os estudos dos componentes do citdetgue envolvimento de
microfilamentos na resposta hipoalgésica foi adaliatravés da administracdo periférica
de inibidores da sua polimerizagéo, latrunculind_B) e citocalasina B (CTB) (Coopet

al., 1987; Kueh & Mitchison, 2009).
Resposta nociceptiva e microfilamentos

Como observado nos experimentos com nocodazokkicwla, a administracao de
inibidores de microfilamentos (LB e CTB) preveniweteito hipoalgésico induzido pelo
celecoxibe totalmente e aquele induzido pela mayiiarcialmente. De forma interessante,
a estabilizacdo de microfilamentos, através da m@dtracdo de faloidina, ndo alterou a
resposta hipoalgésica induzida por celecoxibe,rsudye que a polimerizacdo subsequente
dos microfilamentos n&o é requerida para que ocaraipoalgesia, porém, o
desmantelamento (pelos inibidores) da rede cita#ética pré-formada é capaz de alterar
esta resposta. Apesar da mencéo na literaturaifantda importancia das funcdes do
citoesqueleto na resposta nociceptiva (Bhave & &er@003), ndo foram encontrados
estudos similares de efeitos periféricos de inilddada fungdo do citoesqueleto sobre a
resposta antinociceptiva, tornando estes resultas@ns precedentes para comparacao

cientifica.
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Entretanto, como discutido anteriormente para napolde colchicina, a auséncia de
efeito de latrunculina B e citocalasina B sobreigefalgesia induzida pela carragenina
também contrastou com os resultados de atenuad@ipatalgesia induzida pela epinefrina
apos administracdo destas drogas (Détaal, 2003). A administracdo periférica de
latrunculina B ou citocalasina B n&o causou efesignificativo sobre a resposta
hiperalgésica induzida por carragenina, sendo ¢go®, animais assim tratados
desenvolveram hiperalgesia de intensidade simdaramimais controle (Veic-CG). Desta
forma, estes dados sédo coerentes com a hipotespddancia da fungdo dos microtibulos
no processo de cronificacdo da hiperalgesia, \ga® interacdes entre TRPV1 e a actina

foram descartadas (Goswaatial, 2006).

De posse destes resultados e devido a ausénciafedte da inibicdo de
microfilamentos sobre a hiperalgesia induzida @oragenina, nos estudos subsequentes, a
citocalasina B foi escolhida como droga padréo ribigdo do citoesqueleto. Assim,
primeiramente, foi demonstrado o carater perifédaenvolvimento de microfilamentos e
a reversao tempo-dependente da hipoalgesia. Aisdapbservou que o efeito da
citocalasina B foi suprimido em animais que recalmepreviamente um estabilizador de
microfilamentos, confirmando a participacdo periiZrdestes componentes na resposta

antinociceptiva.

Um resultado particularmente interessante foi eefasla auséncia de efeito de
citocalasina B e de naloxona metiodida sobre a-rapdiralgesia induzida por
administracOes tardias de celecoxibe (administtadoapds carragenina), sugerindo que
mais de um mecanismo possa estar envolvido na &oddg analgesia derivada da

administracdo sistémica de celecoxibe.
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Estes resultados concordam com os dados anteritgrdisgutidos e principalmente
com estudos que demonstram a importancia da sagabz via componentes do
citoesqueleto (Prekerist al, 1996 e 1998; Aleyt al., 2000 e 2001; Dinat al., 2003;
Beahve & Gereau, 2004) na cronificacdo de procesgesalgésicos agudos, a qual pode
ser mediada através da troca de sinalizacao ihttace principalmente da manutencdo do
estimulo induzido por PKC(Khasaret al, 1999; 2000; 2008; Souzst al, 2002). A
ativacao de PKEtem sido apontada por diversos estudos como sendaeetapa crucial de
sinalizacéo para cronificacdo de processos doler¢Souzaet al, 2002; Khasaet al,
2008) e sua relacdo com microfilamentos foi evidete (Prekeriet al, 1996 e 1998).
Estes fatos fortalecem a teoria da chave para aizsigdo de cronificacao residir em

modificagbes estruturais de componentes do citedsigu(Bhave & Gereau, 2004).

No presente estudo, a ruptura farmacoldgica deofileomentos, efeito associado a
desativacdo da PKCum agente de cronificacdo da hiperalgesia (Piekéral, 1996 e
1998; Aleyet al, 2000), permitiu o retorno natural ao limiar negtivo basal no tempo
esperado. De forma complementar, a ruptura de taloutos, efeito relacionado a ativagéo
de o TRPV1, agente diretamente implicado na cragho da dor (Cateriret al, 2000;
Goswamiet al, 2004), prolongou o estado hiperalgésico causat garragenina. Esta
constatacdo pode representar um novo alvo paraddgenento de novas terapias que
visem evitar a cronificacdo de estados patologicgss cursos tendam a este desfecho. Em
teoria, se a cronificacdo de processos agudos depecalmente da polimerizacdo de
microfilamentos (ativacdo de PKC) e/ou da despalraedo de microtibulos (ativacédo de
TRPV1), possivelmente o uso periférico de estaillizes destes componentes na fase

aguda de estados patologicos com tendéncia a icag@b pode ter alguma relevancia
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clinica. Novamente, estudos mais aprofundados s@&esearios para confirmacdo desta

hipotese.
Microfilamentos e compostos analgésicos

Para se confirmar a hipotese de seletividade déoede citoesqueleto sobre a
resposta hipoalgésica, nos estudos subsequentdmuase o efeito da dose padrdo do
inibidor de microfilamentos (CTB; 1ug, i.pl.) sobre outros compostos com efeito
analgeésico. Assim, observou-se que o inibidor dgofilamentos ndo causou efeito sobre a
anti-hiperalgesia induzida por indometacina ou peibidor seletivo de COX-1, SC560
(Winter & Flataker, 1965; Smitét al.,1996; 1998). A auséncia de efeito da citocalasina B
sobre tais drogas pode ser explicada pelo fatoeds sfeitos analgésicos se deverem
primordialmente a acao inibitoria sobre a enzimaXQ®@ane, 1971; Smitlet al., 1996),
evento ndo relacionado a fungbes do citoesqudbetsteriormente, o pré-tratamento com
citocalasina B mostrou-se também ineficaz em inéiresposta hipoalgésica induzida
unilateralmente pela dipirona ou bilateralmenteo geracetamol. De forma diferente da
indometacina e do SC560, a participacédo de opidgidexfeito analgésico do paracetamol e
da dipirona foi anteriormente comprovada, poréracieha-se em sua maior parte, se nao
exclusivamente, a acado de opidides endbégenos eatueas do SNC (Pinét al, 1997;
Bujalska, 2004; Vanegas & Tortorici, 2004; Crawmé\al, 2008; Rezendet al, 2008). De
forma ainda mais interessante, a citocalasina urparcialmente a hipoalgesia induzida
sistemicamente pela morfina. Em conjunto, estesoglagligerem que a participacédo
periférica de componentes do citoesqueleto pode sstetivamente relacionada a atuacao

periférica de opidides e, por conseqiéncia, tambégerem que o modo de ag¢do do
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celecoxibe depende crucialmente da resposta am@mptiva periférica endégena, mesmo

apos administracdes sistémicas.

Com isso, para se testar a possivel seletividadeiltiedo periférica sobre efeitos
de opiodides e se o0 celecoxibe realmente dependesi® sistema perifericamente para a
inducéo de hipoalgesia, a naloxona metiodida, utagamista opidide que ndo atravessa a
barreira hemato-encefélica (Ramabadzaal, 1982), foi administrada intraplantarmente e
mostrou, como a CTB, efeito inibitorio total solardipoalgesia induzida pelo celecoxibe,
indicando fortemente que o componente opibide & € a chave para inducédo do efeito

unilateral apés administracéo sistémica de celbeoxi

De forma diferente, a hipoalgesia bilateral indazila morfina mostrou-se como
uma sobreposicdo das respostas observadas cepedfericamente, isto é, tanto a CTB
como a naloxona metiodida preveniram parcialmentdesacdo do limiar nociceptivo
induzido pela morfina. Este resultado pode semrpné¢éado como efeito da inibicdo do
componente periférico desta resposta nas patasnaflas, mas ndo o componente central
desta resposta (Sofet al, 1975; Duarte & Ferreira, 1992; Labaet al, 2007; Van der
Kam et al, 2008). O componente central da resposta indyzidamorfina foi expresso
como aproximadamente 54% do efeito total nas pafsnadas, resultados proximos ao

relatado por Labuet al.(2007) ap6s administracdo da naloxona metiodida.

Sendo assim, a seletividade de inibicdo periféschre efeitos de opidides foi
confirmada pela supressédo total do efeito hipoalgésiduzido por celecoxibe apés
administracdo intraplantar de citocalasina B owxmia metiodida. Em conjunto, estes
resultados indicam fortemente que o componentedspjgeriférico é a chave para inducao

do efeito unilateral apds a administracdo sistéméceelecoxibe.
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Com isso, os dados anteriores também sugerem umiigigagdo seletiva do
citoesqueleto sobre o efeito analgésico perifédeoopidides. Este resultado pode ser
molecularmente explicado pela inducdo de disfure@oreceptores opibides através da
inativacdo de subunidades da proteinaaGplada a receptores opidides, amplamente
distribuidos na membrana de neurbnios sensitivapeos (revisado em Simonds, 1988
e Smith, 2008). Este efeito de inativacdo da pmat€} por inibidores de microfilamentos
foi anteriormente descrito em cardiomidcitos poodBl et al. (2001), cujos resultados
demonstraram que a ruptura de microfilamentos deslseletivamente a subunidgtjeda
proteina Gde receptores muscarinicos. Em neurdnios sersitvativacdo de receptores
acoplados a Qeva a liberagdo do comple@ no meio intracelular, que por sua vez, inibe
a ativagdo de canais para’Gaontribuindo para a manutencdo do potencial peuso da
membrana celular (Raret al, 1989; Diverseé-Pierluisgt al, 1995). Entretanto, de forma
interessante, esta inibicdo dos canais pafa @rre, seletivamente, quando o complexo
By liberado contém a subunidade tipp(Diversé-Pierluisset al, 2000), cuja efetividade
depende da atividade de microfilamentos (Blettal, 2001). Desta maneira, explica-se
como a ruptura local do citoesqueleto interrompeeietivamente o efeito relacionado a
receptores opidides periféricos, desinibindo ouidl de C& nos nociceptores e,

consequentemente, permitindo a deflagracdo do gatete acdo neuronal e a nocicepcao.

Interessantes resultados similares aos observadopresente trabalho para o
celecoxibe, foram relatados para um agonista opi@dmetadona, cujo efeito analgésico
depende exclusivamente da ativacdo do sistemadeppg@riférico, mesmo quando a droga
€ administrada em vias supra-espinais (eéteal, 2009). Ainda em concordancia,

Bileviciute-Ljungar et al. (2006) também demonstraram um potente efeito ésaly
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exclusivamente através de mecanismos periféripds, administracdes sistémicas (via oral

ou s.c.) do HS-731, um agonista sintético de recepi-opidides.

De posse destes dados iniciais e com base nosestedbrahinet al. (2005), os
guais demonstraram a liberacéo periféricgd-gmdorfina de queratindcitos, apds ativacao
de receptores canabindides, procedeu-se entadiacawvada participacdo de queratindcitos
na resposta antinociceptiva periférica como compienala hipoalgesia causada por

administracdes sistémicas de celecoxibe.
Queratindcitos e resposta antinociceptiva periféria

A sintese dep-endorfina nos tecidos excisados do sitio de admnégdo do
estimulo hiperalgésico foi avaliada através da aw@o imuno-histoquimica especifica
para este opidide. Com o0 uso desta técnica, idantise seletivamente a presencaida
endorfina em células reconhecidamente produtorabgi@t al, 1997; Steiret al, 1999;
Ibrahim et al, 2005), ou seja; em leucécitos (distribuidos nodte subcutaneo) e em
células do epitélio da pele (topografica e morfaamente identificadas como
gueratinocitos). Como o epitélio da pele glabra @os compde-se apenas de
gueratinocitos (97-99 %) e células dendriticas {4)}3 estas Ultimas ndo sdo produtoras de
B-endorfina (revisado em Toebak al, 2009), os resultados obtidos sugerem fortemente
gue ap-endorfina imunomarcada foi sintetizada em quebatios da pele da pata. Além
disso, 0 padrdo de distribuicdo da marcacdo imustodguimica ao longo dos estratos
epiteliais observado neste estudo, ocorreu de fdrastante similar ao observado em
trabalhos prévios, os quais utilizaram a técnicandecacdo por imunofluorescéncia do

mesmo opidide na pele de ratos (Khodoretwal, 2003; Ibrahinet al, 2005).
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A presenca df-endorfina foi avaliada através do percentual da amarcada para o
opidide em relagcédo a area total do epitélio sefeddo. Como a densidade Optica da area
marcada ndo mostrou diferencas significativas emddns 0sS grupos experimentais
analisados (dados ndo apresentados), sugere-sa& gaeidvel de percentual de area
marcada se relacionou proporcionalmente com a otmagdo de p-endorfina no

citoplasma de queratindcitos da regido avaliada.

Tais experimentos demonstraram, também de forndité®néuma super-regulacao
dose-dependente do conteudeendorfina nos queratindcitos, apos administraluiess
de carragenina e PGEEntretanto, apesar desta supra-regulacdo daeidéf-endorfina
expressar-se agudamente (antes de 30 min), talseiméo parece relacionar-se com a
liberacdo aguda do opidide para o intersticio, @mpuimeiro momento. O que parece
ocorrer € um acumulo do opidide no citoplasma dmsajindcitos durante a fase de grande
intensidade de resposta hiperalgésica. Assimgeaaliifio dg-endorfina ocorreria ao longo

do tempo restaurando o limiar nociceptivo lentament

No modelo com carragenina, observa-se uma lentac&eddep-endorfina nos
gueratindcitos, a partir do tempo 3 h, fato relaado ao inicio da restauracao do limiar
nociceptivo (4 h). Entre 3 e 4 h a resposta higésta sofre reducdo significativa,
sugerindo que #@-endorfina foi liberada no intersticio e consegésmnte, atuou nos
receptores opidides presentes nos nociceptoreseginm relagdo temporal de reducdo da
marcacao parg-endorfina nos queratindcitos e reducdo da respoigtaralgésica foi
observada no modelo de administracdo de P&kerindo fortemente o envolvimento de
gueratindcitos na resposta antinociceptiva endogeedférica. Sustentando estes

resultados, Alvest al. (2010, dados ndo publicados) mostram um efeitordiengamento
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da hiperalgesia apés administracdo intraplantaardagonistas opioides. Além disso, a
potenciacdo das respostas hiperalgésicas aposistlagdes de antagonistas opidides foi
intensamente relatada e relacionada a inibicdesj@sta antinociceptiva endogena (Kokka
& Fairhurst, 1977; Jacob & Ramabadram, 1978; Bumhsbet al, 1983; Millan &

Colpaert, 1991), inclusive na reducéo do efeitcgita (Levinest al, 1978).

No mesmo ensaio imuno-histoquimico, demonstroutse @ pré-tratamento com
celecoxibe reduziu a imunomarcacaopdendorfina no epitélio inflamado. Relacionando
este resultado a ocorréncia de hipoalgesia nos a@mimmatados com celecoxibe e
carragenina, sugere-se que o farmaco causou aadémrdaf-endorfina sintetizada
agudamente apés estimulo causado pela carragétana.se investigar se a auséncia da
marcagdo parg-endorfina em ratos pré-tratados com celecoxibé sgecorrente da
prevencédo da sintese do opidide, um ensaio imumatizo foi realizado para detec¢éo da
B-endorfina nos tecidos totais da pata. Desta fotah@nsaio mostrou a supra-expressao do
opidide em todos os grupos experimentais tratados @arragenina. Como nos ratos pré-
tratados com celecoxibe ou JWHO015 a presenc$-eiadorfina ndo foi detectada no
epitélio, mas sim nos demais tecidos da pata, stggemue ocorreu a liberacdo fla
endorfina para o intersticio local. Assim, sugeerse o0 opidide supra-regulado e liberado

desta maneira foi responsavel, pelo menos em prate efeito hipoalgésico causado pela

administracdo sistémica de celecoxibe, na presdmeatimulo hiperalgésico.

Outro resultado interessante foi demonstrado conauséncia de efeito da
administracdo local de citocalasina B sobre a @oug imunomarcacéo pgraendorfina,
isto é, em ratos pré-tratados com citocalasina &&lecoxibe ocorreu a liberacdo fle

endorfina para o intersticio do sitio hiperalgésiporém, como relatado anteriormente, o
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efeito hipoalgésico foi totalmente prevenido. Ca@soj pode-se sugerir que a funcdo dos
microfilamentos ndo € necessaria para que ocdresalgdo local df-endorfina, porém, &

crucial em algum momento posterior da via de induwgEhipoalgesia.

Similarmente, a PGEestimulou a sintese local leendorfina, porém, este estimulo
causou menor aumento da imunomarcagdo nos queitdsioquando comparado a
carragenina. Este fato explica também a menor sidade de resposta hipoalgésica
causada pelo celecoxibe (nas doses aqui utilizgdaa)o modelo de hiperalgesia induzida

por PGE, também em comparagéo a carragenina.

Apés a obtencéo destes resultados, procurou-sstiggecomo o celecoxibe induz
a liberacdo de opidides na periferia e, com baseir@mmeros trabalhos mostrando
interacdes entre AINEs, sistema opidide e canatknGia resposta antinociceptiva
endogena periférica (Welch & Eads, 1999; Madsal, 2001; Guindoret al; 2006a e b;
Ibrahimet al, 2005 e 2006; Gutierre#t al, 2006; Guindon & Hohmann, 2008), o interesse
deste trabalho foi ampliado para o investigacaemolvimento periférico dos sistemas

opidide e canabindide na hipoalgesia induzida pelecoxibe.

Com a finalidade de se evitar interferéncia da atié&ta das drogas analisadas
sobre 0 SNC e enfocar a resposta periférica, osrex@ntos seguintes passaram a estudar

a resposta hipoalgésica induzida perifericamente.
Estudo da hipoalgesia induzida perifericamente

Para a caracterizacdo da hipoalgesia induzidaepeamente, foram realizados
estudos iniciais para avaliacdo da resposta ndoreeppOs tratamento intraplantar com

diferentes compostos de acao analgésica. Estedoestomprovaram a inducéo periférica
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de hipoalgesia por celecoxilfeendorfina e agonistas de receptores canabinOfdeBA e
JWHO015). Estes resultados estdo de acordo comosstutteriores, 0s quais mostraram
efeitos analgésicos semelhantes apos administrdg8ocompostos aqui estudados em
diferentes modelos (Malaat al, 2001; Forman, 2003; Johanek & Simone, 2004; Quaurt

et al, 2004; Francat al, 2006; Corréa&t al.,2010).

Nestes experimentos, foi observada a auséncia @& ela administracdo de
celecoxibe sobre a resposta nociceptiva de ratas submetidos a um estimulo
hiperalgésico, ao passo qudi-andorfina produziu efeito discreto nas mesmas icoed.
Estes resultados sao corroborados por relatosantagos da literatura, tanto para opidides,
como para canabindides (Sof al, 1975; Stanfaet al. 1992; Van der Kam, 2008).
Entretanto, resultados conflitantes de ausénciefeito analgésico de morfina em tecidos
nao inflamados (Steiat al, 1989; Kayseet al, 1991; Likaret al, 2001) também foram
relatados. Segundo Rittner al. (2009), a antinocicepcdo mediada por opidides gerntis
em tecidos ndo inflamados requer a abertura daibmperineural ao acesso dos peptideos,
bem como, a supra-regulacdo de receptores opidaebas condicbes relacionadas a
funcdes do citoesqueleto. Em concordancia com essgltados, Nishiyama (2006)
também descreveu a auséncia de efeito da adm@distreentral de celecoxibe em um
modelo de avaliagdo da resposta nociceptiva térnftia flick), no qual ndo séo
administrados estimulos inflamatérios prévios. @ifdemente, a morfina foi capaz de
produzir efeitos analgésicos nas mesmas condigdesvaliacdo da nocicepcao (Howdi
al., 1996; Bhallaet al, 2002 e 2004). Ainda em concordancia, GonzaleziBodzet al.

(2010) também atribuiram a potencializacdo localetiwto hipoalgésico induzido pela

137



morfina a sintese de proteinas G e consequententmnda expressao de receptores

opidides induzidos perifericamente na pata a quaglicado um estimulo hiperalgésico.

No presente estudo, foi demonstrada a inducdoptslgesia apos a administracao
periférica do OSU03012, um anélogo do celecoxispidido de acdo inibitdria sobre a
COX-2 (Johnsoret al, 2005), corroborando dados anteriores que sugelipge o efeito
hipoalgésico do celecoxibe ocorreria de forma ieddente da acdo sobre COX-2
(Francischiet al, 2002; Rezendet al, 2009). Além disso, a descoberta deste efeito
analgeésico de farmacos analogos a coxibes coneedste grupo de pesquisa uma patente
(Pl 0802850-8) de segundo uso para estas promsssbogas, as quais véem sendo
associadas a importantes efeitos anti-tumorais €ffal, 2004; Dentkt al, 2005; Kardosh
et al, 2005; Pyrkoet al, 2007; Dinget al, 2008). Como estas drogas atuam em enzimas
intracelulares diferentes de COX (Kucab al, 2005), os resultados aqui apresentados
abrem uma nova possibilidade de alvos enzimatipasa o desenvolvimento de novos
farmacos analgésicos, 0os quais, em teoria, poderasirar-se equipotentes aos coxibes

sem os efeitos indesejaveis induzidos pela inibéghwe a COX-2.

Posteriormente, demonstrou-se que a CTB foi capazintbir totalmente a
hipoalgesia induzida perifericamente por celecaxjbendorfina e JWHO015 (agonista
CBy), entretanto, ndo teve efeito algum sobre o ACEAnsiderando que o JWHO015
induziria a liberacdo dg-endorfina via ativacédo de receptores,@Brahimet al, 2005) e
gue ap-endorfina atua diretamente sobre 0s receptorésdasi expressos nas membranas
dos nociceptores (Cabet al, 1997; Bigliardi-Qiet al, 2004), e ainda, que ambos tiveram
seus efeitos abolidos pela citocalasina B, estesltaglos, aliados aos anteriormente

descritos nos ensaios imuno-histoquimicos, denmemstra participacdo dos
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microfilamentos em uma etapa posterior a liberdgéal de opibdides na via de inducéo da
resposta hipoalgésica. Estes resultados indicamlaaiuma via de ativacdo intracelular
comum para acdo analgésica de celecofibendorfina e JWHO015 e que, esta via ndo
contribuiria com a acdo analgésica do ACEA, nafgrggi Como 0 mecanismo de acédo do

ACEA foge ao escopo desta tese, nao foi estudatoapeofundadamente.

Assim, na tentativa de se estabelecer uma viaidl;db comum a estes compostos,
foi avaliada a participacdo periféerica de recetoopidides e do receptor ¢Bia
ocorréncia da hipoalgesia causada por cada um alopastos anteriormente estudados.
Observou-se a dependéncia completa de recepto@desppara a ocorréncia do efeito do
coxibe e do agonista GRalém do préprio agonista opidide), mas ndao daatm CB.
Este resultado é sustentado pelos achados denbedhal. (2005) que demonstraram a
liberacdo de3-endorfina apds a ativagdo de receptores do tippeCBmbém por relatos
anteriores da interacdo dos sistemas opidide ebiceiide na periferia (Welsh & Eads,
1999; Manzanarest al, 2001;Cichewicz, 2004Pachecaet al, 2008). De forma diferente, o
antagonista de receptores £i capaz de suprimir totalmente apenas a hipsage
induzida pelo agonista GBe parcialmente aquela induzida pelo celecoxibepelo
0OSU03012, sem, no entanto, causar efeito sobreoaligesia induzida pefaendorfina ou
pelo agonista CB Estes resultados fortalecem a hipdtese de unmzateasle ativacao
envolvendo os receptores canabindides e, postagenopidides, para a ocorréncia da

hipoalgesia induzida pelo celecoxibe.

Relacionando os resultados de resposta nociceptvwa os de presenca e
endorfina no epitélio (imuno-histoquimica), foi demstrado que o celecoxibe administrado

por via intraplantar, previamente a carrageninabtam foi capaz de induzir a liberacéo
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aguda dep-endorfina por queratindcitos e que o antagonismorateptores tipo CB
(administracéo intraplantar de SR144528), prevessta liberacdo até o tempo 1 h.
Entretanto, de forma interessante, a partir do tehp, o SR144528 néo foi mais capaz de
prevenir a liberacdo periférica eendorfina nos animais tratados com celecoxibes Est
resultado também explica a prevencdo parcial do48528 (50ug) sobre o efeito
hipoalgésico do celecoxibe. Apesar disso, no ptessiudo, uma dose maior queyg0de
SR144528 néo foi utilizada para se estabelecerpevencao parcial desta droga sobre a
hipoalgesia ou sobre a liberacaofdendorfina causadas pelo celecoxibe decorreu da nao
saturacdo dos receptores disponiveis. Entretaptgynslo dados de literatura (Rinaldi-
Carmonaet al, 1998; Gutierrezt al., 2007), a dose de 3@3g, via i.pl., foi capaz de
prevenir totalmente o efeito analgésico de um aganCB (AM1241) no modelo de

inducéo de hiperalgesia por carragenina.

Uma outra possivel teoria para se explicar a pga@parcial do SR144528 sobre a
hipoalgesia, seria a formacgéo periférica gradualimemetabdlito do celecoxibe o qual
competiria com 0 SR144528 pelo sitio de acao em D8sta forma, quando tal metabdlito
atingisse concentracdes criticas, se reiniciaritberacdo dep-endorfina (a partir da
segunda hora) nos animais pré-tratados com estad@oSR144528 e celecoxibe. Com esta
teoria, foi gerada a questdo de uma possivel reagddgena alterar a conformacéo do
celecoxibe, fazendo com que este farmaco passeBa@mo um agonista canabindide na

periferia.

Para se responder a este questionamento, o grujasseu em relatos de interacao
de outros AINEs com o acido araquidénico (Huabh@l, 2001 e 2002; Hogestét al,

2005; Malletet al, 2008) e em experimentos de potenciacao dos efédit@elecoxibe apds
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a inibichko da FAAH fatty acid amide hydrolasefjRezendeet al, 2009) enzima

responsavel pela degradacdo de canabindides em$0fdrda et al., 2002). Com isso,
criou-se a hipétese do celecoxibe se complexar ago daraquidénico gerando um
composto denominado, entéo, araquidonoil-celeco#eCX), o qual seria o metabdlito

com atividade sobre GB

Para se testar a hipotese, o AACX foi sintetizado laboratorio de analises
guimicas da Faculdade de Farméacia da UFMG, sokeatagdo do prof. Dr. André A. G.
Faraco. O composto mostrou efeito hipoalgésicolainaio celecoxibe, porém, seu efeito
foi revertido totalmente pela administracdo peidrde antagonistas de receptores
opidides ou de receptores £Biferente do observado com o celecoxibe, a maekysa do
antagonista canabindide tipo €60 ug de SR144528) foi capaz de prevenir totalmente o
efeito do AACX, mostrando uma atividade deste catppsobre receptores canabindides
periféricos. Confirmando estes resultados, na ¢écde imuno-histoquimica, também o
pré-tratamento com AACX induziu reducdo da imunaragdio parafB-endorfina no
epitélio da pele das patas inflamadas. Em concoraaeste efeito também foi prevenido
totalmente pelo antagonista de LHestes resultados podem sugerir também que o

celecoxibe ndo atua diretamente como um agonisteBgemas o AACX, sim.
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SUMARIO DA DISCUSSAO

Em resumo, os resultados do presente estudo deawmmonst importancia da
participacdo de componentes do citoesqueleto naepgéo e corroboram os achados de
varios estudos os quais indicaram que a cronif@calg# processos nociceptivos agudos
pode ser mediada através de componentes do cisdeBgEstes dados também sugerem,
pelo menos em teoria, um possivel ganho clinicpertadores de estados patolégicos cujo
desenvolvimento tenda a cronificagdo da dor, $ados localmente com estabilizadores da

polimerizagdo de componentes do citoesqueleto.

Este estudo ainda indicou a seletividade da infli?édo citoesqueleto sobre a acao
periférica de opidides, e que o celecoxibe exeacsgu efeito analgésico de mais de uma
maneira. Em especial, quando administrado até “ds @ estimulo hiperalgésico, o
celecoxibe poderia perifericamente complexar-se &ido araquidonico, ativando
receptores CBem queratindcitos, os quais liberarigrendorfina para o intersticio do sitio
de estimulo hiperalgésico (Fig. 3). fendorfina liberada atua diretamente sobre os
receptores opidides expressos nos nociceptoress efgitos intracelulares dependem da
integridade conformacional da rede citoesqueldtiéaformada. Da mesma forma, o efeito
da morfina necessita deste componente opidideépenfpara que ocorra a hipoalgesia,
mas este componente periférico ndo seria crucia paatividade analgésica central da

morfina.

Sugere-se, por fim, que o efeito hipoalgésico imtuzelo celecoxibe poderia
decorrer da acdo de um metabdlito formado (AA-QXJe agiria como um agonista de

receptores CBpara causar a liberacdo localflendorfina. Assim, a liberacdo de opioide
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no local, associada ao efeito inibitorio sobre aX&X) culminaria no efeito hipoalgésico

descrito para o celecoxibe.

JV\Q B-end
cX AACX |y p-endorfina

AA p-endorfina
.. Cit let
N Queratindcito rroesqueteto
CG
Hipoalgesia
Nociceptor

Figura 3. Representacdo esquematica dos achadostdae A administracao intraplantar
de carragenina (CG) causaria tanto a liberacaeide araquidénico (AA) no intersticio do
sitio inflamatorio, quanto o estimulo da sintesedadorfina g-end) em queratinécitos.
Assim, com a administracdo de celecoxibe (CX), me@ a formagdo do metabdlito
araquidonoil-celecoxibe (AACX), o qual atuaria como JWHO015 (JWH), ativando
receptores canabinodides tipo 2 (LBA ativacdo de CBdeterminaria, entdo, a liberacéo
aguda dd@-endorfina sintetizada pelos queratinécito$-Andorfina atuaria nos receptores
opidides (1) nas membranas dos nociceptores. A ocorrénciapdalhesia apds a ativacao

dos receptores opioides dependeria da integridadeicofilamentos e microtubulos.
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CONCLUSOES:

Para as drogas, vias de administracdo e modellizadtis nestes experimentos,

podemos concluir:

1) A rede intracelular previamente formada por midoatas e
microfilamentos é importante para que ocorra a digesia periférica,
uma vez que a ruptura destes componentes previngesaosta

antinociceptiva e a estabilizacdo de microfilamsni@o;

2) Componentes do citoesqueleto, em especial os mimriats, participam
da resposta hiperalgésica tardia, indicando umaiyessinalizacao
periférica destes componentes para a cronificac&o ptbcessos

dolorosos agudos;

3) As alteracbes causadas perifericamente sao crengmmportantes
para a ocorréncia do efeito analgésico causadocedtooxibe, mas nao

para o causado pela morfina;

4) O celecoxibe e o agonista de receptores canabsdM#1015 exercem
seu efeito hipoalgésico, pelo menos em sua maide,patravés da

liberacao periférica dg-endorfina;

5) Os queratinécitos tém papel importante na respastaociceptiva
periférica enddgena e participam da resposta lgpemla causada pelo
celecoxibe e pelo JWHO015, os quais induzem a Igderaef-endorfina

no intersticio peri-inflamatorio;
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ANEXO: Nomes quimicos

. ACEA:  Araquidoil-2/)-cloroetilamida ou  N-(2-Cloroetil)-52,82,117,14Z-

eicosatetraenamida

. Celecoxibe (CX): 4-[5-(4-metilfenil)-3-(trifluoront#)pirazol-1-il]

benzenosulfonamida

. Dipirona (DIP): Sdédio [(2,3-dihidro- 1,5-dimetil-&o- 2-fenil- 1H- pirazol- 4-il)

metilamino] metanosulfanato

. Indometacina (Indo): 2-acido-{[(4-clorofenil)carkijrb-metoxi-2-metil-1H-indol-

3-il-1} acético
. JWHO015 (JWH): (2-Metil-1-propil-1H-indol-3-il)-1-rfealenilmetanona
. Morfina (MORF): 1,2,3,9,10,10 -hexahidro-10,4a(4H)-iminoetanofenantrena

. Naloxona metiodida (NLXm): N-Metilnaloxona iodidau o(50,17R)-4,5-Epoxi-

3,14-dihidroxi-17-metil-6-0x0-17-(2-propenil)-mantnina iodida
. Naltrexona (NTX): 17-(ciclopropilmetil)-4¢gsepoxi- 3,14-dihidroximorfina-6-ona

. OSU03012 (OSU):2-aminoN-{4-[5-(2-fenantrenil)-3-(trifluorometil)-1Hpirazol-

1-il]-phenil} acetamida
. Paracetamol (ParN-(4-hidroxifenil)acetamida
. SC236: 4-[5-(4-Clorofenil)-3-(trifluorometil)-1H-pazol-1-il]-benzenosulfonamida

. SC560: 5-(4-Clorofenil)-1-(4-metoxifenil)-3-trifluometil pirazol
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SR144528 (SR): {N-[(1S)-endo-1,3,3-trimetil-bici€l®.2.1] hepta-2-il]-5-(4-cloro-

3-metilfenil)-1-(4-metilbenzil)-pirazol-3-carboxada}

146



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AHERN, MJ; REID, C; GORDON, TP; MCCREDIE, M; BROOKBM; JONES, M. Does
colchicine work? The results of the first contrdligtudy in acute gout. Australian and New

Zeland Journal of Medicine, 1987; 17(3): 301-4.

AL-BASSAM, J; OZER, RS; SAFER, D; HALPAIN, S; MILIGAN, RA. MAP2 and tau
bind longitudinally along the outer ridges of mieroule protofilaments. Journal of Cell

Biology, 2002; 157(7): 1187-1196.

ALEY, KO; MESSING, RO; MOCHLY-ROSEN, D; LEVINE, JD.Chronic
hypersensitivity for inflammatory nociceptor seizsition mediated by the e isozyme of

protein kinase C. Journal of Neuroscience, 200Qt 20 4680—-4685.

ALEY, KO; MARTIN, A; MCMAHON, T; MOK, J; LEVINE, JS MESSING, RO.
Nociceptor sensitization by extracellular signajuiated kinases. Journal of Neuroscience,

2001; 21(17): 6933-6939.

ALLOUI, A; CHASSAING, C; SCHMIDT, J; ARDID, D; DUBRY, C; CLOAREC, A;
ESCHALIER, A. Paracetamol exerts a spinal, tropgseteversible, antinociceptive effect
in an inflammatory pain model in rats. Europeanrdaliof Pharmacology, 2002; 443(1-3):

71-7.

ALTORKI, NK; KERESZTES, RS; PORT, JL; LIBBY, DM; KRST, RJ; FLIEDER, DB;
FERRARA, CA; YANKELEVITZ, DF; SUBBARAMAIAH, K; PASMANTIER, MW,
DANNENBERG, AJ. Celecoxib, a selective cyclo-oxygea 2 inhibitor, enhances the
response to preoperative paclitaxel and carboplatirearly-stage non-small-cell lung

cancer. Journal of Clinical Oncology, 2003; 21: 2@450.

147



ARCHER, DR; DAHLIN, LB; MCLEAN, WG. Changes in slowxonal transport of
tubulin induced by local application of colchiciterabbit vagus nerve. Acta Physiologica

Scandinavica, 1994; 150(1): 57-65.

ARMSTRONG, RA. Platelet prostanoid receptor. Phawlagyy & Therapeutics, 1996;

72(3): 171-191.

ASKARI, N; MAHBOUDI, F; HAERI-ROHANI, A; KAZEMI, B; SARRAMI, R;
EDALAT, R; AHMADIANI, A. Effects of single administation of morphine on G-protein
MRNA level in the presence and absence of inflanumain the rat spinal cord.

Scandinavian Journal of Immunology, 2008; 67: 47-52

BEICHE, F; SCHEUERER, S; BRUNE K; GEISSLINGER, GOBPELT-STRUEBE, M.
Up-regulation of cyclooxygenase-2 mRNA in the rainal cord following peripheral

inflammation. FEBS Letters, 1996; 390: 165-169.

BENSEN, WG; FIECHTNER, JJ; MCMILLEN, JI; ZHAO, WWYU, SS; WOODS, EM;
HUBBARD, RC; ISAKSON, PC; VERBURG, KM; GEIS, GS. datment of osteoarthritis
with celecoxib, a cyclooxygenase-2 inhibitor: adamized controlled trial. Mayo Clinical

Proceedings, 1999; 74: 1095-1105.

BENYHE, S. Morphine: new aspects in the study ofanient compound. Life Sciences,

1994; 55(13): 969-79.

BERK, DA; CLARK, A; HOCHMUTH, RM. Analysis of latexl diffusion from a spherical

cell surface to a tubular projection. Journal Biggibal Society, 1992; 61: 1-8.

BHALLA, S; MATWYSHYN, G; GULATI, A. Potentiation ofmorphine analgesia by

BQ123, an endothelin antagonist. Peptides, 2002,0331837-45.

148



BHALLA, S; MATWYSHYN, G; GULATI, A. Central endothe-B receptor stimulation

does not affect morphine analgesia in rats. Phastogg, 2004; 72(1): 20-5.

BHAVE G; GEREAU, RW. Growing pains: cytoskeleton aritical regulator of pain

plasticity. Neuron, 2003; 39: 577-83.

BIGLIARDI-QI, M; SUMANOVSKI, LT; BUCHNER, S; RUFLI, T; BIGLIARDI, PL.
Mu-opiate receptor and beta-endorphin expressioneive endings and keratinocytes in

human skin. Dermatology, 2004; 209(3): 183-9.

BILEVICIUTE-LJUNGAR, |; SPETEA, M; GUO, Y; SCHUTZJ; WINDISCH, P;

SCHMIDHAMMER, H. Peripherally mediated antinocicept of the mu-opioid receptor
agonist (HS-731) after subcutaneous and oral adtration in rats with carrageenan-
induced hindpaw inflammation. Journal of Pharmagpland Experimental Therapeutics,

2006; 317(1): 220-7.

BING, RJ; LOMNIKA, M. Why do cyclo-oxigenase-2 irdifors cause cardiovascular

events? Jornal of American College of Cardiolo@02 39(3): 521-2.

BLOCH, W; FAN, Y; HAN, J; XUE, S; SCHONEBERG, T;,J6; LU, ZJ; WALTHER,
M; FASSLER, R; HESCHELER, J; ADDICKS, K; FLEISCHMAW BK. Disruption of
cytoskeletal integrity impairs Gi-mediated signglidue to displacement of Gi proteins.

Journal of Cell Biology, 2001; 154(4): 753-761.

BOLAY, H; MOSKOWITZ, MA. Mechanisms of pain moduilan in chronic syndromes.

Neurology, 2002; 59(5 Suppl. 2): S2-7.

BOMBARDIER, C; LAINE, L; REICIN, A; SHAPIRO, D; BUREOS-VARGAS, R;

DAVIS, B; DAY, R; FERRAZ, MB; HAWKEY, CJ; HOCHBERGMC; KVIEN, TK;

149



SCHNITZER, TJ. Comparison of upper gastrointestinagicity of rofecoxib and naproxen
in patients with rheumatoid arthritis. VIGOR studyoup. New England Journal of

Medicine, 2000; 343: 1520-1528.

BOMBARDIER, C; LAINE, L; BURGOS-VARGAS, R; DAVIS, BDAY, R; FERRAZ,
MB; HAWKEY, CJ; HOCHBERG, MC; KVIEN, TK; SCHNITZERTJ; WEAVER, A.
Response to expression of concern regarding VIG@idys New England Journal of

Medicine, 2006; 354(11): 1196-9.
BOTTING, R. COX-1 and COX-3 inhibitors. Thrombo&tgsearch, 2003; 110: 269-272.

BOTTING, R; AYOUB, SS. COX-3 and the mechanism ofctian of
paracetamol/acetaminophen. Prostaglandins, Leeketsi, and Essential Fatty Acids, 2005;

72(2): 85-87.

BRACK, A; LABUZ, D; ANU SCHILTZ, A; RITTNER, HL; MACHELSKA, H;
SCHAFER, M; RESZKA, R; STEIN, C. Tissue monocyteacnophages in inflammation
hyperalgesia versus opioid-mediated peripheralnaniteption. Anesthesiology, 2004a,;

101: 204-11.

BRACK, A; RITTNER, HL; MACHELSKA, H; SHAQURA, M; MQJSA, SA; LABUZ,
D; ZOLLNER, D; SCHAFER, M; STEIN, C. Endogenous ipeeral antinociception in
early inflammation is not limited by the number afioid-containing leukocytes but by

opioid receptor expression. Pain, 2004b; 108: 67-75

BRINKLEY, W. Microtubules: a brief historical persgtive. Journal of Structural Biology,

1997, 118: 84-86.

150



BUJALSKA, M. Effect of nonselective and selectivpia@d receptors antagonists on
antinociceptive action of acetaminophen [part IRblish Journal of Pharmacology, 2004;

56: 539-545.

BUCHSBAUM, MS; DAVIS, GC; NABER, D; PICKAR, D. Pairnhances naloxone-
induced hyperalgesia in humans as assessed by agamsbry evoked potentials.

Psychopharmacology (Berlin), 1983; 79(2-3): 99-103.

BUNTING, S; SIMMONS, PM; MONCADA, S. Inhibition ofplatelet activation by
prostacyclin: possible consequences in coagulagiod anticoagulation. Thrombosis

Research, 1981; 21(1-2): 89-102.

CABOT, PJ; CARTER, L; GAIDDON, C; ZHANG, Q; SCHAFERJ; LOEFfIER, JP;
STEIN, C. Immune cell-derived beta-endorfin: praitut, release and control of pain in

rats. Journal of Clinical Investigation, 1997; 100(142-148.

CALIARI, MV. Principios de morfometria digital: K&® para iniciantes. Belo Horizonte:

Editora UFMG, 1997; 1: 149 p.

CATERINA, MJ; SCHUMACHER, MA; TOMINAGA, M; ROSEN, A; LEVINE, JD;
JULIUS, D. The capsaicin receptor: a heat-activated channel in the pain pathway.

Nature, 1997; 389(6653): 816-24.

CATERINA, MJ; LEFFLER, A; MALMBERG, AB; MARTIN, WJ; TRAFTON, J;
PETERSEN-ZEITZ, KR; KOLTZENBURG, M, BASBAUM, Al; JUUS, D. Impaired
nociception and pain sensation in mice lacking ¢apsaicin receptor. Science, 2000;

288(5464): 306-13.

151



CHANDRASEKHARAN, NV; DAI, H; ROSS, TLK; NATHAN, KE; TOMSIK, J;
ELTON, TS; SIMMONS, DL. COX-3, a ciclooxigenase-lariant inhibited by
acetaminophen and other analgesic/antipyretic drGgming, structure, and expression.

Proceedings of the National Academy of Science: | BE®3; 99(21): 13926-13931.

CHEN, J; KANAI, Y; HIROKAWA, N. Projection domainsf map2 and tau determine

spacing between microtubules in dendrites and axdaisire, 1992; 360: 674-677.

CHENG, H; HARRIS, RC. Cyclooxygenases, the kidnegl aypertension. Hypertension,

2004; 43: 525-530.

CICHEWICZ, DL. Synergistic interactions between mabinoids and opioids analgesics.

Life Sciences, 2004; 74: 1317-1324.

COLBURN, RW; DELEO, JA. The effect of perineuralaacine on nerve injury-induced
spinal glial activation and neuropathic pain bebavBrain Research Bulletin, 1999; 49:

419-27.

CONDE, C; CARCERECE, A. Microtubule assembly, oligation and dynamics in axons

and dendrites. Nature Reviews: Neuroscience, 2D0i9319-32.

COOPER, JA. Effects of cytochalasin and phalloidim actin. Journal of Cell Biology,

1987, 105: 1473-8.

CORREA, JD; PAIVA-LIMA, P; REZENDE, RM; DOS REIS, @P; FERREIRA-
ALVES, DL; BAKHLE, YS; FRANCISCHI, JN. Peripheral-, 3- andk-opioid receptors
mediate the hypoalgesic effect of celecoxib in tannadel of thermal hyperalgesia. Life

Sciences, 2010;

152



CRAWLEY, B; SAITO, O; MALKMUS, S; FITZSIMMONS, B; RIA, XY; YAKSH, TL.
Acetaminophen prevents hyperalgesia in central pastade. Neuroscience Letters, 2008;

442(1): 50-53.

CSILLIK, B; KNYIHAR, E; JOJART, I; ELSHIEKH, AA; P, |. Perineural microtubule
inhibitors induce degenerative atrophy of centraticeptive terminals in the Rolando
substance. Research Communications in ChemicalbBgth and Pharmacology, 1978;

21(3): 467-84.

CUNHA, TM; VERRI JR, WA; SCHIVO, IR; NAPIMOGA, MA;PARADA, CA;
POOLE, S; TEIXEIRA, MM.; FERREIRA, SH; CUNHA, FQ.rGcial role of neutrophils
in the development of mechanical inflammatory hwyperception. Journal of Leukocyte

Biology, 2008; 83: 1-9.

CUNNINGHAM, CC; LECLERC, N; FLANAGAN, LA; LU, M; IANMEY, PA; KOSIK,
KS. Microtubule-associated protein 2c reorganizeth microtubules and microfilaments
into distinct cytological structures in an actimtling protein-280-deficient melanoma cell

line. Journal of Cell Biology, 1997; 136(4): 845:57

DAS, SK; RAMAKRISHNAN, S; MISHRA, K; SRIVASTAVA, R;AGARWAL, GG;
SINGH, R; SIRCAR, AR. A randomized controlled tritd evaluate the slow-acting
symptom-modifying effects of colchicine in ostebaitis of the knee: a preliminary report.

Arthritis & Rheumatism (Arthritis Care & ResearcBp02; 47(3): 280—-284.

DAVIS, JB; GRAY, J; GUNTHORPE, MJ; HATCHER, JP; D&Y, PT; OVEREND, P;
HARRIES, MH; LATCHAM, J; CLAPHAM, C; ATKINSON, K; HUGHES, SA; RANCE,

K; GRAU, E; HARPER, AJ; PUGH, PL; ROGERS, DC; BINGMI, S; RANDALL, A;

153



SHEARDOWN, SA. Vanilloid receptor-1 is essentialr fanflammatory thermal

hyperalgesia. Nature, 2000; 405: 183-187.

DEHMELT, L; SMART, FM; OZER, RS; HALPAIN, S. The ® of microtubule-
associated protein 2c in the reorganization of atidyules and lamellipodia during neurite

initiation. Journal of Neuroscience, 2003; 23(Z%)79 —9490.

DENT, P; YACOUB, A; GRANT, S. DMC novel celecoxibedvatives to rap cancer.

Cancer Biology & Therapy, 2005; 4(5): 583-584.

DIROSA, M. Biological properties of carrageenan.urdal of Pharmacy and

Pharmacology, 1972; 24: 89-102.

DILLEY, A; BOVE, GM. Resolution of inflammation-inctced axonal mechanical
sensitivity and conduction slowing in C-fiber nagptors. Journal of Pain. 2008; 9(2): 185-

92.

DILLON, C; GODA, Y. The actin cytoskeleton: intejray form and function at the

synapse. Annals Reviews in Neuroscience, 200522&5.

DINA, AO; MCCARTER, GC; COUPADE, C; LEVINE, JD. Relof the sensory neuron
cytoskeleton in second messenger signalling féanmfatory pain. Neuron, 2003; 39: 613-

24.

DING, H; HAN, C; GUO, D; WANG, D; CHEN, C; DAMBRO®, SM. OSU03012
activates Erk1/2 and Cdks leading to the accunaratf cells in the S-phase and

apoptosis. Interanational Journal of Cancer, 22@8; 2923-2930.

DIVERSE-PIERLUISSI, M; DUNLAP, K. Interaction of owergent pathways that inhibit

N-type calcium currents in sensory neurons. Neueose, 1995; 65:477-83.

154



DIVERSE-PIERLUISSI, M; GOLDSMITH, PK; DUNLAP, K. Ensmitter-mediated
inhibition of N-type calcium channels in sensoryrs involves multiple GTP-binding

proteins and subunits. Neuron, 1995; 14(1): 191-200

DIVERSE-PIERLUISSI, M; MCINTIRE, WE; MYUNG, CS; LIRORFER, MA;
GARRISON, JC; GOY, MF; DUNLAP, K. Selective cougdirof G protein beta gamma
complexes to inhibition of Ca2+ channels. Jourrid@iological Chemisry, 2000; 275(37):

28380-5.

DOMINGUEZ, R. Actin filament nucleation and elonigat factors-structure-function
relationships. Critical Reviews in Biochemistry aMidlecular Biology, 2009; 44(6): 351-

66.

DRAISCI, G; KAJANDER, KC; DUBNER, R; BENNETT, GJADAROLA, MJ. Up-
regulation of opioid gene expression in spinal cevdked by experimental nerve injuries

and inflammation. Brain Research, 1991; 560(1-8B-22.

DRIESSEN, A; LANDUYT, W; PASTOREKOVA, S; MOONS, JGOETHALS, L,
HAUSTERMANS, K; NAFTEUX, P; PENNINCKX, F; GEBOES, ;KLERUT, T;
ECTORS, N. Expression of carbonic anhydrase IX (&4 a hypoxia-related protein,
rather than vascular-endothelial growth factor (\FEGa pro- angiogenic factor, correlates
with an extremely poor prognosis in esophageal gastric adenocarcinomas. Annals of

Surgery, 2006; 243: 334-40.

DUARTE, ID; LORENZETTI, BB; FERREIRA, SH. Periphéranalgesia and activation of
the nitric oxide-cyclic GMP pathway. European Jalwf Pharmacology, 1990; 186 (2-3):

289-93.

155



The molecular mechanism of central analgesia irdliogemorphine or carbachol and the
L-arginine-nitric oxide-cGMP pathway. European Jwirof Pharmacology, 1992; 221(1):

171-174.

DUCREUX, M; KOHNE, CH; SCHWARTZ, GK; VANHOEFER, Ulrinotecan in
metatastatic colorectal cancer: dose intensificattmd combination with new agents,

including biological response modifiers. AnnalQrfcology, 2003; 14 sippl, 2ii: 17-23.

ELMES, SJR; WINYARD, LA; MEDHURST, SJ; CLAYTON, NMWILSON, AW;
KENDALL, DA; CHAPMAN, V. Activation of CB1 and CB2eceptors attenuates the

induction and maintenance of inflammatory pairhie tat. Pain, 2005; 118: 327-335.

EMMERSON, BT. The management of gout. New Englaodrdal of Medicine, 1996;

334(7): 445-51.

FAN, FR; YANG, J; CAI, L; PRICE, DW JR; DIRK, SM; ®&SYNKIN, DV; YAO, Y;
RAWLETT, AM; TOUR, JM; BARD, AJ. Charge transporhrough self-assembled
monolayers of compounds of interest in moleculactebnics. Journal of the American

Chemical Society, 2002; 124(19): 5550-60.

FANG, D; HALLMAN, J; SANGHA, N; KUTE, TE; HAMMARBACK, JA; WHITE, WL;
SETALURI, V. Expression of microtubule-associateotpin 2 in benign and malignant
melanocytes: implications for differentiations aptbgression of cutaneous melanoma.

American Journal of Pathology, 2001; 158(6): 2167-1

FARKOUH, ME; KIRSHNER, H; HARRINGTON, RA; RULAND, SVERHEUGT,
FWA; SCHNITZER, TJ; BURMESTER, GR; MYSLER, E;, HOCHRG, MC,

DOHERTY, M; EHRSAM, E; GITTON, X; KRAMMER, G; MELLHN, B; GIMONA, A;

156



MATCHABA, P; HAWKEY, CJ; CHESEBRO, JH. Comparisorf tumiracoxib with
naproxen and ibuprofen in the therapeutic arthrésearch and gastrointestinal event trial
(TARGET) cardiovascular outcomes: randomized cdletidrial. The Lancet, 2004; 364:

675-84.

FENTON, C; KEATING, GM; WAGSTAFF, AJ. Valdecoxib: @eview of its use in the
management of osteoarthritis, rheumatoid arthritismenorhoea and acute pain. Drugs,

2004; 64(11): 1231-1261.

FERREIRA, SH. Prostaglandins, aspirin-like drugsl @malgesia. Nature New Biology,

1972; 204: 200-203.

FERREIRA, SH; LORENZETTI, BB; CORREA, FM. Centrahch peripheral antialgesic

action of aspirin-like drugs. European Journal lmafhacology, 1978; 53(1): 39-48.

FERREIRA, SH; NAKAMURA, M. I-Prostaglandin hiperalgia, a cAMP/ Cd

dependent process. Prostaglandins, 1979; 18:179-90.

FERREIRA, SH; DUARTE, ID; LORENZETTI, BB. The molelar mechanism of action
of peripheral morphine analgesia: stimulation & tGMP system via nitric oxide release.

European Journal of Pharmacology, 1991; 201: 121-12

FIELDS, HL; HEIRINCHER, MM; MASON, P. Neurotransmets in nociceptive

modulatory circuits. Annals Reviews of Neuroscierk®91; 14: 219-245.

FIRUZI, O; PRATICO, D. Coxibs and Alzheimer's diseashould they stay or should they

go? Annals of Neurology, 2006; 59(2): 219-28.

FITZGERALD, GA. Coxibs and cardiovascular diseas¢ew England Journal of

Medicine, 2004; 351: 17.

157



FLETCHER, DA; MULLINS, RD. Cell mechanics and thgtaskeleton. Nature, 2010;

463(7280):485-92.

FORMAN, LJ. The effect of cannabinoid receptor gotasm with SR141716A on
antinociception induced by cocaine and the NMDAeor antagonist, MK-801. Brain

Research Bulletin, 2003; 61: 153—-158.

FRANCA, DS; FERREIRA-ALVES, DL; DUARTE, IDG; RIBEIR, MC; REZENDE,
RM; BAKHLE, YS; FRANCISCHI, JN. Endogenous opioigsediate the hypoalgesia
induced by selective inhibitors of cyclooxygenasm 2at paws treated with carrageenan.

Neuropharmacology, 2006; 51(1): 37-43.

FRANCA, DS. Mecanismos envolvidos na hipoalgestiurida por inibidores seletivos de
ciclooxigenase-2 em modelos de inflamacdo em patatds. Tese de doutorado. Instituto

de Ciéncias Bioldgicas - UFMG, Belo Horizonte, 20055p.

FRANCISCHI, JN; CHAVES, CT; MOURA, ACL; LIMA, AS; BRCHA, OA;
FERREIRA-ALVES, DL; BAKHLE, YS. Selective inhibitgrof cyclo-oxygenase-2 (COX-
2) induce hypoalgesia in a rat paw model of inflaation. British Journal of

Pharmacology, 2002; 137: 837-844.

FRANCISCHI, JN; PAIVA-LIMA, P; FRANCA, DS; BAKHLE,YS. Crucial role of the
cytoskeleton in hypoalgesia induced by celecoxilrah inflammatory pain. In: Vllith

World Congress of Inflammation, Copenhagen, Inflation Res. 2007; 56: 389-389.

FROLOV, RV; BERIM, IG; SINGHI, S. Inhibition of daled rectifier potassium channels
and induction of arrhythmia: a novel effect of celeib and the mechanism underlying it.

Journal of Biological Chemistry, 2008; 283: 1518-24

158



FROLOV, RV; BONDARENKO, VE; SINGH, S. Mechanisms df(v)2.1 channel
inhibition by celecoxib - modification of gating @rchannel block. British Journal of

Pharmacology, 2010; 159: 405-18.

FU, JY; MASFERRER, JL; SEIBERT, K; RAZ, A; NEEDLEM# P. The induction and
suppression of prostaglandin H2 synthase (cycloemgge) in human monocytes. Journal

of Biological Chemistry, 1990; 265: 16737-16740.

GASSANI, BCA; REZENDE, RM; PAIVA-LIMA, P; FERREIRAALVES, DL; DOS
REIS, WGP; BAKHLE, YS; FRANCISCHI, JN. Is the sutplamide radical in the

celecoxib molecule essential for its analgesicviag® Pharmacological Research. 2010;

GOLDEN, BD; ABRAMSON, SB. Selective cyclooxygenaaemnhibitors. Rheumatic

Disease Clinics of North America, 1999; 25: 359-378

GONZALEZ-RODRIGUES, S; HIDALGO, A; BAAMONDE, A; MEMNDEZ, L.
Involvement of Gi/o proteins and GIRK channelshe potentiation of morphine-induced
spinal analgesia in acutely inflamed mice. Naunghr&iedeberg’s Archives of

Pharmacology, 2010a; 381: 59-71.

GONZALEZ-RODRIGUEZ, S; HIDALGO, A; BAAMONDE, A; MENENDEZ, L. Spinal
and peripheral mechanisms involved in the enhanceofemorphine analgesia in acutely

inflamed mice. Cellular and Molecular Neurobiolo@®10b; 30: 113-121.

GOOLD, RG; GORDON-WEEKS, PR. The MAP kinase pathwsyupstream of the
activation of GSK3B that enables it to phosphog/lAP1B and contributes to the

stimulation of axon growth Molecular and CellulagiNoscience, 2005; 28: 524-534.

159



GOPPELT-STRUEBE, M; BEICHE, F. Cyclooxygenase-2ha spinal cord: localization
and regulation after a peripheral inflammatory siis. Advances in Experimental

Medicine and Biology, 1997; 433: 213-6.

GORDON-WEEKS, PR. Actin dynamics: re-drawing thepmislature Cell Biology, 2004;
6(5): 390-91.
GOSWAMI, C; DREGER, M; JAHNEL, R; BOGEN, O; GILLENG; HUCHO, F.

Identification and characterization of a Ca+2-sivsiinteraction of the vanilloid receptor

TRPV1 with tubulin. Journal of Neurochemistry, 2004: 1092-1103.

GOSWAMI, C; DREGER, M; OTTO, H; SCHWAPPACH, B; HUCH F. Rapid
disassembly of dynamic microtubules upon activatibrthe capsaicin receptor TRPV1.

Journal of Neurochemistry, 2006; 96: 254-66.

GOSWAMI, C; HUCHO, TB; HUCHO, F. ldentification ancharacterization of novel
tubulin-binding motifs located within the c-termswof TRPV1. Journal of

Neurochemistry, 2007a; 101: 250-62.

GOSWAMI, C; SCHMIDT, H; HUCHO, F. TRPV1 at nerve ddngs regulates growth
cone morphology and movement through cytoskeleworganization. FEBS Journal,

2007b; 274: 760-72.

GOSWAMI, C; HUCHO, T. Submembraneous microtubultoskeleton: biochemical and
functional interplay of TRP channels with the ckeleton. FEBS Journal, 2008; 275:

4684-99.

GRAHAM, DJ; CAMPEN, D; HUI, R; SPENCE, M; CHEETHAMC; LEVY, G;

SHOOR, S; RAY; WA. Risk of acute myocardial infaoct and sudden cardiac death in

160



patients treated with cyclo-oxygenase 2 selectivd aon-selective non-steroidal anti-

inflammatory drugs: nested case-control study. Ddmecet, 2005; 365: 475-481.

GROSCH, S; MAIER, TJ; SCHIFFMANN, S; GEISSLINGER, Effects of selective cox-
2 inhibitors cyclooxygenase-2 (cox-2): independanticarcinogénico. Journal of the

National Cancer Institute, 2006; 98(11): 736-747.

GUAN, J; XU, Z; GAO, H; HE, S; MA, G; SUN, T; WANG.,; ZHANG, L; LENA, I;
KITCHEN, I; ELDE, R; ZIMMER, A; HE, C; PEI, G; BAOL; ZHANG, X. Interaction
with vesicle luminal protachykinin regulates sudaexpression oé-opioid receptors and

opioid analgesia. Cell, 2005; 122: 619-631.

GUINDON, J; DE LEAN, A; BEAULIEU, P. Local interaicins between anandamide, an
endocannabinoid, and ibuprofen, a non-steroidaliafammatory drug, in acute and

inflammatory pain. Pain, 2006a; 121: 85-93.

GUINDON, J; LOVERME, J; LEAN, A; PIOMELLI, D; BEAUIEU, P. Synergistic
antinociceptive effects of anandamide, an endodzinoml, and nonsteroidal anti-
inflammatory drugs in peripheral tissue: a role émdogenous fatty-acid ethanolamides?

European Journal of Pharmacology, 2006b; 550: 68—77

GUINDON, J; HOHMANN, AG. Cannabinoid CB2 receptoestherapeutic target for the
treatment of inflammatory and neuropathic paintigmi Journal of Pharmacology, 2008;

153: 319-334.

GUTIERREZ, T; FARTHING, JN; ZVONOK2, AM; MAKRIYANNBE, A; HOHMANN,

AG. Activation of peripheral cannabinoid CB1 and ZBeceptors suppresses the

161



maintenance of inflammatory nociception: a compaea@nalysis. British Journal of

Pharmacology, 2007; 150: 153-163.

HABERSTOCK-DEBIC, H; WEIN, M; BARROT, M; COLAGO, EERAHMAN, Z;
NEVE, RL; PICKEL, VM; NESTLER, EJ; VON ZASTROW, MSVINGOS, AL.
Morphine acutely regulates opioid receptor traffickselectively in dendrites of nucleus

accumbens neurons. Journal of Neuroscience, 2@0B0P 4324-32.

HADENEMOS, G. Aspirin: history and application. TBeience Teacher, 2005; 72(8): 30-

34.

HAMILTON, GR; BASKETT, TF. History of anesthesia the arms of morpheus: the
development of morphine for postoperative pain efeli Canadian Journal of

Anesthesiology, 2000; 47(4): 367-374.

HASSAN, AHS; ABLEITNER, A; STEIN, C; HERZ, A. Inflmamation of the rat paw
enhances axonal transport of opioid receptorserstiatic nerve and increases their density

in the inflamed tissue. Neuroscience, 1993; 55-19%.

HE, L; KIM, J; OU, C; MCFADDEN, W; VAN RIIN, RM; WHETLER, JL. Methadone
antinociception is dependent on peripheral opieiceptors. Journal of Pain, 2009; 10(4):

369-79.

HERRMANN, H; STRELKOV, SV; BURKHARD, P; AEBI, U. liermediate filaments:
primary determinants of cell architecture and piagt Journal of Clinical Investigation,

2009; 119: 1772-83.

HOGESTATT, ED; JONSSON, BA; ERMUND, A; ANDERSSON,AD BJORK, H;

ALEXANDER, JP; CRAVATT, BF; BASBAUM, Al, ZYGMUNT, M. Conversion of

162



acetaminophen to the bioactive N-acylphenolaminedB#via fatty acid amide hydrolase-
dependent arachidonic acid conjugation in the nesveystem. Journal of Biological

Chemistry, 2005; 280(36): 31405-12.

HOHMANN, AG; HERKENHAM, M. Cannabinoid receptors dergo axonal flow in

sensory nerves. Neuroscience, 1999; 92(4): 1171-5.

HONORE, P; BURITOVA, J; BESSON, JM. The effects mbrphine on carrageenin-
induced spinal c-Fos expression are completelykeld by beta-funaltrexamine, a selective

mu-opioid receptor antagonist. Brain Research, 1998(1-2): 242-6.

HOUDI, AA; KOTTAYIL, S; CROOKS, PA; BUTTERFIELD, DA 3-O-acetylmorphine-
6-O-sulfate: a potent, centrally acting morphineiv@give. Pharmacology, Biochemistry

and Behavior, 1996; 53(3): 665-71.

HSIAO, FY; TSAI, YW; HUANG, WF. Changes in physiasi practice of prescribing
cyclooxygenase-2 inhibitor after market withdrawélrofecoxib: a retrospective study of

physician-patient pairs in Taiwan. Clinical Therapes, 2009; 31(11): 2618-27.

HSUEH, SF; LU, CY; CHAO, CS; TAN, PH; HUANG, YW; HBH, SW; HSIAO, HT,;
CHUNG, NC; LIN, SH; HUANG, PL; LYU, PC; YANG, LC. bnsteroidal anti-
inflammatory drugs increase expression of inducb@X-2 isoform of cyclooxygenase in
spinal cord of rats with adjuvant induced inflamimat Molecular Brain Research, 2004;

125:113-119.

HUANG, H; RAO, Y; SUN, P; GONG, L. Involvement oftan cytoskeleton in modulation
of Ca2l-activated K1 channels from rat hippocam@Al pyramidal neurons.

Neuroscience Letters, 2002; 332: 141-5.

163



HUANG 2001

HUCHO, T; LEVINE, JD. Signaling pathways in seration: towards a nociceptor cell

biology. Neuron, 2007; 55 (2): 365-76.

HUGHES, J; BEAUMONT, A; FUENTES, JA; MALFROY, B; UBWORTH, C. Opioid
peptides: aspects of their origin, release and loétam. Journal of Experimental Biology,

1980; 89: 239-255.

HWANG, SW; OH, U. Hot channels in airways: pharmagy of the vanilloid receptor.

Current Opinion in Pharmacology, 2002; 2(3): 235-42

IBRAHIM, MM; DENG, H; ZVONOK, A; COCKAYNE, DA; KWAN, J; MATA, HP;
VANDERAH, TW; LAIl, J; PORRECA, F; MAKRIYANNIS, A; MALAN JR, TP.
Activation of CB2 cannabinoid receptors by AM124thibits experimental neuropathic
pain: Pain inhibition by receptors not present he CNS. Proceedings of the National

Academy of Science USA, 2003; 100 (18): 10529-10533

IBRAHIM, MM; PORRECA, F; LAI, J; ALBRECHT, PJ; RICE-L; KHODOROVA, A;
DAVAR, G; MAKRIYANNIS, A; VANDERAH, TW; MATA, HP; MALAN, TP Jr. CB2
cannabinoid receptor activation produces antin@tioe by stimulating peripheral release
of endogenous opioids. Proceedings of the Natidwaldemy of Science USA, 2005;

102(8): 3093-3098.

JACOB, JJ; RAMABADRAN, K. Enhancement of a nocideet reaction by opioid

antagonists in mice. British Journal of Pharmacpld®78; 64(1): 91-8.

164



JI, RR; ZHANG, Q; LAW, PY; LOW, HH; ELDE, R; HOKFEL, T. Expression of mu-,
delta-, and kappa-opioid receptor-like immunoresidtis in rat dorsal root ganglia after

carrageenan-induced inflammation. Journal of Nezieose, 1995; 15(12): 8156-66.

JOHANEK, LM; SIMONE, DA. Activation of peripheralamnabinoid receptors attenuates

cutaneous hyperalgesia produced by a heat injaip, R004; 109: 432—-442.

JOHANEK, LM; HEITMILLER, DM; TURNER, M; NADER, N; HODGES, J; SIMONE,
DA. Cannabinoids attenuate capsaicin-evoked hypes& through spinal and peripherial

mechanisms. Pain, 2001; 93: 303-315.

JOHNSON, AM; SMITH, LL; ZHU, J; HEEREMA, NA; JEFFEFON, S; MONE, A,
GREVER, M; CHEN, CS; BYRD, JC. A novel celecoxibrigative, OSU03012, induces
cytotoxicity in primary CLL cells and transformedd@ll lymphoma cell line via a caspase-

and Bcl-2—independent mechanism. Blood, 2005; 2864-2509.

JOHNSON, AJ; HSU, AL; LIN, HP; SONG, X; CHEN, CShd& cyclo-oxigenase-2
inhibitor celecoxib perturbs intracellular calciug inhibiting endoplasmic reticulum Ta
ATPase: a plausible link with its anti-tumor effestd cardiovascular risks. Biochemistry

Journal, 2006; 366: 831-7.

JULIUS, D; BASBAUM, Al. Molecular mechanisms of rioeption. Nature, 2001; 413:

203-210.

JUNI, P; RUTJES, AWS; DIEPPE, RA. Are selective G@Xnhibitors superior to
traditional nonsteroidal anti-inflammatory drugs?clives of Internal Medicine, 2002;

324: 1287-1288.

165



KAEWSUK, S; HUTAMEKALIN, P; KETTERMAN, AJ; KHOTCHABHAKDI, N;
GOVITRAPONG, P; CASALOTTI, SO. Morphine induces #ghiived changes in G-
protein gene expression in rat prefrontal cortexcofean Journal of Pharmacology, 2001;

411: 11-16.

KARDOSH, A; WANG, W; UDDIN, J; PETASIS, NA; HOFMANMF; CHEN, TC;

SCHONTHAL, AH. Dimethyl-Celecoxib (DMC), a derivag of celecoxib that lacks
cyclooxygenase-2-inhibitory function, potently masithe anti-tumor effects of celecoxib
on burkitt’'s lymphoma in vitro and in vivo. Candgmlogy & Therapy, 2005; 4:(5): 571-

582.

KAYSER, V; CHEN, YL; GUILBAUD, G. Behavioural evidee for a peripheral
component in the enhanced antinociceptive effea ww dose of systemic morphine in

carrageenin-induced hyperalgesic rats. Brain Rebe&891; 560(1-2): 237-44.

KHASAR, SG; LIN, Y; MARTIN, A; DADGAR, J; MCMAHON, T; WANG, D;
HUNDLE, B; ALEY, KO; ISENBERG, W; MCCARTER, G; GRBE PG; HODGE, CW,;
LEVINE, ID; MESSING, RO. A novel nociceptor signadj pathway revealed in protein

kinase ¢ e mutant mice. Neuron, 1999a; 24: 253-60.

KHASAR, SG; MCCARTER, G; LEVINE, JD. Epinephrine gouces a b-adrenergic
receptor-mediated mechanical hyperalgesia and tno gensitization of rat nociceptors.

Journal of Neurophysiology, 1999b; 81: 1104-12.

KHASAR, SG; BURKHAM, J; DINA, OA; BROWN, AS; BOGENQO; ALESSANDRI-

HABER, N; GREEN, PG; REICHLING, DB; LEVINE, JD. &ss induces a switch of

166



intracellular signaling in sensory neurons in a elodf generalized pain. Journal of

Neuroscience, 2008; 28(22): 5721-5730.

KHODOROVA, A; NAVARRO, B; JOUAVILLE, LS; MURPHY, JE RICE, FL;
MAZURKIEWICZ, JE; LONG-WOODWARD, D; STOFFEL, M; STRHARTZ, GR;
YUKHANANOV, R; DAVAR, G. Endothelin B receptor trgers an endogenous analgesic

cascade at sites of peripherial injury. Nature Miegi, 2003; 9(8): 1055-61.

KIM, SJ; JEONG, HJ; PARK, RK; LEE, KM; KIM, HM; UMJY; HONG, SH. The
regulatory effect of SC-236 (4-[5-(4-chlorophen$Hirifluoromethyl)-1-pyrazol-1-I]-
benzenesulfonamide) on stem cell factor inducedati@n of mast cells. Toxicology and

Applied Pharmacology, 2007; 220(2): 138-45.

KIMMEL, SE; BERLIN, JA; REILLY, M; JASKOWIAK, J; KISCHEL, L; CHITTAMNS,
J; STROM, BL. Patients exposed to rofecoxib anda®tib have different odds of nonfatal

myocardial infarction. Annals of Internal Medicirg905; 142: 157-64.

KINGERY, WS; GUO, TZ; POREE, LR; MAZE, M Colchicineeatment of the sciatic
nerve reduces neurogenic extravasation, but doesaffiect nociceptive thresholds or

collateral sprouting in neuropathic or normal r&asin, 1998; 74(1): 11-20.

KNUDSEN, JF; CARLSSON, U; HAMMARSTROM, P; SOKOL, GHCANTILENA,
LR. The cyclooxygenase-2 inhibitor celecoxib is @emt inhibitor of human carbonic

anhydrase II. Inflammation, 2004; 28(5): 285-290.

KOKKA, N; FAIRHURST, AS. Naloxone enhancement og#ac acid-induced writhing in

rats. Life Sciences, 1977; 21(7): 975-80.

167



KOLE, MHP; ILSCHNER, SU; KAMPA, BM; WILLIAMS, SR; RIBEN, PC; STUART,
GJ. Action potential generation requires a highiwodchannel density in the axon initial

segment. Nature, 1993; 11(2): 178-186.

KOZAK, KR; CREWS, BC; MORROW, JD; WANG, LH; MA, YHWEINANDER, R;
JAKOBSSON, PJ; MARNETT, LJ. Metabolism of the enamgcabinois, 2-
arachidonylglycerol and anandamide, into prostatitgnthromboxane, and prostacyclin
glycerol esters and ethanolamides. Journal of Biokd Chemistry, 2002; 277(47): 44877-

44885.

KOZAK, KR; PRUSAKIEWICZ, JJ; ROWLINSON, SW; PRUDHOME, DR;
MARNETT, LJ. Amino acid determinants in cyclooxygese-2 oxygenation of

endocannabinoid anandamide. Biochemistry, 20033)20041-9049.

KROTZ, F; SCHIELE, TM; KLAUSS, V; SOHN, HY. Seleggé COX-2 inhibitors and risk

of myocardial infarction. Journal Vascular ReseaBfl05; 42: 312-324.

KUCAB, JE; LEE, C; CHEN, CS; ZHU, J; GILKS, CB; CANG, M; HUNTSMAN, D;
YORIDA, E; EMERMAN, J; POLLAK, M; DUNN, SE. Celecax analogues disrupt Akt
signaling, which is commonly activated in primarngast tumours. Breast Cancer Research,

2005; 7: R796-807.

KUEH, HY; MITCHISON, TJ. Structural plasticity incéin and tubulin polymer dynamics.

Science, 2009; 325(5943): 960-3.

KUJUBU, DA; FLETCHER BS; VARNAM, BC; LIM, RW; HERSBMA, HR. TIS10, a

phorbol ester tumor promoter-inducible mRNA fromiSw3T3 cells, encodes a novel

168



prostaglandin synthase/cyclooxygenase homologieeirndl of Biological Chemistry,

1991, 266: 12866-12872.

KUJUBU, DA; REDDY, ST; FLETCHER, BS; HERSCHMAN, HRExpression of the
protein product of the prostaglandin synthase-2lTI§ene in mitogen-stimulated Swiss

3T3 cells. Journal of Biological Chemistry, 1998828): 5425-30.

KULP, SK; YANG, YT; HUNG, CC, CHEN, KF; LAI, JP; TENG, PH; FOWBLE, JW;
WARD, PJ; CHEN, CS. 3-phosphoinositide-dependerttgim kinase-1/Akt signaling
represents a major cyclooxygenase-2-independegettéor celecoxib in prostate cancer

cells. Cancer Research, 2004; 64: 1444-1451.

KUMAR, A; SEGHAL, N; NAIDU, PS; PADI, SSV; GOYAL, RColchicines-induced
neurotoxicity as an animal model of sporadic demendf Alzheimer's type

Pharmacological Reports, 2007; 59:274-283.

KUNDU, N; SMYTH MJ; SAMSEL, L; FULTON, AM. Cyclooxgenase inhibitors block
cell growth, increase ceramide and inhibit cell leycBreast Cancer Research and

Treament2002;76(1): 57-64.

LABUZ, D; MOUSA, SA; SCHAFER, M; STEIN, C; MACHELSK, H. Relative
contribution of peripheral versus central opioidcagtors to antinociception. Brain

Research, 2007; 1160: 30-8.

LAUFFENBURGER, DA; HORWITZ, AF. Cell migration: a hysically integrated

molecular process. Cell, 1996; 84(3): 359-369.

LETOURNEAU, PC. Actin in axons: stable scaffoldsdasynamic filaments. Results &

Problems in Cell Differentiation, 2009; 48: 65-90.

169



LEVINE, JD; GORDON, NC; FIELDS, HL. The mechanisrh gdacebo analgesia. The

Lancet. 1978; 2(8091): 654-7.

LIKAR, R; KOPPERT, W; BLATNIG, H; CHIARI, F; SITTLR; STEIN, C; SCHAFER,
M. Efficacy of peripheral morphine analgesia inlanfied, non-inflamed and perineural
tissue of dental surgery patients. Journal of Faimptom and Management, 2001; 21(4):

330-7.

LILES, JH; FLECKNELL, PA. The use of non-steroidaiti-inflammatory drugs for the
relief of pain in laboratory rodents and rabbitabLAnim, Comparative Biology Centre,

Medical School, Newcastle upon Tyne, UK. 1992; 24t-255

LIN, MT; LEE, RC; YANG, PC; HO, FM; KUO, ML. Cyclaxygenase-2 inducing Mcl-1-
dependent survival mechanism in human lung adeoimoana CL1.0 cells: involvement of
phosphatidylinositol 3-kinase/Akt pathway. JourofBiology and Chemestry, 2001; 276:

48997-9002.

LIN, Q. Statistical reviewer briefing document ftte advisory committee. [March 3,
2004]. Available at: http//

www.fda.gov/ohrms/dockets/ac/01/briefing/3677b2_sats.pdf.

LODISH, H; BERK, A; MATSUDAIRA, P; KAISER, CA; KRIEBER, M; SCOTT, MP;
ZIPURSKY, SH; DARNELL, J. Cap. 19: Cytoskeletomiicrofilaments and intermediate

filaments. In:_ Molecular Cell Biology. 5 ed. Newo: W. H. Freeman; 2004; 817-973p.

LODISH, H; BERK, A; MATSUDAIRA, P; KAISER, CA; KRIEBER, M; SCOTT, MP;
ZIPURSKY, SH; DARNELL, J. Cap. 20: Cytoskeleton thicrotubules. In:_ Molecular

Cell Biology. 5 ed. New York: W. H. Freeman; 200Z9-816p.

170



LOGUINQOV, AV; ANDERSON, LM; CROSBY, GJ; YUKHANANOV, RY. Gene
expression following acute morphine administrati®ysiological Genomics, 2001; 6:

169-181.

LOPSHIRE, JC; NICOL, GD. The cAMP transduction @ mediates the prostaglandin
E2 enhancement of the capsaicin-elicited currentatnsensory neurons: whole-cell and

single-channel studies. Journal of Neurosciencg6)86081-92.

LORENZETTI, BB; FERREIRA, SH. Mode of analgesic iant of dipyrone: direct
antagonism of inflammtory hyperalgesia. Europeamri of Pharmacology, 1985; 114:

375-381.

LU, HL. Statistical reviewer Briefing Document ftine Advisory Committee. [March 3,
=004]. Available at:
http://www.pubmedcentral.nih.gov/redirect3.cgi?&&tha=0c0orQmMG5b9MOHKk-
bHQIOFQVQ_Sp39vXops1DAVUHuaD7U28ATvO29il4zYTXGkB=glS&reftype=extlink
&artid=1140734&iid=138050&jid=3D239&FROM=Article% 7/CitationRef&TO=Externa
1%7CLink%7CURI&am=;article-id=1140734&journal-id=2&rendering-

type=normal&a=p;&http://www.fda.gov/ohrms/docketsf@l/briefing/3677b1.htm.

MA, K; ZHOU, QH; CHEN, J; DU, DP.; JI, Y; JIANG, WITX-R Na" current reduction
by celecoxib correlates with changes in B@Bd CGRP within rat DRG neurons during

acute incisional pain. Brain Research, 2008; 1509%64.

MACHELSKA, H; STEIN, C. Leukocyte-derived opioid pdes and inhibition of pain.

Journal of Neuroimmune Pharmacology, 2006; 1: 90-7.

171



MAKAROWISKI, W; ZHAO, WW; BEVIRT, T; RECKER, DP. Hicacy and safety of the
cox-2 specific inhibitor valdecoxib in the managemef osteoarthritis of the hip: a
randomized, double-blind, placebo-controlled congmer with naproxen. Osteoarthritis

Cartilage, 2002; 10(4): 290-296.

MALAN, TP; IBRAHIM, MM; DENG, H; LIU, Q; MATA, HP; VANDERAH, T;
PORRECA, F;, MAKRIYANNI, A. CB2 cannabinoid receptorediated peripheral

antinociception. Pain, 2001; 93: 239-245.

MALHOTRA, S; CHAFIQ, M; PANDHI, P. COX-2 inhibitorsa CLASS act or just

VIGORously promoted? Medscape General Medicine426QL): 6-17.

MALIK-HALL, M; POON, WL; BAKER, MD; WOOD, JN; OKUSE K. Sensory neuron
proteins interact with the intracellular domainsotlium channel Nav 1.8. Molecular Brain

Research, 2003; 110: 298-304.

MALLET, C; DAULHAC, L; BONNEFONT, J; LEDENT, C; ETENNE, M; CHAPUY,
C; LIBERT, F; ESCHALIER, A. Endocannabinoid anda@eninergic systems are needed

for acetaminophen-induced analgesia. Pain, 2008&; 1%0-200.

MANZANARES, J; CORCHERO, J; FUENTES, JA. Opioid aodnnabinoid receptor-
mediated regulation of the increase in adrenoauiropin hormone and corticosterone
plasma concentrations induced by central administraof A(9)-tetrahydrocannabinol in

rats. Brain Research, 1999; 839(1): 173-9.

MARCHALANT, Y; ROSSI, S; WENK, GL. Anti-inflammatgr property of the
cannabinoid agonist win-55212-2 in a rodent modglclronic brain inflammation.

Neuroscience, 2007; 144: 1516-1522.

172



MARIE-CLAIRE, C; COURTIN, C; ROQUES, BP; NOBLE, FCytoskeletal genes
regulation by chronic morphine treatment in ratassm. Neuropsychopharmacology.

2004; 29(12): 2208-15.

MASSI, P; VACCANI, A; ROMORINI, S; PAROLARO, D. Coparative characterization
in the rat of the interactions between cannabinarts opiates for their immunosuppressive

and analgesic effects. Journal of Neuroimmunol@§91; 117: 116-124.

MENEZES, GB; DOS REIS, WG; SANTOS, JM; DUARTE, IBRANCISCHI, JN.
Inhibition of prostaglandin F(2alpha) by selectoyelooxygenase 2 inhibitors accounts for

reduced rat leukocyte migration. Inflammation, 200%(4-6): 163-169.

MILLAN, MJ; COLPAERT, FC. 5-hydroxytryptamine (HTa receptors and the tail-flick
response. lll. Structurally diverse 5-HT1A partegonists attenuate mu- but not kappa-
opioid antinociception in mice and rats. Journal Rifarmacology and Experimental

Therapeutics, 1991; 256(3): 993-1001.

MILLAN, MJ. The induction of pain: an integrativeeview. Progress in Neurobiology,

1999; 57: 1-164.
MILLAN, MJ. Descending control of pain. ProgressNeurobiology, 2002; 66: 355-474.

MILLIS, DL; WEIGEL, JP; MOYERS, T; BUONOMO, FC Efta of deracoxib, a new
COX-2 inhibitor, on the prevention of lameness icelll by chemical synovitis in dogs.

Veterinary Therapeutics, 2002; 3(4): 453-64.

MINTER, HA; EVESON, JW; HUNTLEY, S; ELDER DJ; HAGUEA. The

cyclooxygenase 2-selective inhibitor NS398 inhilpteliferation of oral carcinoma cell

173



lines by mechanisms dependent and independentdated prostaglandin E2 synthesis.

Clinical Cancer Research, 2003; 9(5): 1885-1897.

MITCHELL, JA; EVANS, TW. Cyclooxygenase-2 as a theeutic target. Inflammation

Research, 1998; Supl 2, S88-S92.

MOUSA, SA; ZHANG, Q; SITTE, N; JI, R; STEIN, C. Be&ndorphin-containing
memory-cells andu-opioid receptors undergo transport to peripherdlamed tissue.

Journal of Neuroimmunology, 2001; 115: 71-78.

MUKHERJEE, MD; NISSEN, SE; TOPOL, EJ. Risk of cangiscular events associated
with selective cox 2 inhibitors. Journal of Amemnciedical Association, 2001; 286: 954-

959.

MUSCARA, MN; VERGNOLLE, N; LOVREN, F; TRIGGLE, CRELLIOTT, SN;
ASFAHA, S; WALLACE, JL. Selective COX-2 inhibitiowith celecoxib elevates blood
pressure and promotes leukocyte adherence. Bdasmal of Pharmacology, 2000; 129:

1423-1430.

NANTEL, F; DENNIS, D; GORDON, R; NORTHEY, A; CIRINOM; METTERS, KM,;
CHAN, CC. Distribution and regulation of ciclooxiggse-2 in carrageenan-induced

inflammation. British Journal of Pharmacology, 19928, 853-859.

NISHIMURA, G; YANOMA S, MIZUNO H, KAWAKAMI K, TSUKUDA M. A
selective cyclooxygenase-2 inhibitor suppressetuynowth in nude mouse xenografted
with human head and neck squamous carcinoma dellsnal of Cancer Research, 1999;

90: 1152-62.

174



NISHIYAMA, T. Analgesic effects of intrathecally adnistered celecoxib, a
cyclooxygenase-2 inhibitor, in the tail flick tesind the formalin test in rats. Acta

Anaesthesiologica Scandinavica, 2006; 50(2): 228-33

NIVSARKAR, M; BANERJEE, A; PADH, H. Cyclooxygenasehibitors: a novel

direction for Alzheimer's management. PharmacokidReports, 2008; 60(5): 692-8.

NUSSMEIER, NA; WHELTON, AA.; BROWN, MT; JOSHI, GR,ANGFORD, RM;
SINGLA, NK; BOYE, ME; VERBURG, K. M. Safety and &fhcy of the cyclooxigenase-2
inhibitors parecoxib and valdecoxib after noncardsurgery. Anesthesiology, 2006;

104:518-26.

OKABE, S; HIROKAWA, N. Axonal transport. Current @on in Cell Biology, 1989;
1(1): 91-7.

ONODA, T; ONO, T; DHAR, DK; YAMANOI, A; FUJII, T; NAGASUE, N. Doxycycline
inhibits cell proliferation and invasive potentiabmbination therapy with cyclooxygenase-

2 inhibitor in human colorectal cancer cells. Jalmf Laboratory and Clinical Medicine,

2004; 143(4): 207-216.

ORFANOS, CE. From Hippocrates to modern medicinarrdal of the European Academy

of Dermatology and Venereology, 2007; 21: 852—-858.

OSSIPOV, MH; LOPEZ, Y; NICHOLS, ML; BIAN, D; PORREG F. The loss of
antinociceptive efficacy of spinal morphine in ratgh nerve ligation injury is prevented

by reducing spinal afferent drive. Neurosciencedrst 1995; 199(2): 87-90.

OTT, E; NUSSMEIER, NA; DUKE, PC; FENECK, RO; ALSTOMRP; SNABES, MC,;

HUBBARD, RC; HSU, PH; SAIDMAN, LJ; MANGANO, DT. Eftacy and safety of the

175



cyclooxygenase 2 inhibitors parecoxib and valddm®xn patients undergoing coronary
artery bypass surgery. Journal of Thoracic and iGeadcular Surgery, 2005; 125(6):

1481-1492.

PACHECO, CF; QUEIROZ-JUNIOR, CM; MALTOS, KLM; CALIRI, MV; ROCHA,
OA; FRANCISCHI, JN. Local opioids in a model of petontal disease in rats. Archives

of Oral Biology, 2007; 52 (7): 677-683.

PACHECO, DF; KLEIN, A; PEREZ, AC; PACHECO, CMF; FRICISCHI, JN;
DUARTE, ID. The mu-opioid receptor agonist morphifmit not agonists at delta- or
kappa-opioid receptors, induces peripheral antoggption mediated by cannabinoid

receptors. British Journal of Pharmacology, 20@8}(%): 1143-1149.

PARENTE, L; PERRETTI, M. Advances in the pathopbi@myy of constitutive and
inducible cyclooxygenases: two enzymes in the gputl Biochemical Pharmacology,
2003; 65(2): 153-9.

PARK, SY; KIM, TH; KIM, HI; SHIN, YK; LEE, CS; PARK M; SONGA, JH. Celecoxib

inhibits Na+ currents in rat dorsal root ganglicgurons. Brain Research, 2007; 1148: 53-

61.

PAVONE, F; LUVISETTO, S; MARINELLI, S; STRAFACE, E;FABBRI, A,
FALZANO, L; FIORENTINI, C; MALORNI, W. The Rac GTR&-activating bacterial
protein toxin CNF1 induces analgesia up-regulatmg-opioid receptors. Pain, 2009;

145(1-2): 219-29.

176



PERROT, S; GUILBAUD, G; KAYSER, V. Differential bakioral effects of peripheral
and systemic morphine and naloxone in a rat modlaelepeated acute inflammation.

Anesthesiology, 2001; 94: 870-5.

PIEROG, J; KUBISA, B; GORDZKI, T; WOJCIK, J; PANKOMK, J; OSTROWKA, J;
JUZYSZYN, Z; DROZDZIK, M. Colchicine against ischa¥reperfusion injury in

experimental lung transplantation. Annals of Traast 2007; 12(4): 32-37.

PINI, LA; VITALE, G; OTTANI, A; SANDRINI, M. Naloxone-reversible antinociception
by paracetamol in the rat. The Journal of Pharnmggoblnd Experimental Therapeutics,

1997; 280(2): 934-940.

PLANAS, ME; RODRIGUEZ, L; SANCHEZ, S; POL, O; PUIGIM. Pharmacological
evidence for the involvement of the endogenous idpsystem in the response to local

inflammation in the rat paw. Pain, 1995; 60: 67-71.

PREKERIS, R; MAYHEW, MW; COOPER, JB; TERRIAN, DMdéntification and
localization of an actin-binding motif that is unigto the epsilon isoform of protein kinase
C and patrticipates in the regulation of synaptiection. The Journal of Cell Biology, 1996;

132: 77-90.

PREKERIS, R; HERNANDEZ, RM; MAYHEW, MW; WHITE, MK;TERRIAN, DM.
Molecular analysis of the interactions between girokinase C-e and filamentous actin.

The Journal of Biological Chemistry, 1998; 273: 26-98.

PRUTHI, RS; DERKSEN, JE; MOORE, D. A pilot studyude of the cyclooxygenase- 2
inhibitor celecoxib in recurrent prostate canceeraflefi native radiation therapy or radical

prostatectomy. British Journal of Urology: Intetinagal, 2004; 93: 275-8.

177



PRZEWLOCKA, B; LASON, W; PRZEWLOCKI, R. The effeof chronic morphine and
cocaine administration on the Gs and Go proteinsergger RNA levels in the rat

hippocampus. Neuroscience, 1994; 63: 1111-1116.

PUEHLER, W; ZOLLNER, C; BRACK, A; SHAQURA, MA; KRASE, H; SCHAFER,
M; STEIN, C. Rapid upregulation of mu opioid reapmRNA in dorsal root ganglia in
response to peripheral inflammation depends onamaliconduction. Neuroscience, 2004;

129(2): 473-9.

PUEHLER, W; RITTNER, HL; MOUSA, SA; BRACK, A; KRAUE, H; STEIN, C;
SCHAFER, M. Interleukin-1 beta contributes to thgragulation of kappa opioid receptor
MRNA in dorsal root ganglia in response to perigth@flammation. Neuroscience, 2006;

141(2): 989-998.

PYRKO, P; KARDOSH, A; LIU, YT; SORIANO, N; XIONG, WCHOW, RH; UDDIN,
J; PETASIS, NA; MIRCHEFF, AK; FARLEY, RA; LOUIE, SG CHEN, TC;
SCHONTHAL, AH. Calcium-activated endoplasmic retion stress as a major component
of tumor cell death induced by 2,5-dimethyl-celabpx@ non-coxib analogue of celecoxib.

Molecular Cancer Therapy, 2007; 6(4): 1262-75.

QUARTILHO, A; MATA, HP; IBRAHIM, MM; VANDERAH, TW; PORRECA, F;
MAKRIYANNIS, A; MALAN, TP Jr. Inhibition of inflammatory hyperalgesia by

activation of peripheral cb2 cannabinoid recepdaresthesiology, 2003; 99: 955-60.

RAMABADRAN, K; SUAUDEAU, C; JACOB, JJ. A comparisonof some
pharmacological effects of naloxone and N-methylkahe in mice. Canadian Journal of

Physiology and Pharmacology, 1982; 60(5): 715-9.

178



RANDALL, LO; SELITTO, JJ. A method for measuremeoft analgesic activity on

inflamed tissues. Arch Int Pharmacodyn, 1957; ¥0B-419.

RANE, SG; WALSH, MP; MCDONALD, JR; DUNLAP, K. Spda inhibitors of protein
kinase C block transmitter-induced modulation ofseey neuron calcium current. Neuron,

1989; 3(2): 239-45.

RATUSHNYAK, AS; ZAPARA, TA; ZHARKIKH, AA; RATUSHNYAK, OA. Effects of
changes in dynamic equilibrium in microtubule angrofilament systems on the plastic

responses of neurons. Neuroscience and Behavibyaldtogy, 1997; 27(4): 353-359.

RAY; WA; STEIN, CM; HALL, K; DAUGHERTY, JR; GRIFFIN MR. Non-steroidal
anti-inflammatory drugs and risk of serious heasedse: an observational cohort study.

The Lancet, 2002; 359: 118-123.

REDING, T; BIMMLER, D; PERREN, A; SUN, LK; FORTUNAOD, F; STORNI, F;
GRAF, R. A selective COX-2 inhibitor suppressesodic pancreatitis in an animal model
(WBN/Kob rats): significant reduction of macrophagéltration and fibrosis. Gut, 2006;

55(8): 1165-73.
RESNICK, RB; VOLAVKA, J; FREEDMAN, AM: THOMAS, M. Sudies of EN-1639A

(naltrexone): a new narcotic antagonist. Am J Pisygh1974; 131(6): 646-50.

REZENDE, RM; FRANGCA, DS; MENEZES, GB; DOS REIS, WPBAKHLE, YS;
FRANCISCHI, JN. Different mechanisms underlie thealgesic actions of paracetamol
and dipyrone in a rat model of inflammatory painmitiBh Journal of Pharmacology, 2008;

153: 760-8.

179



REZENDE, RM; REIS, WGP; DUARTE, ID; LIMA, PP; BAKHE, YS; FRANCISCHI,
JN. The analgesic actions of centrally administergldcoxib are mediated by endogenous

opioids. Pain, 2009; 142: 94-100.

RIENDEAU, D; PERCIVAL, MD; BRIDEAU, C; CHARLESON, SDUBE, D; ETHIER,
D; FALGHEYRET, JP; FRIESEN, RW; GORDON, R; GREIG, GUAY, J; MANCINI,
J; OUELLET, M; WONG, E; XU, L; BOYCE, S; VISCO, BGIRARD, Y; PRASIT, P;
ZAMBONI, R; RODGER, IW; GRESSER, M; FORD-HUTCHINSOMW,; YOUNG,
RN; CHAN, CC. Etoricoxib (MK-0663): preclinical armbmparison with other agents that
selectively inhibit cyclooxygenase-2. The Journél Rharmacology and Experimental

Therapeutics, 2001; 296: 558-566.

RINALDI-CARMONA, M; BARTH, F; MILLAN, J; DEROCQ, JM CASELLAS, P;
CONGY, C; OUSTRIC, D; SARRAN, M; BOUABOULA, M; CALADRA, B;
PORTIER, M; SHIRE, D; BRELIERE, JC, LE FUR, GL. 9R4528, the First Potent and
Selective Antagonist of the CB2 Cannabinoid Reaeptbe Journal of Pharmacology and

Experimental Therapeutics, 1998; 284: 644-650.

RITTNER, HL; LUX, C; LABUZ, D; MOUSA, SA; SCHAFERM; STEIN, C; BRACK,
A. Neurokinin-1 receptor antagonists inhibit thecrtetment of opioid-containing
leukocytes and impair peripheral antinociceptiomegthesiology, 2007; 107(6): 1009-

1017.

RITTNER, HL; HACKEL, D; YAMDEU, RS; MOUSA, SA; STH, C; SCHAFER, M;
BRACK, A. Antinociception by neutrophil-derived apd peptides in noninflamed tissue-
role of hypertonicity and the perineurium. BrainnBgior and Immunology, 2009; 23(4):
548-57.

180



ROGER, B; AL-BASSAM, J; DEHMELT, L; MILLIGAN, RA; HALPAIN, S. MAPZ2c,
but not tau, binds and bundles f-actin via its wiicbule binding domain. Current Biology,

2004; 14(5): 363-71.

RYAN, WG; MOLDAVE, K; CARITHERS, D. Clinical effecteness and safety of a new

NSAID, firocoxib: a 1,000 dog study. Veterinary Tapeutics, 2006; 7(2): 119-26.

SABINO, GS; SANTOS, CMF; FRANCISCHI, JN; REZENDE, AV Release of
endogenous opioids following transcutaneous eteaerve stimulation in an experimental

model of acute inflammatory. Pain, 2008; 9(2): 1%3.

SAINI, SS; GESSELL-LEE, DL; PETERSON, JW. The cesgcific inhibitor celecoxib

inhibits adenylyl cyclase. Inflammation, 2003; 2)7(2

SAMSON, F; DONOSO, JA; BETTINGER, IH; WATSON, D; MES, RH. Nocodazole
action on tubulin assembly, axonal ultrastructure fast axoplasmic transport. The Journal

of Pharmacology and Experimental Therapeutics, 1208: 411-417.

SATARIAN, L; JAVAN, M; FATHOLLAHI, Y. Epinephrine nhibits analgesic tolerance
to intrathecal administrated morphine and increfisesexpression of calcium-calmodulin-

dependent protein kinase Il alpha. Neurosci Let088; 430(3): 213-7.

SCHAIBLE, HG. Peripheral and central mechanismspain generation. Handbook of

Experimental Pharmacology, 2007; 177: 3-28.

SCULIGOI, R. Effect of colchicine on nerve growthactor-induced leukocyte
accumulation and thermal hyperalgesia in the raunyn-Schimiedeberg’s Archives of

Pharmacology, 1998; 358: 264-269.

181



SESSIONS, JK; REYNOLDS, LR; BUDSBERG, SC. In vivdfeets of carprofen,
deracoxib, and etodolac on prostanéide productioblood, gastric mucosa, and sinovial
fluid in dogs with chronic osteoarthritis. Americdournal of Veterinary Research, 2005;

66(5): 812-817.

SHIBATA, M; OHKUBO, T, TAKAHASHI, H; INOKI, R. Modified formalin test:

characteristic biphasic pain response. Pain, 1389347-352.

SILVERSTEIN, FE; FAICH, G; GOLDSTEIN, JL; SIMON, L®INCUS, T; WHELTON,
A; MAKUCH, R; EISEN, G; AGRAWAL, NM; STENSON, WF; BRR, AM; ZHAO,
WW; KENT, JD; LEFKOWITH, JB; VERBURG, KM; GEIS, G$astrointestinal toxicity
with celecoxib vs. nonsteroidal anti-inflammatomugls for osteoarthritis and rheumatoid
arthritis: the CLASS study: a randomized controlleidl. celecoxib long-term arthritis

safety study. Journal of the American Medical Asstoan, 2000; 284:1247-1255.

SILVERSTEIN, F; SIMON, L; FAICH, G. Reporting of Bonth vs 12-month data in a
clinical trial of celecoxib. Journal of the Americdedical Association, 2001; 286: 2399—

2480.

SIMMONS, DL. Variants of cyclooxygenase and thestes in medicine. Thrombosis

Research, 2003; 110: 265-268.

SIMON, LS; LANZA, FL; LIPSKY, PE; HUBBARD, RC; TALWALKER, S;
SCHWARTZ, BD; ISAKSON, PC; GEIS, GS. Preliminarydy of the safety and efficacy
of sc-58635, a novel cyclooxygenase 2 inhibitorthAtis and Rheumatism, 1998; 41:

1591-1602.

182



SIMONDS, WF. The molecular basis of opioid recephonction. Endocrine Reviews,

1988; 9(2): 200-12.

SMITH, WL; MARNETT, LJ. Prostaglandin endoperoxidgynthase: structure and

catalyses. Biochemistry and Biophysiology Acta, 1;98083: 1-17.

SMITH, PB; WELCH, SP; MARTIN, BR. Interactions beten delta-9-
tetrahydrocannabinol and kappa opioids in mice. Thmrnal of Pharmacology

Experimental Therapeutics, 1994; 268(3): 1381-1387.

SMITH, WL; DEWITT, DL. Prostaglandin endoperoxidgnthase-1 and -2. Advancens in

Immunology, 1996; 62: 167-215.

SMITH, CJ; ZHANG, Y; KOBOLDT, CM; MUHAMMAD, J; ZWEFEL, BS; SHAFFER,
A; TALLEY, JJ; MASFERRER, JL; SEIBERT, K; ISAKSONPC. Pharmacological
analysis of cyclooxygenase-1 in inflammation. Pemtiegs in Natl. Academe Science,

USA, 1998; 95: 13313-18.
SMITH 2008.

SOFIA, RD; VASSAR, HB; KNOBLOCH, LC. Comparative @gesic activity of various
naturally occurring cannabinoids in mice and rBtsychopharmacologia, 1975; 40(4): 285-

95.

SOLTANI, MH; PICHARDO, R; SONG, Z; SANGHA, N; CAMABO, F;

SATYAMOORTHY, K; SANGUEZA, OP; SETALURI, V. Microthule-associated
protein 2, a marker of neuronal differentiationdunes mitotic defects, inhibits growth of
melanoma cells, and predicts metastatic potentiatutaneous melanoma. American

Journal of Pathology, 2005; 166: 1841-50.

183



STANFA, LC; SULLIVAN, AF; DICKENSON, AH. Alteratios in neuronal excitability
and the potency of spinal mu, delta and kappa dpicfter carrageenan-induced

inflammation. Pain, 1992; 50(3): 345-54.

STANFA, L; DICKENSON, A. Spinal opioid systems imfiammation. Inflammation

Research, 1995; 44(6): 231-41.

STEIN, C; MILLAN, MJ; YASSOURIDIS, A; HERZ, A. Antiociceptive effects of mu-
and kappa-agonists in inflammation are enhanced pgripheral opioid receptor-specific

mechanism. European Journal of Pharmacology, 108R3): 255-64.

STEIN, C; GRAMSCH, C; HERZ, A. Intrinsic mechanisnd antinociception in
inflammation: local opioid receptors afidendorphin. The Journal of Neuroscience, 1990;

10(4): 1292-8.

STEIN, C; LANG, LJ. Peripheral mechanisms of opiaidalgesia. Current Opinion in

Pharmacology, 2009; 9: 3-8.

STONE, E. An account of the success of the barkhefwillow in the cure of agues.

Philosophical Transactions of the Royal Societyl&jical Sciences, 1763; 53: 195-200.

STRICKER, J; FALZONE, T; GARDEL, ML. Mechanics ohd& F-actin cytoskeleton.

Journal of Biomechemistry, 2010; 43(1): 9-14.

SVENSSON, CI; BRODIN, E. Spinal astrocytes in ppiocessing: non-neuronal cells as

therapeutic targets. Molecular Interventions, 20Q10{1): 25-38.

SZEKELY, CA; TOWN, T; ZANDI, PP. NSAIDs for the cheprevention of Alzheimer's

disease. Subcellular Biochemistry, 2007; 42: 229-48

184



TERKELTAUB, RA. Colchicine update: 2008. SeminansArthritis and Rheumatology,

2008; 38(6): 411-9.

TOEBAK, MJ; GIBBS, S; BRUYNZEEL, DP; SCHEPER, R; BOUEMEYER, T.

Dendritic cells: biology of the skin. Contact Dettitig, 2009; 60: 2-20.

TRACY, RP. The five cardinal signs of inflammatiocalor, dolor, rubor, tumor and
penuria (apologies to Aulus Cornelius Celsus, ddionga). Journal of Gerontology, 2006;

61(10): 1051-2.

TRILLER, A; CHOQUET, D. Surface trafficking of reg®rs between synaptic and
extrasynaptic membranes: and yet they do move!dBren Neuroscience, 2005; 28(3):

133-9.

UEDA, N. Endocannabinoid hydrolases. Prostaglan@itieer Lipid Mediators, 2002; 68-

69: 521-34.

VAN DER KAM, EL; VRY, JD; SCHIENE, K; TZSCHENTKE, M. Differential effects
of morphine on the affective and the sensory comapbnof carrageenan-induced

nociception in the rat. Pain, 2008; 136(3): 373-9.

VANE, JR. Inhibition of prostaglandin synthesisasechanism of action for aspirin like

drugs. Nature New Biology, 1971; 231:232-235.

VANE, JR; BAKHLE, YS; BOTTING, RM. Cyclooxigenase dnd 2. Annual Revew of

Pharmacology and Toxicolology, 1998; 38: 97-120.

VANE, JR. The fight against rheumatism: from willoark to COX1-sparing drugs.

Journal of Physiology and Pharmacology, 2000; 5HA3-586.

185



VANEGAS, H; TORTORICI, V. Opioidergic effects of nopioid analgesics on the central

nervous system. Cellular and Molecular Neurobio]&§02; 22(5/6).

VAUGHAN, CW; INGRAM, SL; CONNOR, MA; CHRISTIE, MJHow opioids inhibit

GABA-mediated neurotransmission. Nature, 1997; 3da-614.

VAZQUEZ, E; HERNANDEZ, N; ESCOBAR, W; VANEGAS, H. mtinociception
induced by intravenous dipyrone (metamizol) upomsdiohorn neurons: involviment of
endogenous opioids at the periagueductal gray mdtie nucleus raphe magnus, and the

spinal cord in rats. Brain Research, 2005; 104&:2117.

VINEGAR, R; TRUAX, JF; SELPH, JL. Quantitative sted of the pathway to acute

carrageenan inflammation. Fed Proc., 1976; 35 @8}7-56.

VINEGAR, R; TRUAX, JF; SELPH, JL; JOHNSTON, PR; VBBLE, AL; McKENZIE,
KK. Pathway to carrageenan-induced inflammatiothim hind limb of the rat. Fed. Proc.,

1987, 46(1): 118-146.

WARNER, TD; MITCHELL, JA. Cyclooxygenase-3 (COX-3)lling in the gaps toward a
COX continuum? Proceedings of National Academy ofeisce: USA, 2002; 99(21):

13371-13373.

WELCH, SP; EADS, M. Synergistic interactions of egdnous opioids and cannabinoid

systems. Brain Research, 1999; 848: 183-190.

WHITTLE, BJR. Gastrointestinal effects of nonstdali anti-inflammatory drugs.

Fundamental & Clinical Pharmacology, 2003; 17: 308-

WILLIS, WD. Anatomy and physiology of descendinghttol of nociceptive responses of

dorsal horn neurons. Progress in Brain Resear@8;1&: 1-29.

186



WINTER, CA; FLATAKER, L. Nociceptive thresholds aaffected by parenteral
administration of irritants and of various antirmeptive drugs. Journal of Pharmacology

and Experimental Therapeutics, 1965; 148(8): 372-37

WONG, PYD; CHAN, HC; LEUNG, PS; CHUNG, YW; WONG, YLLEE, WM.
Regulation of anion secretion by cyclo-oxygenase jarostanoids in cultured epididynal

epithelia from rat. Journal of Physiology, 514(@)9-820

WOODCOCK, J; WITTER, J; DIONNE, RA. Stimulating tkdevelopment of mechanism-

based, individualized pain therapies. Nature Residdvug Discovery, 2007; 6(9): 703-10.
WOOLF, CJ; MA, Q. Nociceptors: noxious stimuluses#brs. Neuron, 2007; 55: 353-364.

XU, ZQD; ZHANG, X; SCOTT, L. Regulation of G protecoupled receptor trafficking.

Acta Physiologica, 2007, 190: 39-45.

YAMAMOTO, T; SHIMOYAMA, N; MIZUGUCHI, T. The effecs of morphine, MK-
801, an NMDA antagonist, and CP-96,345, an NK1 gor&t, on the hyperesthesia

evoked by carageenan injection in the rat paw. thessology, 1993; 78(1): 124-33.

YAMAMOTO, T; YAKSH, TL. Effects of colchicine appdid to the peripheral nerve on the

thermal hyperalgesia evoked with chronic nerve tat®n. Pain, 1993; 55(2): 227-33.

YAMAMOTO, DS; VIALE, PH. Cyclooxygenase — 2: fronrthritis treatment to new
indications for the prevention and treatment of cean Clinical Journal of Oncology

Nursery, 2003; 7(1): 21-29.

YAMASHITA, H; OSAKI, M; HONJO, S; YOSHIDA, H; TESHVA, R; ITO, H. A

selective cyclooxygenase-2 inhibitor, NS-398, iitisilzell growth by cell cycle arrest in a

187



human malignant fibrous histiocytoma cell line. ikahcer Research, 2003; 23(6C): 4671-

4676.

ZHANG, Y; TAO, J; HUANGB, H; DING, G; CHENGA, Y; SNA, W. Effects of
celecoxib on voltage-gated calcium channel currémtsat pheochromocytoma (PC12)

cells. Pharmacological Research, 2007; 56: 267-74.

ZHOU, L; ZHANG, Q; STEIN, C; SCHAFER, M. Contriboti of opioid receptors on
primary afferent versus sympathetic neurons onpperal opioid analgesia. Journal of

Pharmacology and Experimental Therapeutics, 198@; 2000-1006.

ZHU, J; HUANG, JW; TSENG, P; YANG, YT; FOWBLE, JHFAU, C; SHAW, YJ;
KULP, SK; CHEN, CS. From the cyclooxygenase-2 iitbibcelecoxib to a novel class of
3-phosphoinositide-dependent protein kinase-1 itdia Cancer Research, 2004; 64,

4309-4318.

ZOLLNER, C; SHAQUIRA, MA; BOPAIAH, CP; MOUSA, S; HIN, C; SCHAFER, M.
Painful inflammation-induced increaseliropioid receptor binding and G-protein coupling

in primary afferent neurons. Molecular Pharmaco|&§03; 64: 202-210.

188



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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