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RESUMO

O objetivo principal desde trabalho foi compreender os mecanismos envolvidos
na resposta hipoalgésica induzida por inibidores seletivos de COX-2 (ICOX-2). A
hiperalgesia, em patas de ratos, induzida por carragenina (250 ug) foi revertida pelo pré-
tratamento com os inibidores seletivos de COX-2, celecoxibe e SC 236. Estes inibidores
elevaram o limiar nociceptivo acima do normal e foi chamada de hipoalgesia. Este
efeito foi observado em diferentes linhagens de ratos (Holtzman, Wistar e Sprague-
Dawley) e em diferentes vias de administracdo do inibidor de COX-2 (local ou
sistemicamente). O inibidor seletivo de COX-1 SC 560 (1, 5 e 10 mg/Kg) reduziu a
hiperalgesia, porém ndo induziu a hipoalgesia e ndo afetou o edema de pata. A
hipoalgesia apareceu mesmo quando o estimulo hiperalgésico foi a PGE; (200ng/pata).
Esses resultados em conjunto sugeriram que a hipoalgesia ndo esta relacionada com a
sintese de prostaglandinas. O pré-tratamento com os inibidores da NO sintase L-NAME
e L-NMMA reverteram a hiperalgesia e reduziram a hipoalgesia, mostrando a
contribuicdo do Oxido nitrico nesta resposta. O antagonista de receptor opidide
naltrexona (3 mg/Kg) nao afetou a hiperalgesia induzida por carragenina em animais
controles, porém reverteu a hipoalgesia induzida pelos ICOX-2 celecoxibe, rofecoxibe,
SC 236. O efeito antinociceptivo da indometacina nao foi alterado pela naltrexona. Em
ratos tolerantes a morfina, o efeito hipoalgésico do SC 236 foi abolido, porém o efeito
antinociceptivo da indometacina e SC 560 ficaram inalterados. Neste modelo de

hiperalgesia, o efeito hipoalgésico induzido por ICOX-2 envolve a participacdo de



opidides enddgenos. Com o objetivo de observar se elementos do citoesqueleto estariam
envolvidos com o efeito hipoalgésico, desestabilizadores de microtubulos foram
utilizados. O paclitaxel (taxol), a colchicina e o0 nocodazol reverteram a hipoalgesia por
celecoxibe de forma dose-dependente. Utilizando técnica de imunocitoquimica e
microscopia confocal visualizou-se neurdnios sensitivos (a-tubulina) com inibidores
seletivos e ndo seletivos de ciclooxigenase. Foram observados pontos de interrupgéo
nos prolongamentos e reducdo da fluorescéncia em células tratadas com ICOX-2,
mostrando que estes inibidores provavelmente atuam na estrutura do microttbulo e esta
alteracdo poderia estar relacionada com a hipoalgesia. Nos concluimos que a resposta
hipoalgésica induzida por ICOX-2 estd envolvida com a participacdo de opidides
endogenos, com a contribuicdo de 6xido nitrico. A interacdo dos coxibes e agentes

pertubadores do citoesqueleto ficou evidente.

PALAVRAS-CHAVE: inibidores de COX-2, hiperalgesia, hipoalgesia, opioides,

microtubulos.



ABSTRACT

The aim of this work was elucidated the mechanism involved in hypoalgesic
response induced by selective inhibitors of COX-2 (ICOX-2). Hyperalgesia induced by
carrageenan (250 pg) was modified by pre-treatment with three selective inhibitors of
COX-2, celecoxib e SC 236. These inhibitors raised the nociceptive threshold above the
normal and was called hypoalgesia. This effect was observed in different strains of rat
(Holtzman, Wistar and Sprague-Dawley) and different modes of administration of the
inhibitor of COX-2 (locally or systemically). A selective inhibitor of COX-1 SC 560 (1,
5 and 10 mg/Kg) reduced the hyperalgesia, but did not induced hypoalgesia and did not
affect paw oedema. The hypoalgesia was induced when the hyperalgesic stimuli was
PGE, (200ng/pata). This results suggested that hypoalgesia did not envolved the
synthesis of prostaglandins. Pre-treatment with inhibitors of synthase NO L-NAME e L-
NMMA reverted the hyperalgesia and reduced the hypoalgesia, showing the
contribution of nitric oxide in this response. The antagonist of opioid receptor
naltrexone (3 mg/Kg) did not affect the hyperalgesia induced by carrageenan in control
animals, however, abolished the hypoalgesia induced by ICOX-2 celecoxib, rofecoxib,
SC 236. The antinociceptive effect of indometacin did not affect by naltrexone. In rats
tolerant to the morphine, the hypoalgesic effect by SC 236 was abolished, however the
antiniciceptive effect by indometacin and SC 560 were unaffected. In this model of
hyperalgesia, the effect hypoalgesic induced by 1ICOX-2 envolved the participation of

endogenous opioids. With the aim to observe if the microtubule was envolved with



hypoalgesic, drug which affect microtubule was used. Paclitaxel (taxol), colchicina and
nocodazol reverted the hypoalgesia induced by celecoxib. Using imunohistochemistry
techniques and confocal microscopic, was observed sensitive neurons (o-tubuline)
treated with selective or not-selective inhibitors of cyclooxigenases. Was observed
points of interruption on prolongaments and reduced of fluorescence in cells treated
with ICOX-2, showing that inhibitors probably affect the structure of microtubule and
this effect could was relationed with hypoalgesia. We conclude that the hypoalgesic
response induced by ICOX-2 was involved endogenous opioids with contribution of
nitric oxide. The interaction of coxibs and perturbing agents of microtubules was

evidenced.

KEY WORDS: inhibitors of COX-2, hyperalgesia, hypoalgesia, opioids, microtubule.
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1. INTRODUCAO

1.1 DOR E NOCICEPCAO

A dor pode ser definida como uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel
associada a um dano tecidual potencial ou de fato (IASP, 1986). Sendo, portanto uma

percepcdo subjetiva e com aspectos psicologicos.

A dor possui dois componentes: 0 perceptivo-discriminativo, que permite identificar
0 estimulo doloroso e localizar o ponto onde a leséo ocorreu, e a reagdo a dor, que
compreende respostas simples como a retirada do segmento lesado até respostas
emocionais complexas, além de inatas de cada espécie e envolvem aprendizagem e

memoria.

Normalmente, quando as fibras aferentes séo ativadas por um estimulo breve e de
alta intensidade, a dor resultante funciona como um aviso fisioldgico. No entanto,
durante o processo inflamatorio, as fibras aferentes sdo ativadas por estimulos de
menor intensidade e a dor produzida difere em magnitude e pode ser mais persistente

(DRAY, 1995).

A percepcdo pelos nociceptores de uma injuria tecidual e a transmissdo desses sinais
ao sistema nervoso central constitui o processo de nocicepcdo. E proposto, dessa
forma, a utilizacdo do termo nocicep¢do para animais de experimentacdo em
substituicdo ao termo dor, mais indicado para seres humanos visto que nesses ha

como discriminar o componente emocional (NOBACK et al., 1996).

A nocicepgdo envolve a transmissdo de sinais especificos e geracdo de potencial de

acdo pelos nociceptores, cujos corpos celulares estdo localizados nos ganglios da raiz



dorsal e ganglio trigeminal (JULIUS & BASBAUM, 2001; BASBAUM & JESSEL,

2000).

A informac&o nociceptiva é convertida em potenciais de agdo pelos nociceptores
(transducdo) e transmitida pelos nervos espinais e cranianos a medula espinal e tronco
encefalico respectivamente. Os nociceptores sdo terminacdes livres de neurdnios
pseudo-unipolares, cujos corpos celulares encontram-se nos ganglios das raizes dorsais
da medula espinal e nos ganglios trigeminais (KANDEL et al., 2000). As fibras
aferentes primarias que conduzem a informacao nociceptiva possuem pequeno diametro
e sdo classificadas em fibras Ad, pouco mielinizadas, e fibras C, ndo mielinizadas. As
fibras C respondem a estimulos nocivos de origem térmica, mecanica ou quimica sendo
chamadas por esta razéo, de polimodais. As fibras A, respondem a estimulos nocivos
térmicos e mecanicos (BASBAUM & JESSEL, 2000). Uma outra classe de
nociceptores, chamados silenciosos. Esses nociceptores referem-se a um conjunto de
fibras C, ndo mielinizadas, presentes na pele, articulagdes e visceras, as quais
normalmente ndo respondem a estimulos mecéanicos e térmicos. Sob condicbes
inflamatdrias e de injdria tecidual esses nociceptores sdo sensibilizados e ativados por
varios mediadores quimicos (MILLAN, 1999; SCHAIBLE & SCHMIDT, 1998;

HABLER et al. 1990).

Na medula espinal, os neurbnios primarios fazem sinapses com neurénios no
corno dorsal que, por sua vez, transmitem a informacdo nociceptiva para centros
cerebrais, incluindo a formacdo reticular, talamo e finalmente cortex cerebral

(BASBAUM & JESSEL, 2000).



1.2 HIPERALGESIA

A hiperalgesia é o aumento da sensa¢do dolorosa por estimulos nocivos aplicados em
tecidos periféricos. As caracteristicas da hiperalgesia sdo: um estado de sensibilidade
alterado, diminuicdo do limiar doloroso e um aumento na dor induzida por estimulos

nociceptivos (RAJA et al., 1999; HARDY et al., 1967).

A idéia atual é que a hiperalgesia resulta da sensibilizacdo de neurdnios
primarios e secundarios associados com a transmissdo de dor e esses Ultimos
aumentam a resposta nociceptiva para estimulos nocivos e ndo nocivos
(AANONSESN et al., 1990; SHER & MITCHELL, 1990). O aumento da resposta
dolorosa em nivel do corno dorsal da medula, por mediadores excitatorios liberados
na sinapse central capazes de ampliar a resposta dolorosa ¢ conhecido como “wind
up” ou facilitacdo neuronal (REN & DUBNER, 1993; MURRAY et al. 1991;

AKERMAN et al., 1982).

A sensibilizacdo dos nociceptores € o denominador comum apds uma lesdo ou
inflamacéo e resulta da liberacdo de mediadores originados de diferentes células.
Entre estes, pode-se citar a bradicinina, prostaglandinas (PGs), leucotrienas,
serotonina, histamina, substancia P, tromboxanas, fator de ativacdo de plaquetas,
prétons e radicais livres. Citocinas como o fator de necrose tumoral o (TNFa)
também sdo produzidas durante a inflamacdo (figura 1). Alguns destes agentes
podem sensibilizar ou até mesmo ativar direta ou indiretamente 0s nociceptores (para

revisao ver RAJA et al., 1999).



: Representative
Stimulus receptor

NGF TrkA
Bradykinin | BK,
Serotonin | 5-HT,
Mastcellor | ATP P2X,
neutrophil H* ASIC3/VR1
Lipids PGE,/CB1/VR1
Heat VR1/VRL-1
Pressure DEG/ENaC ?

Spinal cord

Figura 1 — Representacdo dos varios mediadores inflamatorios liberados ap6s uma
lesdo tecidual, que sensibilizam as terminagdes nervosas, causando a hiperalgesia.
(Extraido de JULIUS & BASBAUM, 2001)

Vérios estudos demonstram que as PGs, principalmente da série E, sdo
mediadores que causam hiperalgesia por meio de sitios especificos de ligacdo
(receptores) nos terminais aferentes primarios (Tyers & Haywood, 1979). Sua

administracdo ndo provoca dor declarada (Crunkhorm & Willis, 1971), mas diminui



o limiar nociceptivo em testes comportamentais em animais (Taiwo & Levine, 1989;

Taiwo et al., 1987; Ferreira & Nakamura, 1979).

A bradicinina foi estudada por Ferreira e colaboradores (1993), e os resultados
demonstraram que é um potente agente hiperalgésico e esta presente na inflamacéao
induzida por carragenina. Contribui indiretamente para a dor inflamatéria pela
estimulacdo da liberacdo de PGs e aminas simpaticomiméticas a partir da acdo de

citocinas hiperalgésicas (FERREIRA et al, 1993).

Foram descritas varias citocinas com atividade hiperalgésica como a interleucina (IL)
-1, talvez a primeira citocina descrita como hiperalgésica (FERREIRA et al, 1988),
TNF-a, IL-2, IL-6 e IL-8 (DAVIS & PERKINS, 1994; CUNHA et al, 1992).
Entretanto, outras citocinas como IL-4 e IL-10, tem demonstrado uma capacidade em
limitar a hiperalgesia inflamatoria pela inibicdo da producdo de citocinas e PG's
(POOLE et al, 1995). Pequenos neurdnios (interneurénios), que contem encefalinas
ou acido y-aminobutirico (GABA), fazem sinapses inibitorias com neur6nios
primarios e secundarios existentes na superficie da medula espinhal constituindo uma

outra fonte de modulacéo da hiperalgesia.

1.3 PROSTAGLANDINAS

Os compostos da familia das prostaglandinas e das leucotrienas séo
denominadas eicosanoides, derivadas de acidos graxos essenciais esterificados em
fosfolipidios da membrana celular, em particular o &cido 5, 8, 11, 14 eicosatetrandico,
ou &cido araquidénco. A sintese dos eicosanodides pode ser desencadeada por diversos
estimulos que ativam receptores de membrana, acoplados a uma proteina regulatéria

ligada a um nucleotidio guaninico (proteina G), resultando na ativacao da fosfolipase A;



ou elevacdo da concentragdo intracelular do Ca*. A fosfolipase A; hidrolisa
fosfolipidios da membrana, particularmente fosfatidilcolina e fosfatidiletanolamina,
liberando o &cido araquidénico. A PGE; induz hiperalgesia por meio da ativacdo da via
adenililciclase (AC) - 3°5’-adenosina-monofosfato ciclico (AMPc) - proteina quinase A
(PKA). A ativacdo da AC ocorre via proteina G regulatoria estimulatoria (Gs) (TAIWO
& LEVINE, 1989b). Estudos demonstram que por meio do aumento da concentracao de
AMPc e ativacdo da PKA, as prostaglandinas ativam correntes de sddio resistentes a
tetrodotoxina, inibem correntes de potéassio dependentes de voltagem e aumentam
correntes de célcio dependente de voltagem, levando a uma diminuicdo do limiar
nociceptivo (ENGLAND et al., 1996; GOLD et al., 1996; VANEGAS & SCHAIBLE,

2001; JULIUS & BASBAUM, 2001; BASBAUM & WOOLF, 2001).

O é&cido araquidonico liberado serve como substrato para duas vias enzimaticas
distintas: a via das ciclooxigenases, que desencadeia a biossintese das prostaglandinas e
da tromboxana, e a via das lipoxigenases, responsavel pela sintese das leucotrienas,

lipoxinas e outros compostos (figura 2) (SAMUELSSON et al., 1975).
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FIGURA 2 — Biossintese das Prostaglandinas (Adaptado de VANE et al., 1998).

A existéncia de uma isoforma induzida da COX foi inicialmente descrita por
Needleman e colaboradores, os quais demonstraram a sua inducdo por estimulos
inflamatdrios e por citocinas (RAZ et al., 1989). Em virtude das caracteristicas distintas
de sua expressdo, a existéncia das isoformas COX-1 e COX-2 foi confirmada
(MITCHEL et al., 1993; XIE et al., 1991; RAZ et al., 1989). A COX-1 é expressa
constitutivamente, ou seja, estd presente nas células em condicBes fisioldgicas,
principalmente nos vasos sanglineos, plaquetas, estdmago e rins. A COX-2 pode ser
induzida na presenga de citocinas (IL-1, IL-2 e TNF a), ésteres do forbol, fatores de
crescimento e endotoxinas, sendo expressa caracteristicamente por células envolvidas
no processo inflamatoério, como macr6fagos, mondcitos e sinoviocitos. Por outro lado, a

expressdo da COX-2 pode ser inibida por glicocorticéides, IL-4, 1L-13 e IL-10,



enquanto a PGE, promove aumento da regulacdo (up-regulation) na expressédo da COX-
2 (FITZGERALD & PATRONO, 2001; MORISSET et al., 1998; JOUZEAU et al.,

1997; VANE & BOTTING, 1995; KUJUBU et al., 1991; RAZ et al., 1989).

A COX-1 e a COX-2 sdo proteinas integrais que se localizam dentro do folheto
interno da bicamada lipidica de fosfolipideos da membrana celular. O numero de
aminodcidos que compde as duas isoenzimas é bastante semelhante, com 599
aminoécidos para a COX-1 e de 604 aminoacidos para a COX-2 (JOUZEAU et al.,
1997). A estrutura das ciclooxigenases consiste de trés dominios distintos: um dominio
amino terminal, seguido por dominio de ligagdo da membrana e dominio catalitico
carboxilico terminal, que contém os centros de atividade ciclooxigenase e peroxidase. A
COX-1 contém uma sequiéncia de 17 aminoacidos em sua cadeia peptidica amino-
terminal, que ndo estd presente na COX-2, enquanto a COX-2 tem uma insercdo
adicional de 18 aminoacidos em sua terminacédo carboxila. A sequéncia remanescente da
COX-1 e COX-2, entretanto, e cerca de 60% idéntica e todos os residuos identificados
como essenciais para a atividade catalitica sdo conservados (HINZ & BRUNE, 2002;
CRYER & DUBOIS, 1998; VANE et al, 1998; CROFFORD et al., 1997,

KURUMBAIL et al., 1996; KUJUBU et al., 1991).

As ciclooxigenases possuem duas atividades distintas. Uma atividade de
endoperoxido redutase que forma o endoperédxido ciclico PGG (prostaglandina G), e
uma outra atividade peroxidase que converte 0 PGG em H (PGH). A PGH apresentam
pouca atividade e serve como substrato para a formacéo de diferentes prostaglandinas e
tromboxana ativas, incluindo PGD,, PGE,, PGF,, prostaciclina (PGl,) e tromboxana
(TX) (KULKARNI et al., 2000; CROFFORD et al., 1997; JOUZEAU et al., 1997;

KURUMBAIL et al., 1996; DEWITT & SMITH, 1988). As isoformas COX-1 e COX-2



apresentam homologia genética de cerca de 60% em suas regides codificantes, e seus
genes estdo localizados nos cromossomos 9 e 1, respectivamente (KULKARNI et al.,

2000; VANE et al., 1998; JOUZEAU et al., 1997).

As prostaglandinas, formadas a partir da acdo das ciclooxigenases, ligam-se a
receptores prostandides que se encontram localizados na membrana celulares. Estes
receptores ja foram clonados e estdo organizados em cinco grupos de acordo com a PG
com os quais eles apresentam maior afinidade, designados de DP (PGD3), FP (PGF>), IP
(PGly), TP (TXA,) e EP (PGE,). Embora a maioria dos receptores das prostaglandinas
seja receptores de superficie da membrana celular, alguns podem estar localizados na
membrana nuclear, cujos ligantes atuam como fatores de transcricdo, alterando a
expressdo génica celular. Mais recentemente, foi demonstrado que determinados
eicosandides sdo ligantes endogenos de uma familia de receptores nucleares
denominada de receptores ativadores de proliferacdo do peroxissomo (PPARs -
Peroxisome Proliferator-Activated Receptors), que regulam o metabolismo lipidico, a
diferenciacdo e proliferacdo celular. Sdo conhecidos atualmente trés isoformas do
receptor PPAR, denominadas de a, 6 e y ( MORROW & ROBERTS, 2001; HLA et al.,

1999; DEVCHAND et al., 1996).

A COX-3, uma variante da COX-1 (pois € derivada do mesmo gene dessa
isorforma), encontra-se distribuida principalmente no cértex cerebral, medula espinhal e
coracdo, sendo mais sensivel ao acetaminofeno (paracetamol) do que a COX-1 e COX-
2. Levantou-se a hipétese que a inibicdo da COX-3 poderia representar 0 mecanismo
central primario pelo qual as drogas analgésicas e antipiréticas do tipo AINE
desenvolveriam suas atividades de reducdo da dor e da febre (CHANDRASEKHARAN

et al., 2002).



1.4 ACOES FISIOLOGICAS E PATOLOGICAS DAS PROSTAGLANDINAS

As prostaglandinas estdo envolvidas em diversos processos fisioldgicos e
patoldgicos, incluindo, por exemplo, vasodilatacdo ou vasoconstricdo; contracdo ou
relaxamento da musculatura bronquica ou uterina; hipotensdo; ovulagdo; metabolismo
6sseo; aumento do fluxo sanguineo renal (resultando em diurese, natriurese, caliurese e
estimulacdo da secrecdo de renina); protecdo da mucosa gastrica e regulacdo do fluxo
sanguineo local; inibicdo da secrecdo &cida gastrica; crescimento e desenvolvimento
neural; resposta imunoldgica; hiperalgesia; regulacdo da atividade quimiotéxica celular;
resposta endocrina; angiogénese; progressdo metastasica, febre, dentre outras
(WILLOUGHBY et al., 2000; FERREIRA & VANE 1979; MONCADA et al., 1978;

MONCADA & VANE, 1978; FISCHER & GROSS, 1977; PIPER & VANE, 1971).

Na maioria dos leitos vasculares a PGE, € uma potente prostaglandina
vasodilatadora. A atividade vasodilatadora envolve principalmente arteriolas,
esfincteres pré-capilares. A PGD, causa geralmente vasodilatacdo na vasculatura
mesentérica, coronariana e renal, e vasoconstricdo na circulacdo pulmonar. A PGl, é um
eficiente vasodilatador, podendo causar importante hipotensdo arterial, enquanto o
TXA, apresenta potente atividade vasoconstritora. No sangue, as prostaglandinas
modulam também a funcdo plaquetaria. A PGE,, PGD, e a PGI;, sdo inibidoras da
agregacao de plaquetas, ao passo que o tromboxano A é forte indutor da sua agregacao.
A PGI, é sintetizada pelo endotélio vascular, controlando a adesdo de células ao
endotélio e a agregacdo plaquetaria, contribuindo como mecanismo antitrombogénico

da parede vascular intacta (MONCADA & VANE, 1978).

As PGEs e as prostaciclinas PGI, inibem a secrecdo &cida gastrica, reduzem o

volume de secregdo, a acidez, conteudo de pepsina e também aumenta a secrecdo de



muco no estdmago e intestino delgado. Estes efeitos ajudam a manter a integridade da
mucosa gastrica, conferem protecdo as células epiteliais e sdo referidos como
propriedades citoprotetoras das prostaglandinas sintetizadas pela COX-1. Os efeitos
adversos gastrintestinais dos AINE estdo associados a supressao da atividade da COX-
1, resultando em lesdo géastrica, hemorragia e ulceracdo (MORROW & ROBERTS,

2001; COHN et al., 1997; PIPER & VANE, 1971).

As prostaglandinas também influenciam a distribuicdo do fluxo sangiineo renal,
reabsorcdo de sodio e agua e liberacdo de renina. A PGI,, PGE; e PGD, determinam
secrecdo de renina no cortex renal, provavelmente por efeito direto nas celulas
glomerulares. A COX-2 tem sido localizada na vasculatura renal, na méacula densa
cortical, nas células intersticiais dos rins, no ducto coletor e na por¢do delgada da alca
de Henle, apresentando aumento da sua expressdao em determinadas areas, com a
progressdo da idade (FITZGERALD & PATRONO, 2001; MORROW & ROBERTS,

2001; VANE et al., 1998).

Estudos demonstram que as prostaglandinas sdo produzidas em neurbnios e
vasos do SNC com importante participacdo em diversas fungbes centrais, incluindo o
controle do ciclo do sono e do despertar, a termogénese febril e a transmissao
nociceptiva. As prostaglandinas e citocinas (IL-6) estdo relacionadas com a
fisiopatologia de algumas doencas degenerativas encefalicas, como a esclerose multipla
e doenca de Alzheimer (KULKARNI et al., 2000; CROFFORD LJ, 1997; JOUZEAU et

al., 1997, KURUMBAIL et al., 1996; YAMAGATA et al., 1993).

Estudos revelaram que os lipopolissacaridios (LPS) e as citocinas podem induzir
a COX-2 em varias regides do encéfalo. A COX-1 é distribuida prevalentemente no

prosencéfalo, onde as prostaglandinas podem estar envolvidas em funcbes de



integracdo, como modulacdo do sistema nervoso autbnomo e de vias sensoriais de
transmissdo. A COX-2 é expressa constitutivamente em algumas regifes do encéfalo,
destacando-se principalmente cortex, hipocampo, complexo amigdala-hipocampo
(importante para a memdria e comportamento), hipotdlamo e medula espinhal. A
liberacdo de IL-1pB, a partir do estimulo de pirdgenos, induz a sintese de PGE; e esta,
por sua vez, ativa o centro termorregulador situado na area pré-optica do hipotalamo
anterior, desencadeando a febre (CROFFORD LJ, 1997; FIEBICH et al.,, 1997;

BREDER & SAPER, 1996; KAUFMANN et al., 1996).

1.5 MECANISMOS ENDOGENOS DE ANTINOCICEPCAO
1.5.1 OPIOIDES E A RESPOSTA INFLAMATORIA

O efeito antinociceptivo induzido por opidides esta associado a ativacdo de
receptores supraespinhais e espinhais (HERTZ & TESCHEMACHER, 1971;
YAKSH et al., 1980) e também periféricos (FERREIRA & NAKAMURA, 1979). O
efeito antinociceptivo periférico de agonistas opidides tem sido demonstrado durante
0s estagios iniciais da resposta inflamatoria (SCHAFER et al., 1995; LEVINE &

TAIWO, 1989).

FERREIRA e colaboradores (1991) verificaram que o efeito antinociceptivo de
baixas doses de morfina, na hiperalgesia induzida por PGE,, foi inibido por
blogqueadores da sintese do Oxido nitrico (NO) a partir da L-arginina. Tais
observacGes permitiram propor o envolvimento da via L-arginina/NO/GMPc na

antinocicepcdo induzida por morfina.

Os receptores opioidérgicos podem ser ativados por opidides exdgenos bem como
por peptideos opidides endégenos como as endorfinas (w), dinorfinas (k) e as

encefalinas (8) liberados pela hipo6fise, pela glandula adrenal ou por linfécitos T,



mondcitos e macrofagos infiltrados no tecido inflamado. Durante o processo
inflamatorio ocorre um aumento de receptores opidides em terminais das fibras
aferentes primarias e centrais (STEIN et al., 1990; HASSAN et al., 1993;

KANJHAN, 1995; LAW & LOH, 1999).

A percepcdo dos estimulos nocivos pelo SNC ocorre por meio da ativacdo de
nociceptores de fibras aferentes primarias. Os receptores opioidérgicos sao
sintetizados no corpo celular destes neurbnios e posteriormente transportados para

terminais centrais e periféricos (HASSAN et al., 1993; LEVINE et al., 1993).

Em adicdo as demonstracdes de que os opidides podem produzir efeito analgésico
potente e clinicamente mensuravel pela ativacdo de receptores em terminais
periféricos, ligantes enddgenos destes receptores foram descobertos em células
imunes (STEIN, et al., 2000). Leucdcitos séo recrutados no sitio da inflamacéo e
secretam peptideos opidides que se ligam a terminais sensoriais que expressam
receptores opidides (STEIN, et al., 2003). O processo inflamatdrio parece regular o
aumento nos sitios de ligacdo de receptores p opidides no ganglio da raiz dorsal
(ZOLLNER, 2003), um aumento no transporte de receptores opidides do ganglio da
raiz dorsal através do nervo ciatico (HASSAN et al., 1993; MOUSA et al., 2001),
um aumento na antinocicepcdo provocada por ligantes de receptores opiodides

(SCHAFER et al., 1995).

1.5.2 OXIDO NITRICO e NOCICEPCAO

O oxido nitrico (NO) é sintetizado a partir do aminoacido L-arginina pela acdo

da enzima NO-sintase (NOS) que por sua vez, ativa a enzima guanililciclase,



responsavel pelo aumento de 3’5’ guanosina monofosfato ciclico (GMPc) (MONCADA

etal., 1991).

O envolvimento da via L-arginina/NO/GMPc no efeito antinociceptivo
periférico de drogas opidides tem sido demonstrado. A antinocicep¢do periférica
induzida pela morfina foi revertida pelos inibidores da NOS, L-NMMA e L-NIO e azul
de metileno. Essa acdo antinociceptiva foi potencializada pelo inibidor especifico da
fosfodiesterase de GMPc MY5445 (FERREIRA et al., 1991). AMARANTE &
DUARTE (2002) observaram que a administracéo intraplantar de L-NOARG e azul de
metileno reduziram de maneira dose-dependente a antinocicep¢do induzida pela
bremazocina, agonista do receptor «k-opidide, sugerindo o envolvimento desses
receptores na antinocicepcdo periférica induzida por opidides. Zaprinast, inibidor da

fosfodiesterase de GMPc, potencializou esse efeito da bremazocina.

O efeito antinociceptivo de drogas antiinflamatorias ndo esteroides como a
dipirona e diclofenaco também esta relacionado com a sintese de NO e conseqliente
ativacdo da guanililciclase. DUARTE et al. (1992) demonstraram que a antinocicepcao
periférica induzida pela dipirona foi revertida por L-NMMA e azul de metileno. O
efeito antinociceptivo periférico induzido pelo diclofenaco foi antagonizado pelo L-
NOARG e azul de metileno, no teste de compressdo da pata do rato (ALVES et al.,

2004).

Em contraste a acdo antinociceptiva do NO, outros estudos sugerem que na
periferia ele atua como um mediador pré-nociceptivo. ALEY et al. (1998)
demonstraram que niveis baixos de NO facilitam a hiperalgesia induzida por PGE;
dependente de AMPc, enquanto niveis altos de NO produz uma hiperalgesia dependente

de GMPc. A redugdo do limiar mecénico induzido pela administracdo intradérmica de



PGE,, no teste de Von Frey, foi bloqueada pelo L-NMMA sugerindo que o NO

contribui para a sensibilizagéo induzida pela PGE; (CHEN & LEVINE, 1999).

1.6 ANTIINFLAMATORIOS NAO ESTEROIDES

A descoberta das isoformas de COX foi util para o desenvolvimento de inibidores
seletivos para COX-2, sendo uma classe de farmacos seguros para o tratamento da
dor, sintomas da osteoartrite e artrite reumatoide (VANE et al., 1998; SMITH et al.,

2000).

Do ponto de vista da terapéutica, os antiinflamatorios ndo-esteroides (AINES)
sdo drogas de escolha para reduzir a hiperalgesia devido a liberacdo de prostaglandinas
nas diversas fases do processo fisiopatoldgico, com um favoravel impacto no tratamento
de doencas relacionadas com a reumatologia (KURITZKY & WEAVER, 2003),
ortopedia (GIMBEL et al., 2001) e odontologia (MALMSTROM et al., 2002). O
mecanismo de acdo destas drogas esta relacionado com o seu efeito inibitdrio na sintese

de PGs por meio da inibicdo das ciclooxigenases celulares (VANE, 1971).

A pesquisa de novos AINE continua em franco desenvolvimento, contando
atualmente com grande numero de compostos comercializados em diversos paises do
mundo. Embora os primeiros antiinflamatdrios, como os salicilatos, sejam bastante
eficazes como analgeésicos, antipiréticos e antiinflamatorios, o uso destes compostos por
periodos mais prolongados é limitado, na grande maioria dos pacientes, por
desenvolverem efeitos gatrintestinais bastante desagradaveis, como dispepsia, dor
abdominal, sangramento, Ulcera e perfuragdo gastrica ou duodenal. Os efeitos

gastrintestinais foram atribuidos a inibicdo destes compostos sobre a isoforma de COX-



1 (FITZGERALD & PATRONO, 2001; KULKARNI et al., 2000; CRYER & DUBOIS,

1998).

O 4cido acetilsalicilico promove inibicdo irreversivel da atividade da
ciclooxigenase pela ligagdo covalente com uma molécula de serina do sitio ativo da
enzima. Na estrutura da COX-1, o &cido acetilsalicilico acetila a serina na posic¢do 530,
prevenindo a ligacdo do &cido araquiddnico ao sitio ativo da enzima e na COX-2, acetila
uma molécula de serina na posicdo 516. Embora ndo deva ser recomendada como droga
de primeira escolha para o tratamento de processos inflamatorios crénicos, como o
reumatismo e artrite, devido a sua potente acdo inibitoria sobre a COX-1 constitui
importante alternativa para o tratamento profilatico de doengas de elevado risco
tromboembolico, como o infarto do miocéardio, beneficiando-se, nestes casos, do
mecanismo anti-COX-1 para prevencdo da agregacdo plaquetaria. (MORROW &

ROBERTS, 2001).

Outros AINEs como o diclofenaco e ibuprofeno agem como inibidores
competitivos reversiveis de ambas isoformas, competindo com a ligacdo do acido
araquidénico no sitio ativo da COX. Uma terceira classe de AINE, representada pelo
flurbiprofeno e indometacina, causa inibicdo reversivel lenta e tempo-dependente da
COX-1 e COX-2, resultado da formacdo de uma ponte entre o carboxilato da droga e a
arginina na posicao 120 do sitio ativo, seguida por alteracGes de conformacdo (HINZ

&BRUNE, 2002).

1.6.1 INIBIDORES SELETIVOS DA CICLOOXIGENASE-2



A primeira geracdo propriamente dita dos inibidores especificos da COX-2
(ICOX-2) foram representadas pelo nimesulide, etodalaco e meloxicam. A descoberta
da especificidade destes produtos foi, na realidade, constatada apds a comercializacao,
sendo decorrente, principalmente, de observagdes clinicas e experimentais da reduzida
incidéncia de efeitos colaterais gastrintestinais, sendo posteriormente confirmada por
estudos in vitro. O nimesulide é considerado exemplo dos AINE, com boa poténcia in
vivo em modelos inflamatérios, mas com fraca inibicdo in vitro de prepara¢des da COX.
Baseando-se em estudos in vitro, inicialmente sugeriu-se que o meloxicam inibia
seletivamente a COX-2. No entanto, quando testado in vivo, em seres humanos, sua
especificidade para a COX-2 foi somente cerca de dez vezes maior do que aquela para a
COX-1, apresentando ainda inibicdo plaquetaria (PANARA et al., 1999). A
modificacdo molecular destes produtos, notadamente do nimesulide, visando o aumento
de sua seletividade sobre a COX-2, originou estruturas sem um grupamento carboxilico
e com a presenca de grupos sulfonamida ou de sulfona, originando os chamados
inibidores seletivos de segunda geracdo. Este grupo inclui o celecoxibe, rofecoxibe,
valdecoxibe, parecoxibe (pré-droga do valdecoxibe) e etoricoxibe (KULKARNI et al.,
2000). Tais medicamentos possuem um potente efeito analgésico (CHAN et al., 1999;

SMITH et al., 1998), antitérmico e antiinflamatorio (PENNING et al., 1999).

O conhecimento das estruturas da COX-1 e da COX-2 e de seus sitios ativos
constitui a base fundamental para o desenvolvimento de inibidores mais seletivos para a
COX-2 e para a elaboracdo de estudos de relacdo estrutura-atividade destes produtos.
Durante a atividade enzimatica, o acido araquiddnico liga-se a uma arginina na posicao
120 e a uma serina na posicdo 530. Uma transferéncia de elétrons da tirosina na posicao
385 para um heme oxidado, que também esta ligado dentro da enzima, inicia a reacdo

de ciclooxigenase. Diversos estudos tentam elucidar como e onde os AINE agem na



ciclooxigenase para bloquear a sintese de prostaglandinas. Dentro do canal hidrofobico
da COX, uma diferenca de aminoécido na posicdo 523 (isoleucina na COX-1 e valina
na COX-2) pode ser de importancia critica na seletividade de diversas drogas (CRYER

& DUBOIS, 1998; JOUZEAU et al., 1997; RAZ et al., 1989).

Na doenca de Alzheimer todos os sinais de inflamacdo da microglia e ativacao
da astréglia com deposicdo de proteina amildide estdo associados a patogénese da
doenca. Um evento crucial encontrado nesta doenca é que a proteina [ Camildide é
capaz de ativar a microglia, resultando na elevacédo da expressdo neuronal de COX-2,
potencializando o estresse oxidativo mediado pela proteina amiloide. Informacdes
recentes sugerem que as prostaglandinas derivadas da COX-2 aumentam 0 processo
inflamatdrio neurodegenerativo, induzem a sintese de citocinas pré-inflamatérias nas
células da astroglia e potencializam a excitotoxicidade do glutamato acelerando a
neurodegeneracdo. Os inibidores seletivos da COX-2 podem oferecer importante
alternativa na terapéutica profilatica de reducdo da producao central de prostaglandinas
nestes pacientes (HINZ & BRUNE, 2002; HULL et al., 2000; HAWKEU, 1999;

DUBOIS et al., 1998).

Estudos evidenciam a participacdo da COX-2 no desenvolvimento de processos
neoplasicos, abrindo a perspectiva do uso dos inibidores seletivos da COX-2 na
prevencdo e no tratamento de diversos tipos de cancer. A explicacdo estaria
principalmente relacionada com a elevada expressao e producdo de COX-2 pelo tecido
tumoral, como acontecem no adenocarcinoma de es6fago e em neoplasias colorretais.
Durante o desenvolvimento do cancer colorretal, a ocorréncia seqliencial de multiplas
alteracOes genéticas culmina na transformacéo de um polipo em cancer e também induz

a expressdo do receptor & ativador de proliferacdo do peroxissomo (PPARSJ). Os

ligantes do PPARS incluem certos eicosandides originados da ativagdo da COX-2 e



alguns acidos graxos (WU, 2000; HE et al., 1999; BARNES & LEE, 1998). Um dos
mecanismos propostos para atividade antineopldsica dos AINE seria a inibicdo da
ligagdo do PPARS com o DNA da célula, impedindo a ativacdo dos genes responsaveis
pelo desenvolvimento, metabolismo, crescimento e diferenciagdo celular. Um outro
mecanismo seria a capacidade dos AINE de induzir apoptose das células cancerosas,
pela inibicdo da funcdo do PPARS. Além disso, os AINE, inibindo a COX-2, estariam
também impedindo a formacgéo de PGE; no tecido tumoral, prevenindo a estimulacéo do
Fator de Crescimento do Endotélio Vascular (VEGF), que induz a angiogénese

(BARON et al., 2003; WU, 2000; HE et al., 1999; BARNES & LEE, 1998).

Considera-se que as prostaglandinas derivadas da COX-1 conferem citoprotecao
ao trato gastrintestinal. Dois grandes estudos clinicos multicéntricos foram realizados
com a finalidade de avaliar a eficacia clinica e as complicagbes gastrintestinais dos
coxibes (celecoxibe e rofecoxibe), o denominado Vioxx Gastrointestinal Outcomes
Research (VIGOR) e o Celecoxib Long-Term Arthritis Safety Study (CLASS). No
ensaio VIGOR foram observados 8076 pacientes com artrite reumatoide, tratados, em
média, durante nove meses, com uma dose diaria de 50 mg de rofecoxibe, comparada
com uma dose de 500 mg de naproxeno, administrada duas vezes ao dia. Neste grupo, a
média de idade dos pacientes era de 58 anos e 80% deles era do sexo feminino. Cerca de
60% haviam recebido terapia com glicocorticdide durante longo periodo e 8% tinham
historia de perfuracdo gastrintestinal, hemorragia ou sintomas de Ulcera péptica. Os
resultados deste estudo revelaram incidéncia de perfuracdo e hemorragia gastrintestinal
ou sintomas de Ulcera péptica em 4,5 por 100 pacientes/ano do grupo do naproxeno e de
2,1 por 100 pacientes/ano do grupo do rofecoxibe, uma diferenca de 54%,

estatisticamente significativa (FITZGERALD & PATRONO, 2001).



O ensaio CLASS consistiu de dois estudos separados. Em um deles, o celecoxibe
(400 mg duas vezes ao dia) foi comparado ao diclofenaco (75 mg duas vezes ao dia).
No outro, o celecoxibe foi comparado ao ibuprofeno (800 mg, trés vezes ao dia). Dos
pacientes estudados, 72% tinham osteoartrite e 68,5% eram do sexo feminino. A
duracgéo do estudo foi de 13 meses e neste caso era permitido o uso de aspirina na dose
de até 325 mg/dia. Ndo foram observadas diferencas significativas entre 0s grupos em
relacdo a incidéncia de Ulcera gastrica, obstrucdo ou sangramento gastrintestinal alto

(FITZGERALD & PATRONO, 2001).

De acordo com a ADRAC (Adverse Drug Reactions Advisory Committee), desde
0 inicio da comercializacdo do celecoxibe (Celebra®), em outubro de 1999, ja foram
registrados mais de 919 relatos sobre os efeitos adversos e colaterais relacionados com o
seu uso. Poucos pacientes relataram alteragdes gastrintestinais como nausea, dor
abdominal, diarréia e dispepsia. No entanto, outros efeitos adversos mais proeminentes
com o uso do celecoxibe e de outros inibidores especificos da COX-2 puderam ser
observados, entre eles a urticaria, alergia e insuficiéncia renal (AHMAD et al., 2002;
ERNST & EGGE, 2002; SCHNEIDER et al., 2002; MUKHERJEE et al. 2001a;
MUKHERJEE et al., 2002b; ROCHA & FERNANDEZ-ALONSO, 2001; WHELTON,

2001; KNOWLES et al., 2001; GROB et al., 2000).

Os resultados obtidos com o estudo VIGOR demonstraram maior risco de
desenvolvimento de eventos cardiovasculares trombdticos com o uso do rofecoxibe,
incluindo infarto do miocéardio, angina instavel, trombos cardiacos, morte subita e
ataques isquémicos transitorios (MUKHERJEE et al., 2001). Porém, os resultados dos
estudos envolvendo esses compostos ndo sdo conclusivos. A falta de estudos basicos e
clinicos em longo prazo tem culminado na retirada de alguns desses compostos do

mercado (FITZGERALD, 2004), indicando que mais estudos envolvendo os inibidores



de ciclooxigenases serdo necessarios, além de alvos alternativos para acdo dessas

enzimas em outros sistemas.

Os inibidores especificos da COX-2, de forma semelhante aos demais AINES,
podem promover alteracbes da funcdo renal, resultando principalmente em edema
periférico, hipertensdo, inibicdo da excrecdo renal de agua e sédio e hipercalemia. A
hipercalemia pode ser resultante da reducdo na liberagdo de renina mediada por
prostaglandina, que por sua vez promove uma reducdo na formacdo de aldosterona e
decréscimo na excrecdo de potassio no tubulo distal. O celecoxibe e o rofecoxibe

produzem modesta hipercalemia (HINZ &BRUNE, 2002).

Em um recente estudo com inibidores especificos de COX-2, foi observado que
celecoxibe e rofecoxibe, ndo somente reduziram a hiperalgesia induzida por
carragenina em patas de ratos, mas 0s animais demonstraram um aumento no limiar a
estimulacdo mecénica, apresentado por animais controles, que foi descrito como
“hipoalgesia” (FRANCISCHI et al., 2002). Esta hipoalgesia foi observada somente
em animais tratados com compostos com atividade inibitéria de COX-2 e ndao em
animais tratados com compostos com atividade inespecifica como indometacina ou
com atividade pronunciada para COX-1 como o piroxicam (FRANCISCHI et al.,

2002).

Hipoalgesia foi também observada experimentalmente em ratos pela injecao
intratecal de antagonista de substancia P (AKERMAN et al., 1982) e com agonistas
canabindides anandamida, metanandamida e o composto WIN-55212-2 (ZENOR et al.,
1999). CORCHERO et al. (1997) demonstraram que a hipoalgesia induzida por

agonistas canabinoides esta relacionada com o sistema opioidérgico, ja que ocorreu o



aumento da expressdo do gene para opidides endégenos apds o tratamento com 9- delta

tetrahidrocanabinol.

1.7 INIBIDORES SELETIVOS DE COX-2 E O CITOESQUELETO CELULAR

O movimento celular é um importante mecanismo para o desenvolvimento de
organismos multicelulares, especialmente durante a gastrulacdo e formacdo do sistema
nervoso, vasos e musculos. Na vida adulta apresenta importante papel no reparo tecidual

e nas respostas do sistema imunologico (AFFOLTER & WEIJER, 2005).

As células devem organizar-se no espago e interagir mecanicamente com o
ambiente ao seu redor. Todas estas funcdes estruturais e mecanicas apresentam-se
altamente desenvolvidas em células eucaridticas, que sdo dependentes de um sistema de
filamentos denominado citoesqueleto (JOHNSON et al., 2004).

O citoesqueleto € uma malha interna que suporta a membrana celular ou forma
trilhas para que organelas e outros elementos se movam pelo citoplasma. Sendo assim, a
sua organizacdo é dindmica, sofrendo constantes rearranjos, promovendo assim a
mobilidade da célula (LODISH et al, 1995).

Trés estruturas compdem basicamente a estrutura do citoesqueleto: actina,
microtibulos e filamentos intermediarios (BRINKLEY, 1997). Os filamentos do
citoesqueleto sdo formados de pequenas subunidades. Mondmeros de actina e tubulina
se unem para formar microfilamentos (de diametros entre 7-9 nm) e microtibulos (com
24nm de diametro), respectivamente. Dentre estas estruturas, os microtubulos estdo

notavelmente em todas as células e sdo os elementos que promovem o movimento



celular, trafego vesicular e divisdo celular. Para LAUFFENBURGER & HORWITZ

(1996), os microtubulos séo os coordenadores fisicos de todas as células vivas.

Os microttbulos estdo localizados no citoplasma, sendo um dos componentes do
citoesqueleto. S&o essenciais para muitas funcdes celulares durante a interfase,
incluindo a manutengdo da forma, mobilidade, ligagdes celulares e transporte
intracelular. Os microtUbulos citoplasmaticos também podem ser importantes na
modulacdo das interacBes de fatores de crescimento com receptores na superficie da
célula e nos sinais proliferativos transmembranicos, gerados por essas interacdes.
Também sdo componentes importantes do eixo mitotico, que se forma durante a mitose.

Os microtubulos sdo constituidos por proteinas heterodiméricas compostas de
duas subunidades: o e B—tubulina, de 440 aminoacidos cada uma, com peso molecular
de 50 kD (CARVALHO et al., 2003). A polimerizacdo dos dimeros de tubulina
possibilita o alongamento do microtibulo e a despolimeriza¢do seu encurtamento. O
sentido da polimerizacdo da tubulina vai conferir uma polaridade ao microtubulo, com
uma extremidade + (positiva) onde continua a polimerizacéo e outra (-) negativa. E essa
polaridade que possibilita proteinas motoras trafegarem vesiculas, organelas ou

complexos protéicos.

A actina é a proteina intracelular mais abundante de uma célula eucariotica,
sendo formada por subunidades globulares chamadas de actina G, que se polimerizam
de forma helicoidal formando um filamento chamado de actina F. A sua funcéo esta
relacionada com a mobilidade celular, microvilosidases e contracdo de células

musculares.

Os filamentos intermediarios sdo mais abundantes em células que sofrem

estresses mecanicos, proporcionando resisténcia fisica a células e tecidos.



Nas células vivas, todos os trés tipos de filamentos do citoesqueleto sofrem
remodelacdo constante pela associacdo e dissociacdo de suas subunidades. Os
microtdbulos e os filamentos de actina adicionam e perdem subunidades apenas em suas

extremidades.

Tendo em vista que a sobrevivéncia de uma célula eucaridtica depende de um
equilibrio entre a associacdo e dissociacdo de filamentos do citoesqueleto altamente
conservados, formados a partir de actina e tubulina, estes dois tipos de filamentos
comumente séo alvos de drogas. Estas drogas, de modo geral, perturbam as reacoes de

polimerizagdo dos filamentos.

A latrunculina, extraida da esponja marinha Latrunculia magnifica, liga-se a
mondmeros de actina estabilizando-os e conseqientemente isto provoca
despolimerizacao efetiva dos filamentos (JOHNSON et al., 2003). O tratamento com
essa droga € capaz de inibir a polimerizacdo de actina e ainda altera migracdo de

neutrofilos em direcdo a um agente quimiotatico (PRING et al, 2002).

Usando um mecanismo complementar, a faloidina, produzida pelo fungo
Amanita phalloides, e a citocalasina B estabiliza os filamentos de actina, promovendo a
polimerizacdo (HOFMAN et al, 1999; MUELLER et al, 1994). A colchicina liga-se a

tubulina livre, estabilizando-a e provoca a despolimerizacdo dos microtubulos.

Em presenca do paclitaxel (taxol), ocorre uma estabilizagdo dos nucleos a e 3
tubulinas pela intercalacdo deste farmaco resultando, assim, em disturbio tanto na

formacdo do microtibulo como na sua despolimerizacao.

Os agentes desestabilizadores de microtibulos como o paclitaxel (taxol),

colchicina, nocodazol, vinblastina, vincristina, 17-(]-estradiol sdo utilizados no



tratamento do céancer. As propriedades anticarcinogénicas destes farmacos séao
atribuidas a capacidade de interferéncia com a organizagdo dos microtabulos,

dificultando a mitose e outras alteracGes no citoesqueleto (JORDAN e WILSON, 1998).

Outros trabalhos envolvendo desestabilizadores de microtibulos demonstraram
que a fragmentagdo desses filamentos aumenta a expressdo e transcricdo de COX-2
(SUBBARAMAIAH et al, 2000), culminando em sintese elevada de PGE, e PGl,.
Esses dados sugerem que hd uma correlacdo intima entre a integridade desses
filamentos e a producdo de mediadores inflamatorios lipidicos (SAWER et al, 2001),
sendo que parte dos efeitos colaterais apresentados pelos usuarios desses agentes pode

estar relacionada a sintese de prostaglandinas.

Estudos recentes relacionam a atividade da COX-2 para o desenvolvimento de
certos tipos de tumores e a terapia contra o cancer envolvendo os inibidores de COX-2
(BAKHLE, 2001). Foi demonstrado que a atividade da COX-2 no tratamento e
prevencdo desses tumores pode estar relacionada a dindmica do citoesqueleto. A
diminuicdo da taxa de invasdo de células derivadas de tumores malignos de célon é
reduzida pelo tratamento com inibidor de COX-2. Ainda, foi observada uma
fragmentacdo do citoesqueleto nas células tratadas com o ICOX-2, que poderia

dificultar o processo de invaséo e metastase (JIA et al, 2004).

Estudos demonstrando a participacdo da COX-2 na dinamica do citoesqueleto
sdo raros na literatura, e a interacdo entre coxibes e agentes pertubadores do
citoesqueleto parece oferecer um campo promissor para pesquisa e futuras terapéuticas

no tratamento de tumores e outras patologias.






2.0 OBJETIVOS

Compreender 0s mecanismos envolvidos na hipoalgesia que decorre, em ratos,

da administracdo de inibidores seletivos de COX-2 (ICOX-2). Para isso, 0s seguintes

objetivos especificos foram desenvolvidos:

a)

b)

d)

Verificar se o efeito hipoalgésico derivado da administracdo de ICOX-2
seletivos ocorre em linhagens de ratos.
Estudar se a hipoalgesia aos ICOX-2 seletivos tambeém € observada em animais
injetados com PGE,, como agente hiperalgésico.
Estudar a participacdo de oxido nitrico no efeito hipoalgésico dos ICOX-2
seletivos atraves do uso de inibidores da sintese de NO.
Verificar a participacdo de opidides enddgenos, no efeito hipoalgésico de ICOX-
2.
Verificar a atividade destes inibidores especificos de COX-2 sobre a resposta
edematogénica a carragenina, observada em paralelo.
Verificar se organelas subcelulares, entre elas os componentes dos microtubulos,
estariam envolvidas na acdo hipoalgésica dos ICOX-2 seletivos verificou ou
confirmou:

a. A participacao do citoesqueleto no efeito hipoalgésico dos 1COX-2 por

meio do uso de inibidores de microtibulos.

b. A participacdo “in vitro” do citoesqueleto no efeito hipoalgésico dos

ICOX-2 usando a técnica de imunocitoquimica.



3.0 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos das linhagens Holtzman e Wistar, machos, pesando entre
140 e 180 gramas, provenientes do Centro de Bioterismo do Instituto de Ciéncias
Biologicas da UFMG (Cebio-ICB/UFMG) e ratos da linhagem Sprague Dawley,
machos, pesando entre 140 e 180 gramas, provenientes da Universidade Federal de S&o
Paulo. Esses animais foram mantidos em caixas plasticas com forracdo, tendo livre
acesso a racdo e agua, em numero de seis /caixa. Dois dias antes da realizacdo dos
experimentos, os animais foram levados a uma sala controlada termicamente (22 a
24°C) e com ciclo claro-escuro de 12 em 12 horas, para ambientalizacdo. Todos os
experimentos foram realizados de 9-16 horas, na fase clara do dia. Para 0s experimentos

de imunocitoquimica, foram utilizados animais (Holtzman) neonatos (1-4 dias).

O protocolo experimental utilizado no presente estudo estd de acordo com 0s
principios éticos de experimentacdo animal, tendo sido aprovado pelo Comité de

Etica em Experimentacdo Animal da UFMG (n° 99/04) (ANEXO 1).

3.2 - MODELOS EXPERIMENTAIS DE NOCICEPCAO E EDEMA

3.2.1 Teste Nociceptivo: Hiperalgesia da pata do rato



Para a medida de nocicepcdo foi utilizada uma modificacdo do método de
retirada da pata do rato submetida & compressao crescente, descrito originalmente por
RANDALL & SELITTO (1957), conforme descrito a seguir. A avaliagdo consiste na
medida do limiar de escape ou retirada da pata a pressdo crescente (em g) em pata

previamente inflamada.

No teste, 0 animal é mantido em posi¢cdo horizontal sobre a bancada, por uma
das méos do experimentador, enquanto a superficie plantar da pata sob teste é submetida
a parte compressora do aparelho. A parte compressora consiste de duas superficies
opostas, sendo uma plana, sobre a qual se apoia a pata do animal, e outra cbnica, com
uma érea de 1,75 mm? na extremidade, por meio da qual é aplicada a pressdo na
superficie plantar da pata do rato. A intensidade da pressdo aplicada aumenta a uma taxa
constante de 32 g/s, mediante o acionamento de um pedal pelo experimentador. Ao
observar a resposta nociceptiva do animal, 0 experimentador interrompe a pressdo sobre
0 pedal, cessando assim 0 aumento da pressao imposta a pata, sendo que o ultimo valor,
que corresponde ao limiar nociceptivo, fica indicado na escala do aparelho (em cm) e é

posteriormente expresso em gramas (g).

O aprendizado para a medida da hiperalgesia na pata do rato, consiste no
treinamento do experimentador para detectar 0 momento em que o animal desenvolve
essa reacao. Nesse momento, observa-se o reflexo de retirada da pata e, eventualmente o
animal pode desenvolver fasciculacdo (sucessivas ondas de contracdo muscular,
sensiveis ao tato através da pele do dorso). E importante ressaltar que o animal é
também ambientalizado ao aparelho no dia que antecede o teste. Essa ambientalizagdo
consiste em submeter o animal a mesma situacdo que sera vivenciada no dia do

experimento, sendo muito importante, portanto, para adaptar o animal & nova situacao e



a resposta final observada reflita apenas a sensagéo dolorosa do animal e ndo a resposta

a uma situagéo nova vivenciada pelo mesmo.

A intensidade de resposta nociceptiva foi avaliada pela diferenga (1) do limiar
nociceptivo medido na zero horae 1, 2, 3, 4, 6 e 24 horas ap0s a inje¢do de carragenina

ou zero, 0,5, 1, 2, 3, 4, 6 e 24 horas ap0s a injecdo de prostaglandina.

Os resultados foram expressos como média da diferenca de limiar entre a pata
testada e contralateral + erro padrdo da média em cada animal (cinco a seis /grupo), em

cada tempo.

Figura 3: Aparelho algesimétrico da Ugo Basile. Método da compressdo da pata do
rato (Randall & Selitto, 1957). Observar que a pressdo do aparelho é imposta a
superficie plantar da pata, na regido da injecdo do estimulo algogénico e que o animal é
colocado na posicdo horizontal na bancada.



3.2.2 Hiperalgesia e hipoalgesia

Como mencionado anteriormente, em um estudo anterior com inibidores especificos
de COX-2, foi observado que celecoxibe e rofecoxibe, ndo somente reduziram a
hiperalgesia induzida por carragenina em patas de ratos, mas também os animais
apresentaram um aumento no limiar a estimulacdo mecanica, em relagdo a resposta
de animais controles. Esse aumento do limiar que ultrapassou o valor de zero (ou
valores basais) foi denominado como “hipoalgesia” (FRANCISCHI et al., 2002). No
gréfico 1 observar-se a hiperalgesia e a hipoalgesia. A administracdo intraplantar de
um estimulo hiperalgésico, como por exemplo, a carragenina na pata de ratos reduziu
limiar nociceptivo (valores negativos). Entretanto, a administracdo de ICOX-2 induz
hipoalgesia, ou seja, um aumento do limiar nociceptivo em relacdo ao grupo controle

(valores positivos).
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Gréafico 1: Identificacdo de hiperalgesia induzida por carragenina e da
hipoalgesia induzida por inibidor seletivo de ciclooxigenase 2 em ratos. Os ratos
foram previamente tratados com 1ICOX-2 seletivos ou veiculo e submetidos sob as
mesmas condicOes. Valores positivos demonstram a hipoalgesia e valores negativos a

hiperalgesia.

3.2.3 Obtencéo das medidas de edema na pata posterior de ratos

O aumento do volume (em ml) das patas posteriores dos animais induzido pela
injecdo intraplantar de carragenina e prostaglandina foi aferido pela imersao das patas
em pletismémetro (Ugo Basile, modelo 1750) nos tempos 0, 1, 2, 3, 4, 6 e 24 horas apds
a injecdo do agente flogogénico. Dependendo do volume das patas, nos diferentes
tempos, o fluido deslocado pela introdugdo das patas na cubeta do aparelho, que
contém uma solugéo salina, aciona um eletrodo, cujo sinal é transformado em mililitros

e pode ser lido em um mostrador digital que se encontra acoplado. A média (+ erro



padrdo da média) das patas de 5 animais por grupo foi encontrada, nos mesmos tempos

testados para a hiperalgesia.

Figura 4 — Obtencdo das medidas de edema usando o hidropletismdmetro. A. Visao
geral do aparelho, em B. detalhe da cubeta onde € imersa a pata e C. Leitura no monitor

digital do valor do volume das patas em mililitros.



3.3 PREPARAQAO DE RATOS TOLERANTES A MORFINA

Os experimentos seguiram os protocolos descritos por TERMAN et al. (1984).
Os ratos foram tratados com duas inje¢des diarias de morfina, ou seja, 10 mg/Kg/dia
(s.c.), divida em duas doses, 2 mg/Kg as 8:00 horas e 8 mg/Kg as 17:00 horas ou salina
fisioldgica estéril (animais controle) por cinco dias seguidos. Nos dias 1, 3 e 5 a
resposta nociceptiva induzida por PGE, (200 ng/pata) foi avaliada na 3% hora apés a
injecdo do estimulo inflamatério. No sexto dia, os animais receberam por via
subcuténea os inibidores de COX, SC 236, SC 560 ou indometacina e o limiar
nociceptivo foi novamente avaliado na 3% hora ap6s a injecdo de PGE, nos grupos

tolerantes a morfina ou que foram tratados com salina.

3.4 PADRONIZACAO DE CULTURAS DE NEURONIOS SENSITIVOS
3.4.1 Animais

Foram utilizados ratos neonatos, entre um e quatro dias de vida (n=6), para
obtencdo dos ganglios da raiz dorsal . A técnica utilizada para obtencao dos ganglios foi
adaptada do trabalho de ARANTES et al. (2000).
3.4.2 Sacrificio e disseccdo dos ganglios

Apos decapitacdo, o dorso foi imediatamente posicionado sob a lupa ZP101
(PRIOR Scientific Instruments Ltd), para localizacdo e retirada dos ganglios da raiz
dorsal. Solucdo de Hanks (Gibco) tamponada com 10 mM HEPES ( acido 4-(2-
Hidroxietil)-1-piperazinetanosulfonico, Gibco, pH 7,35), foi utilizada para lavar a
regido, facilitar a localizacdo anatbmica e a retirada dos ganglios.

Apos obtidos, os ganglios foram colocados em uma placa de cultura de 60 mm
tampada e mantidos em gotas de MEM (minimum Essential Medium, Gibco)

enriquecido com SFB 10% (soro fetal bovino, Gibco), NGF e antibi6ticos penicilina



(200Ul/ml, Gibco) e estreptomicina (1000 [Ig/ml, Gibco) por 23 horas, sendo 0 mesmo
referido como meio completo.

Uma hora antes do encerramento da cultura (24 horas), antiinflamatérios nédo
esterdides, colchicina ou veiculo foram adicionados a cultura. Ao término da cultura, os
neuronios foram fixados em metanol (80%) e guardados em congelador para posterior
utilizacdo em reagdo de imunohistoquimica (vide a seguir).

3.4.3 Imunohistoquimica dos neurdnios sensitivos
Os neurbnios foram submetidas a reacdo imunohistoquimica para constituintes
do citoesqueleto. Neste caso, foi realizada a marcacdo da [I-tubulina. A sequéncia
das reacdes foi desenvolvida no departamento de morfologia do ICB/UFMG, como
se segue:
1- As ceélulas fixadas em metanol 80% foram lavadas duas vezes com PBS (0,15M)

e hidratar com concentracdes decrescentes de alcool (70, 50, 25%, agua e PBS)

por cinco minutos cada.

2- Foi adicionado 500 []L de Triton X (0,5%) por 10 minutos.

3- Foi feito bloqueio com BSA (1%) e Tween 20 (0,1%) por 45 minutos.

4- Foi adicionado anticorpo monoclonal primario anti [J-tubulina (1:500) por 2
horas.

5- Foram feitas quatro lavagens de 5 minutos com PBS.

6- Foi adicionado o anticorpo secundario (1:500) por 1hora.

7- Foram feitas quatro lavagens de 5 minutos com PBS.

8- Foiadicionado 3 [JL de iodeto de propidio diluido em PBS.

9- Foram feitas quatro lavagens de 5 minutos com PBS e as laminas foram

montadas.



3.4.4 Determinacdo da fluorescéncia em neurdnios priméarios, sob microscopia
confocal (anélise das imagens).

Os neurbnios submetidos a coloragdo por imunocitoquimica foram observadas em
microscopio confocal (CEMEL-UFMG). Em cada lamina, foram coletadas trés
imagens que foram gravadas (Zeiss LSM Image Examiner) para andlise da
fluorescéncia em programa apropriado.

A quantificagdo da fluorescéncia no corpo celular e no axonio dos neurdnios derivou
da determinacdo da area da imagem na regido delimitada pelo experimentador que
desconhecia o tratamento a que as células haviam sido submetidas, utilizando programa
apropriado. A meédia da area da imagem do corpo celular ou do prolongamento foi

obtida de 3 a 4 experimentos realizados em dias diferentes.

3.5 DROGAS E SOLVENTES

3.5.1 Agentes hiperalgésicos

Carragenina [] [(Cg, 250 [1g, Sigma, EUA), dissolvida em salina fisioldgica

estéril até a formacdo de uma solucdo homogénea.

Prostaglandina E, (PGE,, Sigma, EUA). A solucdo estoque foi mantida no
“freezer” (-20 °C), dissolvida em etanol (500 "Ig/ml). Imediatamente antes das injegdes,

a PGE; foi diluida em salina fisioldgica, de forma a se obter as concentracdes desejadas.



3.5.2 Antiinflamatorios néo esteroides

3.5.2.1 Inibidores Seletivos de COX-2

Celecoxibe (4-[5-(4-metilfenil)-3- (trifluorometill)-1H-pirazol-1-il]
benzenosulfonamida, Celebra, Searle & Co — Porto Rico). Diluido em salina fisiologica

estéril.

S0, NH,

=

H.C \

—

CF,

SC 236 (4-[5-(4-Clorofenil)-3-(trifluorometil)-1H-pirazol-1-il]benzenesulfonamida

Caymann Chemical Co — EUA). Dissolvida em uma mistura de salina, etanol e Tween

80 (90: 8: 2, v/v).



CF,

Cl

SO,NH,

Rofecoxibe (4-[ 4-( metilsulfonil) fenil]- 3- fenil- 2( 5H)- furanona, Vioxx, Merck

Sharp & Dohme — México). Dissolvido em salina.

3.8.2.2 Inibidor Seletivo de COX-1

SC 560 [5-(4-Clorofenil)-1-(4-metoxifenil)-3  trifluorometilpirazolona (Caymann
Chemical Co — EUA). Dissolvido em uma mistura de salina, etanol e Tween 80 (90: 8:

2, VIV).
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3.5.2.3 Inibidor néo seletivo de ciclooxigenase

Indometacina (Sigma, EUA). Dissolvida em tampéo Tris basico.
3.5.3 Antagonista de receptor opidide

Naltrexona (Sigma, EUA). Dissolvida em salina fisioldgica esteril.
3.5.4 Agonista de receptor opidide

Morfina (Merck, Alemanha). Dissolvida em salina fisioldgica esteril.
3.5.5 Inibidor de NO sintase

L-NAME (Sigma, EUA). Dissolvida em salina fisioldgica estéril.
L-NMMA (Sigma, EUA). Dissolvida em salina fisioldgica estéril.

3.5.6 Drogas que agem no citoesqueleto celular, ou seja, desestabilizadores de

microtlbulos

Paclitaxel (taxol, Zodiac, Brasil). Dissolvida em mistura de cremophor EL, etanol em
uma proporcdo de 50:50, v:v. Devido a interferéncia do veiculo nos testes de
hiperalgesia, varios experimentos foram realizados, alteracdes nesta proporcdo foram

realizadas e o cremophor EL foi reduzido em 50% e a salina foi adicionada.

Colchicina (Sigma, EUA). Dissolvida em salina fisioldgica estéril.



Nocodazol (Sigma, EUA). Dissolvida em salina fisiolégica estéril.

3.6 ADMINISTRACAO DAS DROGAS

Muitos métodos para a avaliacdo da atividade analgésica e antiinflamatéria em
animais tém sido idealizados. Estes modelos envolvem a aplicacdo de estimulos
hiperalgésicos e a observacdo da resposta nociceptiva ou de inflamagdo do animal aos
mesmos, e entdo, a observacao da capacidade da droga sob teste em abolir ou diminuir a

intensidade da resposta inflamatoria.

A carragenina (250 pg/pata) e prostaglandina E, (50-200 ng/pata) foram
administradas na superficie plantar da pata posterior direita do rato (via intraplantar, ipl,

figura 3), num volume de 0,1 ml.

Os antiinflamatdrios ndo esteroides foram administrados por via subcutanea (0,1
ml/100 g animal) ou por via intraplantar (0,1 ml/pata), %2 hora antes da injecdo de

carragenina.

L-NMMA foi administrado por via oral (per os), 1 hora antes de carragenina,

em um volume de 1,0 ml/100 g de animal.

A naltrexona foi administrada por via subcutanea (0,1 ml/100 g animal) 1 hora

antes da injecdo de carragenina.

As drogas que agem no citoesqueleto celular, paclitaxel (taxol), colchicina e
nocodazol, foram administradas por via intraplantar (0,1 ml/pata), 1 hora antes da

injecdo de carragenina.
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Figura 5: Local da injecéo intraplant na pata de ratos.

3.7 ANALISE ESTATISTICA

As médias + SEM dos animais submetidos aos testes de hiperalgesia, edema de
pata bem como médias de imnofluorescéncia foram comparados com seus respectivos
controles pela Andlise de Variancia (one way ANOVA — e pos teste Student-Newman-

Keuls test). A diferenca estatistica entre médias foi aceita quando P<0,05.






Tabela 1: Resumo dos protocolos experimentais

Vias de Sc, ipl,
administragdo

per os Sc, ipl ipl

Antagonista

opididérgico
Medidas de
Inibidor de Hiperalgesia e
ICOX Edema
NO sintase
ou morfina |— —>
Drogas que
atuam no 1,2,3,4,6e24
citoesqueleto :
ICOX
Carragenina
Droga Veiculo
ou

salina ou




4.0 RESULTADOS

4.1-Hiperalgesia e edema de pata induzidos pela administracédo intraplantar de

diferentes doses de carragenina.

No grafico 2 observa-se que a administracdo intraplantar de carragenina (Cg,
100-500 pg) na pata de ratos Holtzman reduziu, de maneira dose-dependente, o
limiar nociceptivo em relacdo ao grupo controle (salina). Esse efeito hiperalgésico
foi detectado ja a partir da primeira hora, com a maior dose tendo atingido
intensidade maxima entre a terceira e quarta horas encontram-se em valores basais

em 24 horas apos a injecdo de carragenina.

Com relacédo a atividade edematogénica, podemos observar no grafico 3 que a
carragenina induziu a formacdo de edema, que também se iniciou ap0s a primeira
hora da administragdo, alcancando um valor maximo ja na 2% hora e retornou aos

valores basais em 24 horas.

A dose de 250 pg/pata foi escolhida como estimulo inflamatorio padréo para

0s experimentos subseqientes.
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Gréfico 2: Hiperalgesia induzida pela injecdo intraplantar de carragenina (Cg) em
ratos Holtzman. Para a medida de hiperalgesia foi utilizado o método de retirada da
pata do rato submetida a compressdo crescente apresentada em gramas. Carragenina
(100, 250 e 500ug em 0,1 ml) foi injetada na pata traseira direita e salina na pata
contralateral, sendo que a intensidade de resposta de hiperalgesia das patas posteriores
dos animais foi medida na zero hora e 1, 2, 3, 4, 6 e 24 horas apés a inje¢do do estimulo.

Os valores apresentados sdo as médias (+ e.p.m.) de 5-6 animais por grupo.

* Valores estatisticamente significativos, em relagdo ao grupo salina, P<0,05.
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Gréfico 3: Edema de pata induzido pela injecdo intraplantar de carragenina por
carragenina (Cg) em ratos O aumento do volume (em ml) das patas posteriores dos
animais induzido pela injecdo intraplantar de carragenina ou salina foi aferido pela
imersdo das patas em pletismdmetro (Ugo Basile, modelo 1750) nos tempos 0, 1, 2, 3,
4, 6 e 24 horas apds a injecdo. Os valores apresentados sdo as médias (+ e.p.m.) de 5-6

animais por grupo.

* Valores estatisticamente significativos, em relacdo ao grupo salina, P<0,05.




4.2-Efeito do SC 236 sobre a hiperalgesia e edema de pata induzidos por
carragenina em diferentes linhagens de ratos.

Francischi e colaboradores (2002) demonstraram previamente que os inibidores
seletivos de COX-2 induziram um fenémeno denominado hipoalgesia, ou seja, aumento

do limiar basal de resposta nociceptiva no modelo de carragenina em ratos.

Com o objetivo de detectar se fatores relacionados com o tipo de linhagem dos
ratos podem contribuir com a resposta hipoalgésica, ratos Wistar e Sprague-Dawley

foram comparados com ratos Holtzman, utilizando o mesmo modelo experimental.

A mesma dose padrdo de carragenina foi administrada por via intraplantar (250
“lg/pata) em ratos Holtzman, (H), Wistar (W) e Sprague-Dawley (SD), linhagens estas
que sdo comumente usadas em experimentos de hiperalgesia e edema. O gréafico 4
mostra que houve um decrescimo no limiar nociceptivo nas trés linhagens testadas. A
hiperalgesia foi observada na 1% hora e obteve valor maximo entre a 3% e 4% hora apos a
administracdo de carragenina. Os dados, portanto, confirmaram os achados anteriores.
Por outro lado, o pré-tratamento com o composto experimental puro SC 236 (12 mg/Kg,
sc), inibidor seletivo de COX-2, ndo somente reverteu a hiperalgesia, como levou a um
aumento do limiar nociceptivo a estimulacdo mecanica além do apresentado além do
basal, isto é, hipoalgesia, sendo observada nas trés linhagens de ratos estudadas.
Entretanto, o efeito hipoalgésico apresentados em ratos Wistar foi de menor intensidade

quando comparado aos ratos Holtzman e Sprague-Dawley.

O edema de pata induzido por carragenina também foi observado na 1° hora de

experimento e a resposta maxima foi alcangada na 22 hora e permaneceu até a 62 hora.



Entretanto ratos SD mostraram-se menos sensiveis quanto a formagdo de edema de pata
nas primeiras duas horas de teste (grafico 5)

O inibidor seletivo de COX-2 SC 236 (12 mg/Kg), por via sc, ndo induziu efeito
antiedematogénico nas linhagens pesquisadas (grafico 5). Os experimentos

subsequentes foram desenvolvidos em animais Holtzman.
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Gréfico 4: Efeito do inibidor de COX-2 (SC 236) na hiperalgesia induzida por
carragenina em diferentes linhagens de ratos. Para medida de hiperalgesia foi
utilizado o método de retirada da pata do rato submetida a compressdo crescente. O
inibidor seletivo de COX-2, SC 236, foi administrado por via subcutanea (12mg/kg) nas
diferentes linhagens de animais (A, Holtzman, B, Wistar e C Sprague-Dawley) e o

grupo controle (C) recebeu apenas veiculo.
Os valores apresentados séo as médias (+ e.p.m.) de 5-6 animais por grupo.

* Valores estatisticamente significativos, em relacdo ao grupo salina, P<0,05.
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Gréfico 5: Efeito do inibidor de COX-2 (SC 236) no edema de pata induzido por
carragenina em diferentes linhagens de ratos. O aumento do volume (em ml) das
patas posteriores dos animais induzido pela injecdo intraplantar de carragenina foi
aferido pela imersdo das patas em pletismometro (Ugo Basile, modelo 1750) nos
tempos 0, 1, 2, 3, 4, 6 e 24 horas apo6s a injecdo. O inibidor seletivo de COX-2, SC 236,
foi administrado por via subcutdnea (12mg/kg, -30 min) nas diferentes linhagens de

animais (A, Holtzman, B, Wistar e C Sprague-Dawley) e o grupo controle (c) recebeu

apenas veiculo.

Os valores apresentados sdo as médias (+ e.p.m.) de 5-6 animais por grupo.




4.3-Efeito da administracéo intraplantar de celecoxibe e SC 236 sobre a
hiperalgesia e edema de pata induzido por carragenina.

Para verificar se o efeito hipoalgésico observado com drogas inibidoras seletivas
de COX-2 ocorreria ap6s sua administracdo periférica, celecoxibe, nas doses de 300 e
600 ng, bem como o composto experimental SC 236 (300 ug) foram injetados por via
intraplantar. Pode-se observar no grafico 6 que a administracdo intraplantar de
celecoxibe e SC 236 (, em ratos Holtzman, induziu o aparecimento de um efeito
antinociceptivo, isto é, houve uma reducdo da resposta hiperalgésica induzida pela
administracdo intraplantar com carragenina. Confirmando os resultados obtidos em
nosso laboratdrio, o pré-tratamento com celecoxibe ndo somente reverteu a hiperalgesia,
como levou a um aumento do limiar nociceptivo a estimulacdo mecénica alem do
apresentado por animais controles, isto é, hipoalgesia. Além disso, 0 composto SC 236
(300 nug/pata) reduziu o edema de forma estatisticamente significante contrastando com
o efeito sistémico que ndo foi capaz de reduzir o edema de pata. Entretanto, somente a

dose de 600 ug/pata de celecoxibe apresentou atividade antiedematogénica (grafico 7).

Para verificar se o efeito hipoalgésico observado nos animais apds a
administracao periférica dos inibidores seletivos de COX-2 (celecoxibe e SC 236) ndo €
devido a um efeito sistémico, o celecoxibe (600 ug/pata) foi administrado em uma das
patas posteriores que foram injetadas com carragenina (250 ug/pata). O celecoxibe
induziu hipoalgesia somente na pata que foi injetado (Tabela 1). Em conjunto, esses
dados indicam que o efeito hipoalgésico observado apds a injecdo periférica (na pata

inflamada) dos inibidores seletivos de COX-2 ocorreu localmente.
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Gréfico 6: Efeito da administracdo intraplantar de celecoxibe e SC 236 sobre a
hiperalgesia induzida por carragenina. Valores negativos representam hiperalgesia e
valores positivos hipoalgesia. Dois inibidores seletivos de COX-2, SC236 (300(]g/pata)
e celecoxib (CX, 300-600ug/pata), foram administrados por via intraplantar e o grupo

controle (C) recebeu carragenina e veiculo (250 pg/pata).
Os valores apresentados séo as médias (+ e.p.m.) de 5-6 animais por grupo.

* Valores estatisticamente significativos, P<0,05.
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Gréfico 7: Efeito da administracdo intraplantar de celecoxibe e SC 236 sobre o
edema de pata induzido por carragenina. O aumento do volume (em ml) das patas
posteriores dos animais induzido pela injecdo intraplantar de carragenina foi aferido
pela imersdo das patas em pletismdmetro, nos tempos 0, 1, 2, 3, 4 e 6 horas apds a
injecdo. Dois inibidores seletivos de COX-2, celecoxib (CX, A) ou SC 236 (B), foram
administrados por via intraplantar (300-600ug) e o grupo controle (C) recebeu

carragenina e veiculo (250 pg/pata).
Os valores apresentados sdo as médias (+ e.p.m.) de 5-6 animais por grupo.

* Valores estatisticamente significativos, P<0,05.




Tabela 2: Administracio de celecoxibe na pata contralateral ndo induz hipoalgesia

em ratos.

Média do Limiar Nociceptivo (g = SEM)

Grupo 1 Grupo 2

veiculo Salina Celecoxib salina
Tempo Pata Pata esquerda Pata Pata esquerda

Direita direita
0 126.7 + 3.3 120+5.8 123.3+3.3 133.3+8.8
1 66.7 + 3.3 76.7+8.8 193.3 + 8.8* 70+5.8
2 43.3+3.3 43.3+3.3 216.7 £ 12* 46.7 +6.7
3 31.7+1.7 36.7 +3.3 223.3 £ 8.8* 26.7 +3.3
4 53.3+3.3 53.3+3.3 200.0 £ 0.0* 53.3+8.8
6 93.3+3.3 76.7 3.3 156.7 + 3.3* 63.3+3.3

O celecoxib (600ug/pata) ou veiculo foram injetados na pata direita e a carragenina
(250ug/pata) foi injetada nas duas patas traseiras. A hiperalgesia foi avaliada pelo limiar

nociceptivo na pata direita e esquerda, medido na zero horae 1, 2, 3, 4 e 6 horas apos a

injecdo do estimulo.

Os valores apresentados sdo as médias (+ e.p.m.) de cada grupo tratado (3 animais por

grupo).

* Valores estatisticamente significativos, , em relacdo ao veiculo do grupo 1, P<0,05.



4.4-Efeito de SC 560 sobre a hiperalgesia e edema de pata induzido por

carragenina.

O composto SC 560 (1, 5 e 10 mg/Kg), inibidor seletivo de COX-1, foi
administrado 30 minutos antes da injecdo de carragenina. A menor dose de SC 560
alterou o limiar nociceptivo, entretanto as doses de 5 e 10 mg/kg reverteram a
hiperalgesia sem induzir hipoalgesia (grafico 8). As doses de SC 560 utilizadas nao

reduziram o edema de pata induzido por carragenina (grafico 9).
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Gréfico 8: Efeito do SC 560 sobre a hiperalgesia induzida por carragenina. O
composto SC 560 (1, 5 e 10 mg/Kg, sc), inibidor seletivo de COX-1, foi administrado
30 minutos da injecdo de carragenina (250ug/pata). A intensidade de resposta de
hiperalgesia foi avaliada pela diferenca (A) do limiar nociceptivo medido na zero hora e

1, 2, 3, 4 e 6 horas ap0s a injecdo do estimulo.
Os valores apresentados sdo as médias (+ e.p.m.) de 5-6 animais por grupo.

*Valores estatisticamente significativos, P<0,05.
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Gréfico 9: Efeito do SC 560 sobre 0 edema de pata induzido por carragenina.
Os resultados foram apresentados em AUC em unidades de (ml x t). O composto SC
560 (1, 5 e 10 mg/Kg, sc), inibidor seletivo de COX-1, foi administrado 30 minutos
da injecdo de carragenina (250ug/pata). O aumento do volume (em ml) das patas
posteriores dos ratos foi medido na zero horae 1, 2, 3, 4, 6 e 24 horas apds a injecao

do estimulo.



4.5 Hiperalgesia e edema de pata induzida pela administragdo intraplantar de

diferentes doses de PGE:.

No gréfico 10 observa-se que a administracao intraplantar de PGE; (50-
200 ng/pata) nas patas traseiras reduziu, de maneira dose-dependente, o limiar
nociceptivo em relacdo ao grupo controle (salina). Esse efeito hiperalgésico foi
detectado ja a partir da primeira hora, com a maior dose tendo atingido intensidade
méaxima na terceira hora e retornou aos valores basais em 24 horas (dados nao

mostrados).

Com relacdo a atividade edematogénica, podemos observar no grafico 11 que
a PGE; induziu a formacdo de edema, que também se iniciou apds a primeira hora da
administracdo, alcangando um valor maximo ja na 2% hora, que se manteve estavel
até a 3% hora e retornou aos valores basais em 24 horas. Entretanto, o0 edema maximo
de pata induzido por PGE; foi de menor intensidade quando comparado ao edema da

carragenina, em doses que o mediador induziu resposta maxima de hiperalgesia.

4.6 Efeito do celecoxibe sobre a hiperalgesia e edema de pata induzido por

PGE..

O celecoxibe injetado por via subcutanea (12 mg/Kg) reverteu a hiperalgesia
induzida por PGE, e induziu hipoalgesia. Entretanto, o celecoxibe ndo foi capaz de

reduzir o edema de pata induzido por PGE; (200 ng/pata) (graficos 12 e 13).
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Gréfico 10: Hiperalgesia induzida pela injecdo intraplantar de PGE; em ratos.
Para a medida de hiperalgesia foi utilizado o método de retirada da pata do rato
submetida a compressdo crescente. A PGE, (50, 100, 200 ng) foi injetada na pata
traseira e a intensidade de resposta de hiperalgesia das patas posteriores dos animais foi
medida na zero hora, %, 1, 2, 3, 4 e 6 horas apds a injecdo do estimulo. Os valores

apresentados sdo as médias + e.p.m. de 5-6 animais por grupo.

* Valores estatisticamente significativos, P<0,05.
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Gréfico 11: Edema de pata induzido pela injecédo intraplantar de PGE; em ratos. O
aumento do volume (em ml) das patas posteriores dos animais induzido pela injecao
intraplantar de PGE, (50, 100, 200 ng) foi aferido pela imersdo das patas em
pletismémetro (Ugo Basile, modelo 1750) nos tempos 0, %2, 1, 2, 3, 4, 6 e 24 horas ap0s

a injecdo. Os valores apresentados sdo as médias (+ e.p.m.) de 5-6 animais por grupo.

* Valores estatisticamente significativos, P<0,05.
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Gréfico 12: Efeito do celecoxibe na hiperalgesia induzida por PGE; em ratos. Para
a medida de hiperalgesia foi utilizado o método de retirada da pata do rato submetida a
compressdo crescente ap0s a injecdo do estimulo. O inibidor seletivo de COX-2,
celecoxibe (CX), foi administrado por via subcutanea (12mg/kg) e o grupo controle (C)
recebeu salina. Os valores apresentados sdo as médias (+ e.p.m.) de 5-6 animais por

grupo.

* Valores estatisticamente significativos, P<0,05.
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Gréfico 13: Efeito do celecoxibe no edema de pata induzido por PGE; em ratos.
O celecoxibe (12 mg/Kg, sc), inibidor seletivo de COX-2, foi administrado 30
minutos da injecdo de PGE; (200ng/pata). O aumento do volume (em ml) das patas
posteriores dos ratos foi medido na zero horae 1, 2, 3, 4, 6 e 24 horas ap0s a injecédo

do estimulo.




4.7 Efeito de L-NAME sobre a hipoalgesia induzida por celecoxibe.

Com o objetivo de avaliar a participacdo do Oxido nitrico (NO) no efeito
hipoalgésico do 1COX-2, celecoxibe, foi administrado L-NAME (inibidor de NO
sintase) por via oral, 1 hora antes da injecdo intraplantar de carragenina em animais
tratados ou ndo com celecoxibe. L-NAME (30 mg/Kg), isoladamente, aboliu a
hiperalgesia induzida por carragenina (grafico 14) e reduziu o edema de pata (grafico
15). O pré-tratamento com L-NAME reverteu parcialmente (cerca de 50%) a
hipoalgesia induzida por celecoxibe injetado por via subcutanea (12 mg/Kg). Neste
mesmo protocolo, o efeito apresentado por esta dose de celecoxibe foi alterado pelo pré-

tratamento com L-NAME (grafico 15).



400+
*

8 =~ 200-
7p] *
= * i
= C
S .- A
5 S 0 L-NAME SAL | -NAME
2 < + + +
I~ -200- SAL Cx Cx

400 T

Gréfico 14: Efeito da administracédo oral de L-NAME sobre a hipoalgesia induzida
por celecoxib. Os resultados foram apresentados em AUC em unidades de (grama
versus tempo). Valores negativos representam hiperalgesia e valores positivos
hipoalgesia. O inibidor de NO sintase, L-NAME, foi administrado per os (30 mg/Kg)
uma hora antes da injecdo de carragenina. O inibidor seletivo de COX-2, celecoxibe
(CX), foi administrado por via subcutanea (12 mg/Kg) meia hora antes da injecdo de
carragenina e o grupo controle (C) recebeu carragenina (250 pg/pata). Os valores

apresentados sdo as médias (+ e.p.m.) da AUC de cada grupo tratado 5-6 animais por

grupo.
* Indica diferenca estatisticamente significativa em relacdo aos animais controle (C), e #

indica diferenca significativa entre os grupos apontados, P<0,05.
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Gréfico 15: Efeito da administracdo oral de L-NAME sobre o edema de pata
induzido por carragenina. O aumento do volume (em ml) das patas posteriores dos
animais induzido pela injecdo intraplantar de carragenina foi aferido pela imerséo das
patas em pletismdmetro (Ugo Basile (modelo 1750) nos tempos 0, 1, 2, 3, 4 e 6 horas
apos a injecdo.. O inibidor de NO sintase, L-NAME, foi administrado por via per os (30
mg/Kg) uma hora antes da injecdo de carragenina. O inibidor seletivo de COX-2,
celecoxibe (CX), foi administrado por via subcutanea (12mg/Kg) meia hora antes da

injecdo de carragenina.

Os valores apresentados sdo as médias (+ e.p.m.) de cada grupo tratado (5-6 animais por
grupo).




4.8 Efeito de L-NMMA sobre a hipoalgesia induzida por celecoxibe.

Com o objetivo de confirmar a participagdo do 6xido nitrico (NO) no efeito
hipoalgésico dos ICOX-2, foi administrado outro inibidor de NO sintase L-NMMA por
via subcuténea, 30 minutos antes da injecdo intraplantar de carragenina em animais
tratados ou ndo com celecoxibe. L-NMMA (10 mg/Kg, sc), isoladamente, reduziu a
hiperalgesia induzida por carragenina (grafico 16) e ndo alterou o edema de pata
(gréfico 17). O pré-tratamento com L-NMMA reverteu a hipoalgesia induzida por
celecoxib injetado por via subcutanea (12 mg/Kg). Neste mesmo protocolo, o efeito
apresentado por esta dose de celecoxibe foi alterado pelo pré-tratamento com L-
NMMA, ou seja, houve o aparecimento de efeito antiedematogénico, da mesma maneira
que ocorreu entre a associacdo de L-NAME e celecoxibe, observado anteriormente

(grafico 17).
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Gréafico 16: Efeito da administracdo oral de L-NMMA sobre a hipoalgesia
induzida por celecoxibe. O inibidor de NO sintase, L-NMMA, foi administrado (10
mg/Kg, sc) uma hora antes da injecdo de carragenina. O inibidor seletivo de COX-2,
celecoxibe (CX), foi administrado por via subcutanea (12 mg/Kg) meia hora antes da
injecdo de carragenina (250 pg/pata) e o grupo controle (C) recebeu salina. Os valores

apresentados sdo as médias (+ e.p.m.) de cada grupo tratado, 5-6 animais por grupo.

* Valores estatisticamente significativos, P<0,05.
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Gréfico 17: Efeito da administracdo oral de L-NMMA sobre o edema de pata
induzido por carragenina. O aumento do volume (em ml) das patas posteriores dos
animais induzido pela injecdo intraplantar de carragenina foi aferido pela imerséo das
patas em pletismdmetro (Ugo Basile (modelo 1750) nos tempos 0, 1, 2, 3, 4 e 6 horas
apos a injecdo.. O inibidor de NO sintase, L-NMMA, foi administrado (10 mg/Kg, sc)
uma hora antes da injecdo de carragenina. O inibidor seletivo de COX-2, celecoxibe
(CX), foi administrado por via subcutanea (12mg/Kg) meia hora antes da injecdo de
carragenina e o grupo controle (C) recebeu salina. Os valores apresentados sdo as

médias (+ e.p.m.) de cada grupo tratado (5-6 animais por grupo).




4.8 Efeito de naltrexona sobre a hipoalgesia induzida por inibidores seletivos e ndo

seletivos de COX-2.

A naltrexona, antagonista de receptor opioidérgico, na dose de 3mg/Kg, ndo
afetou a hiperalgesia induzida por carragenina. Entretanto, aboliu a hipoalgesia induzida
pelos inibidores seletivos para COX-2, celecoxibe (12 mg/Kg, sc), SC 236 (12 mg/Kg,
sc) e rofecoxib (0,7 mg/Kg, sc) (graficos 18, 19 e 20). Vale ressaltar que esta dose de
naltrexona reverteu o efeito antinociceptivo da morfina (2mg/Kg, sc).

Como mostra o grafico 21, a naltrexona ndo alterou o efeito antinociceptivo do
inibidor ndo seletivo de COX-2, a indometacina (4 mg/Kg, sc).

Em conjunto, esses dados sugerem o envolvimento de opidides enddgenos na

resposta hipoalgeésica induzida por inibidores seletivos de COX-2 em ratos.
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Gréfico 18: Efeito de naltrexona sobre a hipoalgesia induzida por celecoxibe. Os
animais foram pré-tratados com o antagonista de receptor opioide, naltrexona (3mg/Kg,
sc) ou salina uma hora antes de carragenina. Celecoxibe ou salina foi administrado
(12mg/Kg, sc) meia hora antes de carragenina. Os valores apresentados sdo as médias

(+ e.p.m.) de cada grupo tratado 5-6 animais por grupo.

Valores estatisticamente significativos, P<0,05.




120- —0—SAL + Veic + Cg

o ——NAL + Veic + Cg
0 80 —— SAL +SC 236 + Cg
= —+NAL + SC 236 + Cg
S 40-
Q
o U
c
g 40
S
- -801
<
-120

Gréfico 19: Efeito de naltrexona sobre a hipoalgesia induzida por SC 236. Os
animais foram pré-tratados com o antagonista de receptor opioide, naltrexona (3mg/Kg,
sc) ou salina uma hora antes de carragenina. SC 236 ou veiculo foi administrado
(12mg/Kg, sc) meia hora antes de carragenina. Os valores apresentados sdo as medias

(+ e.p.m.) de cada grupo tratado 5-6 animais por grupo.

Valores estatisticamente significativos, P<0,05.
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Graéfico 20: Efeito de Naltrexona sobre a hipoalgesia induzida por rofecoxibe. Os
animais foram pré-tratados com o antagonista de receptor opioide, naltrexona (3mg/Kg,
sc) ou salina uma hora antes de carragenina. Rofecoxibe ou salina foi administrado (0,7
mg/Kg, sc) meia hora antes de carragenina. Os valores apresentados sdo as médias (+

e.p.m.) de cada grupo tratado 5-6 animais por grupo.

Valores estatisticamente significativos, P<0,05.
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Gréafico 21: Efeito de Naltrexona sobre o efeito antinociceptivo induzido por
indometacina. Os animais foram pré-tratados com o antagonista de receptor opioide,
naltrexona (3mg/Kg, sc) ou salina uma hora antes de carragenina. Indometacina ou
veiculo foi administrado (4 mg/Kg, sc) meia hora antes de carragenina. Os valores

apresentados sdo as médias (+ e.p.m.) de cada grupo tratado 5-6 animais por grupo.

4.9 Efeito dos inibidores de ciclooxigenases em ratos tolerantes a morfina.




Com o objetivo de observar o envolvimento de opidides enddgenos no modelo
estudado, inibidores de COX foram administrados em ratos tolerantes & morfina. Os
animais receberam diariamente (2 vezes por dia) administracdo de morfina que levou a
reducéo dos efeitos antinociceptivos de morfina no modelo de hiperalgesia induzida por

PGE,. (gréfico 22).

Foi usada PGE; (200 ng/pata) para induzir hiperalgesia e o limiar nociceptivo foi
medido nos dias 1, 3, 5 e 6, no momento em que ocorre 0 pico da hiperalgesia, ou seja,

na 3% hora de experimento.

Como mostra o grafico 22, no primeiro dia, a morfina foi capaz de reverter a
hiperalgesia induzida por PGE; e causar hipoalgesia. No terceiro dia, a hipoalgesia foi
suprimida e no quinto dia o efeito antinociceptivo da morfina desapareceu, indicando o
desenvolvimento de toleréncia nesses animais. No sexto dia os inibidores de COX
(SC236, indometacina ou SC560) foram utilizados no grupo de animais tratados com

salina ou morfina por cinco dias.

No grupo de ratos tolerantes a morfina (sexto dia), a administracdo aguda de
SC236 nao alterou a hiperalgesia induzida por PGE,. Entretanto, o grupo tratado com
salina por cinco dias este inibidor induziu hipoalgesia (grafico 22). Em contraste, o
efeito antinociceptivo do inibidor seletivo de COX-1, SC560, e do inibidor nao seletivo

indometacina, ndo foi alterado nos animais tolerantes a morfina (grafico 23).
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Gréfico 22: Avaliacdo da resposta hipoalgésica em ratos tolerante a morfina e
tratados com SC 236. Os animais receberam diariamente injecGes subcutanea de
morfina ou salina (5 dias). Nos dias 1, 3, 5 e 6, PGE; (200 ng) foi injetada na pata e o
limiar nociceptivo medido na 3% hora apods a injecdo. No sexto dia, os animais foram
pré-tratados com SC 236 (12 mg/kg; s.c.) 30 minutos antes da injecdo de PGE,. Os

valores apresentados sdo as medias (+ e.p.m.) de cada grupo tratado 5-6 animais por

grupo.

*Valores estatisticamente significativos, P<0,05
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Gréfico 23: Desenvolvimento de tolerancia a morfina e a resposta hiperalgésica em
ratos tratados com SC 560 ou indometacina. Os animais receberam diariamente
injecOes subcutanea de morfina ou salina (5 dias). Nos dias 1, 3, 5 e 6, PGE, (200 ng)
foi injetada na pata e o limiar nociceptivo medido na 3% hora ap6s a injecdo. No sexto
dia, os animais foram pré-tratados com SC 560 (5 mg/kg; s.c.) ou indometacina
(4mg/Kg; s.c.) 30 minutos antes da injecdo de PGE,. Os valores apresentados sdo as

médias (+ e.p.m.) de cada grupo tratado 5-6 animais por grupo.




4.10 Efeito do paclitaxel (taxol) na hipoalgesia induzida por celecoxib.

Como a neurotransmissdo em geral, e a neurotransmissdo da dor em particular,
envolve a participacdo do citoesqueleto celular, procuramos verificar na seqiéncia de
experimentos a seguir, se 0s mecanismos da hipoalgesia induzida pelos inibidores
seletivos de COX-2 envolveria a participagdo do citoesqueleto. Para isso, 0s animais
foram pré-tratados com diferentes doses de paclitaxel (taxol) por via intraplantar. Como
se pode observar, o paclitaxel reduziu de forma dose-dependente a hipoalgesia e o efeito
antinociceptivo induzido por celecoxib administrado por via subcutdnea na dose de
12mg/Kg (grafico 24). A dose de 20 ug administrada localmente foi capaz de reverter
completamente o efeito antinociceptivo do celecoxibe, a niveis equivalentes de
nocicepc¢do apresentada por animais ndo tratados com celecoxibe. O taxol ndo alterou o
edema de pata induzido por carragenina (grafico 25). Vale ressaltar que o taxol também
ndo alterou a hiperalgesia induzida por carragenina, nas doses utilizadas nesses

experimentos.
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Gréafico 24: Reversdo dose-dependente pelo paclitaxel (taxol) da hipoalgesia
induzida por celecoxib. O desestabilizador de microtubulos, paclitaxel (taxol, 20, 2 e
0,2 ug/pata) foi administrado por via intraplantar uma hora antes da injecdo de
carragenina. O grupo tratado recebeu o inibidor seletivo de COX-2, celecoxibe (CX)
por via subcutanea (12 mg/Kg) meia hora antes da injecdo de carragenina (250 ug/pata)
enquanto que o grupo controle (C) recebeu salina. Os valores apresentados sdo as

médias (+ e.p.m.) de cada grupo tratado, 5-6 animais por grupo.

* Valores estatisticamente significativos, P<0,05.




--C
—&— CX
—W¥- Taxol 20ug +C
—&— Taxol 2ug+ Cx
—@-Taxol 0,2ug +C

Edema de pata (ml)

Gréfico 25: Efeito da administracdo intraplantar de paclitaxel (taxol) sobre o
edema de pata induzido por carragenina. O aumento do volume (em ml) das patas
posteriores dos animais foi aferido pela imersdo das patas em pletismémetro (Ugo
Basile (modelo 1750) nos tempos zero, 1, 2, 3, 4 e 6 horas ap0s a injecdo intraplantar de
carragenina. O desestabilizador de microtubulos foi administrado (taxol, 20, 2 e 0,2
ug/pata) uma hora antes da injecdo de carragenina. O inibidor seletivo de COX-2,
celecoxibe (CX), foi administrado por via subcutanea (12mg/Kg) meia hora antes da
injecdo de carragenina e o grupo controle (C) recebeu salina. Os valores apresentados

sdo as médias (+ e.p.m.) de cada grupo tratado (5-6 animais por grupo)



4.11 Efeito da colchicina na hipoalgesia induzida por celecoxibe.

O pré-tratamento com outro desestabilizador de microtubulos, a colchicina, por
via intraplantar também reverteu, de forma dose-dependente, a hipoalgesia e o efeito
antinociceptivo induzido pela administragdo subcutanea de celecoxibe (12mg/Kg). As
doses de colchicina administradas n&o alteraram a hiperalgesia induzida por
carragenina, conforme apresentado no gréfico 26.

O pré-tratamento com diferentes doses de colchicina ndo alteraram o edema de

pata induzido por carragenina (grafico 27).
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Gréafico 26: Efeito da colchicina na hipoalgesia induzida por celecoxibe. O
desestabilizador de microtubulos, colchicina (Col, 20, 2 e 0,2 [IM/pata) foi
administrado por via intraplantar uma hora antes da injecdo de carragenina. O inibidor
seletivo de COX-2, celecoxibe (CX), foi administrado por via subcutanea (12 mg/Kg)
meia hora antes da injecdo de carragenina (250 ug/pata) e o grupo controle (C) recebeu
salina. Os valores apresentados sdao as médias (+ e.p.m.) de cada grupo tratado, 5-6

animais por grupo.

* Valores estatisticamente significativos, P<0,05.
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Gréfico 27: Efeito da administracdo intraplantar de colchicina sobre o edema de
pata induzido por carragenina. O aumento do volume (em ml) das patas posteriores
dos animais foi aferido pela imersdo das patas em pletismémetro (Ugo Basile (modelo
1750) nos tempos 0, 1, 2, 3, 4 e 6 horas apds injecdo intraplantar de carragenina. O
desestabilizador de microtdbulos colchicina (20, 2,0 e 0,2 uM/pata) foi administrado
uma hora antes da injecdo de carragenina. O inibidor seletivo de COX-2, celecoxibe
(CX), foi administrado por via subcutanea (12mg/Kg) meia hora antes da injecdo de
carragenina e o grupo controle (C) recebeu salina. Os valores apresentados séo as

médias (+ e.p.m.) de cada grupo tratado (5-6 animais por grupo).




4.12 Efeito do nocodazol na hipoalgesia induzida por celecoxibe.

Com o objetivo de observar se outro agente desestabilizador de microtubulos
alteraria a hipoalgesia induzida por 1COX-2, os animais foram pré-tratados com
diferentes doses de nocodazol por via intraplantar. Como se pode observar, 0 nocodazol
reduziu de forma dose-dependente a hipoalgesia e o efeito antinociceptivo induzido por
celecoxibe administrado por via subcutéanea na dose de 12mg/Kg (grafico 28). A dose
de 10 ug foi capaz de reverter completamente o efeito antinociceptivo do celecoxibe. O
nocodazol ndo alterou o edema de pata induzido por carragenina (grafico 29). Vale

ressaltar que o nocodazol néo altera a hiperalgesia induzida por carragenina.
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Gréafico 28: Efeito do nocodazol na hipoalgesia induzida por celecoxibe. O
nocodazol (NCZ, 10, 1 e 0,1 ug/pata) foi administrado por via intraplantar uma hora
antes da injecdo de carragenina. O inibidor seletivo de COX-2, celecoxibe (CX), foi
administrado por via subcutanea (12 mg/Kg) meia hora antes da injecdo de carragenina
(250 pg/pata) e o grupo controle (C) recebeu salina. Os valores apresentados séo as

médias (+ e.p.m.) de cada grupo tratado, 5-6 animais por grupo.

* Valores estatisticamente significativos, P<0,05.
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Gréfico 29: Efeito da administracdo intraplantar de nocodazol sobre o edema de
pata induzido por carragenina. O aumento do volume (em ml) das patas posteriores
dos animais foi aferido pela imersdo das patas em pletismémetro (Ugo Basile (modelo
1750) nos tempos 0, 1, 2, 3, 4 e 6 horas apds injecdo intraplantar de carragenina. O
nocodazol (10, 1,0 e 0,1 pg/pata) foi administrado uma hora antes da injecdo de
carragenina. O inibidor seletivo de COX-2, celecoxibe (CX), foi administrado por via
subcutanea (12mg/Kg) meia hora antes da injecdo de carragenina e o grupo controle (C)
recebeu salina. Os valores apresentados sdo as médias (+ e.p.m.) de cada grupo tratado

(5-6 animais por grupo).



4.13 Imunocitoquimica dos constituintes do citoesqueleto dos neurdnios sensitivos

cultivados com ICOX ou colchicina.

As laminas obtidas na cultura de neurénios sensitivos, cultivadas com ICOX ou
veiculo, foram submetidos a coloracdo imunocitoquimica para [I-tubulina. Estas
laminas foram observadas em microscépio confocal e em cada lamina, trés imagens

foram gravadas para anélise da fluorescéncia.

A figura 6 A mostra uma cultura de neurbnios, cujo corpo celular e
prolongamentos corados de verde, expressando a proteina estrutural [1-tubulina e o
nucleo corado com iodeto de propidio (vermelho). Estas culturas foram cultivadas com
veiculo (A) ou salina (B). Pode-se observar que o citoplasma e os prolongamentos estéo

imunomarcados, ndo demonstrando nenhuma descontinuidade na estrutura.

Quando os neurdnios foram cultivados com SC 236, observa-se um declinio na
coloracdo e pontos de descontinuidade na estrutura (figura 7 A e B). De modo
semelhante ocorreu quando os neurénios foram tratados com rofecoxibe (figura 8 A e
B). Entretanto o inibidor seletivo de COX-1 houve reducdo na fluorescencia e nao

alterou a continuidade dos prolongamentos (figura 9 A e B).

A figura 10 (A e B) mostra neur6nios cultivados na presenca de piroxicam, um
inibidor ndo seletivo de COX. Pode-se observar que ha uma coloracdo com intensidade

e continuidade semelhante as laminas controles.

Quando o0s neurbnios foram cultivados com um desestabilizador de
microtdbulos, a colchicina a coloracdo foi de menor intensidade bem como ocorreu
descontinuidade dos prolongamentos (figura 11 Ae B). Vale ressaltar que todas as
laminas foram submetidas & mesma rotina de coloracdo e mesma resolugdo no

microscopio.
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Figura 6: Cultura de neurdénios sensitivos que foi tratada com veiculo ou salina. A
figura mostra cultura de neurbnios cujo corpo celular e prolongamentos corados de
verde, o nlcleo corado de vermelho e as areas selecionadas para quantificacdo da
fluorescéncia. As laminas foram submetidas a coloracdo imunocitoquimica com
marcacdo para oa-tubulina. Para cada lamina foram coletadas trés imagens sob

microscopia confocal.



Figura 7: Cultura de neur6nios sensitivos que foi tratada com veiculo ou salina.
Estas culturas foram cultivadas com veiculo (A) ou salina (B). Uma hora antes do
periodo de incubagdo, veiculo (A) ou salina (B) foi adicionada (10uL). As laminas
foram submetidas a coloragdo imunocitoquimica com marcacdo para a-tubulina. Para

cada lamina foram coletadas trés imagens sob microscopia confocal.



Figura 8: Cultura de neurdnios sensitivos que foram tratados com SC 236 (A e B).

Uma hora antes do periodo de incubacdo, o inibidor de COX-2 SC 236 (12 mg/ml,
10uL) foi adicionado. As laminas foram submetidas & colora¢do imunocitoquimica com
marcacdo para oa-tubulina. Para cada lamina foram coletadas trés imagens sob

microscopia confocal.



Figura 9: Cultura de neurdnios sensitivos que foram tratados com rofecoxibe (A e
B). Uma hora antes do periodo de incubacdo, o inibidor de COX-2 rofecoxibe (0,7
mg/ml, 10ulL) foi adicionado. As laminas foram submetidas a coloragdo
imunocitoquimica com marcacao para a-tubulina. Para cada lamina foram coletadas trés

imagens sob microscopia confocal.



Figura 10: Cultura de neurdnios sensitivos que foram tratados com SC 560 (A e B).
Uma hora antes do periodo de incubacdo, o inibidor de COX-1 SC 560 (1,0 mg/ml,
10uL) foi adicionado. As laminas foram submetidas a coloragcdo imunocitoquimica com
marcacdo para oa-tubulina. Para cada lamina foram coletadas trés imagens sob

microscopia confocal.



Figura 11: Cultura de neurdénios sensitivos que foram tratados com piroxicam (A e
B). Uma hora antes do periodo de incubacdo, o inibidor de COX piroxicam (3 mg/ml,
10uL) foi adicionado. As laminas foram submetidas a coloracdo imunocitoquimica com
marcacdo para oa-tubulina. Para cada lamina foram coletadas trés imagens sob

microscopia confocal.



Figura 12: Cultura de neurdnios sensitivos que foram tratados com colchicina (A e
B). Uma hora antes do periodo de incubacdo, o desestabilizador de microtibulos
colchicina (20uM/ml, 10uL) foi adicionado. As laminas foram submetidas & coloragéo
imunocitoquimica com marcacao para a-tubulina. Para cada lamina foram coletadas trés

imagens sob microscopia confocal.



4.14 Quantificagao da fluorescéncia dos neuronios sensitivos cultivados com ICOX

ou colchicina.

Foi feita quantificacdo da fluorescéncia dos prolongamentos e corpo celular dos
neurénios que foram cultivados. Como podemos observar no grafico 30 (A e B) que o
corpo celular e os prolongamentos dos animais controles apresentam area de
fluorescéncia elevadas (média+epm). Porém quando os neurénios foram cultivados com
SC 236, um ICOX-2, esta area de fluorescéncia do corpo celular e dos prolongamentos
reduziu cerca de 70%, porem esta diferenca ndo foi estatisticamente significante
(Gréfico 30 A). Houve reducdo na éarea de fluorescéncia nos axénios em todos 0s

tratamentos, porém néo foi estatisticamente significativa (Grafico 30 B).
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Gréfico 30: Quantificacdo da fluorescéncia no corpo celular (A) e em axoénio (B)
dos neurdnios sensitivos cultivados com ICOX ou colchicina. Uma hora antes do
periodo de incubacdo, o ICOX-2 SC 236 (12 mg/ml), o ICOX-1 SC 560 (1 mg/ml),
piroxicam (3mg/ml) e o desestabilizador de microtubulos colchicina (20uM/ml, 10uL)
foram adicionados as culturas. As laminas foram submetidas a coloracédo
imunocitoquimica com marcagédo para o-tubulina e a quantificagdo da fluorescéncia nos
axonios e corpo celular derivou da determinacdo da area da regido delimitada,
utilizando programa apropriado. Foram coletadas fluorescéncias de 22 laminas, cada

uma em triplicata.



5.0 DISCUSSAO

5.1 Consideracdes gerais

O objetivo principal deste trabalho foi compreender os mecanismos envolvidos
na resposta hipoalgésica induzida por inibidores seletivos de COX-2 (ICOX-2). O
modelo hiperalgesia e edema de pata induzido por carragenina é bastante conhecido e
estabelecido por envolver PGs e é um padrdo para o estudo de drogas que apresentam
efeito antiinflamatorio, como os antiinflamatorios ndo esteroides (SWINGLE et al.,

1975; RIENDEAU et al., 1997).

Desde que foi introduzida por Winter e colaboradores (1961), a injecdo de
carragenina na pata de ratos tem sido amplamente utilizada como modelo para estudo
dos mecanismos envolvidos na acdo de drogas antiinflamatorias ndo esterdides. A
carragenina é um polissacarideo sulfatado extraido da alga Chondrus crispus e a fracdo
lambda é a mais ativa em induzir resposta inflamatoria aguda e cronica (DI ROSA,
1972). A administracdo intraplantar de carragenina causa edema, manifestado pelo
aumento no volume da pata, e exacerba a sensibilidade a estimulos térmicos e

mecanicos, sendo chamada entdo de hiperalgesia (NANTEL et al., 1999)

Essa hiperalgesia deve-se principalmente a liberacdo de prostaglandinas, ja que a
inflamacdo periférica aumenta os niveis de prostandides e esta contribui diretamente

para a dor inflamatoria.

A hipoalgesia, aumento do limiar nociceptivo considerado acima dos niveis
basais, induzida por AINES, teoricamente seria impossivel se fosse dependente apenas
da inibigdo da sintese de PGs, por isso o interesse em elucidar os principais mecanismos

envolvidos nesta resposta.



Os primeiros experimentos do presente trabalho, tiveram como objetivo
observar se a resposta hipoalgésica estaria relacionada com o animal utilizado. Foi
demonstrado que esta resposta ndo esteve somente restrita aos ratos Holtzman, como foi
originalmente descrito (FRANCISCHI et al., 2002), mas foi reproduzida em duas outras
linhagens de ratos comumente utilizadas em estudos de inflamacéo e dor como Wistar e
Sprague-Dawley. As doses hipoalgésicas dos ICOX-2 utilizadas neste estudo foram
escolhidas de acordo com trabalho de FRANCISCHI e colaboradores (2002), no qual
curvas dose-resposta foram realizadas. A resposta hipoalgésica ndo esta relacionada
com a dose, pois, a administracdo local (intraplantar) ou sistémica (subcutanea) dos
ICOX-2 foi capaz de induzir essa mesma resposta. Além disso, a mesma resposta foi
obtida quando a via de administracdo dos ICOX-2 foi a oral (dados ndo publicados).
Para comprovar o efeito local do celecoxibe, quando este foi administrado por via
intraplantar, carragenina foi injetada nas duas patas. Por meio deste experimento foi
observado que o efeito realmente é local e ndo sistémico. O celecoxibe também induziu
hipoalgesia no modelo de hiperalgesia secundaria induzido por formalina em ratos

Wistar (VEIGA et al., 2004).

Em relacdo a atividade anti-edematogénica, pode-se observar que dependendo
da via de administracdo utilizada ocorre alteracdo da resposta, pois, os ICOX-2 por via
subcutanea, bem como por via oral ndo reduziram estatisticamente o edema de pata
(daods do laboratério). Entretanto, a resposta anti-edematogénica ficou evidente quando
0s animais receberam o tratamento intraplantar com os ICOX-2.

Para compreender os mecanismos envolvidos na resposta hipoalgésica induzida
pelos ICOX-2, primeiro foi analisado o efeito de um inibidor seletivo para COX-1, SC
560 (MARTINEZ et al., 2002; PENNING et al., 1997; SMITH et al., 1998; SIQUEIRA

Jr. et al., 2003; PINHEIRO & CALIXTO, 2002) no mesmo modelo de hiperalgesia e



edema. Este inibidor somente reduziu a hiperalgesia induzida por carragenina, porém
ndo induziu hipoalgesia e ndo afetou o edema de pata. O mesmo ocorreu com inibidores
ndo seletivos, a indometacina e o piroxicam (FRANCISCHI et al., 2002) Em conjunto,
esses resultados sugeriram que a hipoalgesia ndo estaria relacionada apenas com a

inibicdo da sintese PG.

Considerando que: 1) a inibicdo da sintese de PGs é o mecanismo principal de
analgésicos e antiinflamatérios das drogas como a aspirina (VANE et al., 1971); 2) as
PGs sdo liberadas durante a inflamacdo induzida por carragenina em pata de ratos
(VINEGAR, 1976) e 3) as PGs sdo mediadores presentes na hiperalgesia em ratos
(FERREIRA & NAKAMURA, 1979) e em humanos (FERREIRA, 1972), poder-se-ia
concluir que a inibicdo da sintese de PGs induzida por ICOX-2 seria responsavel pelo
desenvolvimento da hipoalgesia. Entretanto esta hipoalgesia foi demonstrada também
quando o estimulo hiperalgésico utilizado foi a propria PGE,, demonstrando que este
fendmeno néo estaria relacionado com o decréscimo da sintese de PGs. Assim, tornou-

se necessario a pesquisa de outros mecanismos envolvidos nesta resposta.

5.2 Participacédo de NO

O NO é um mediador que estad relacionado tanto com o sistema PG/COX
(SALVEMINI et al., 1995) como com a nocicepcdo (RIEDEL & NEECK, 2001). O NO
é produzido a partir da L-arginina pela isoforma constitutiva da enzima NO sintase, e
requer a ativacdo de um sitio sensivel a calmodulina pelo célcio intracelular; ou também
pela isoforma induzida que é ativada por citocinas e endotoxinas. O NO formado ativa a
guanililciclase que provoca aumento nos niveis de GMPc (MONCADA et al., 1991),

um segundo mensageiro chave para inimeros processos fisioldgicos.



O envolvimento do NO na modulagdo da nocicep¢do em diferentes modelos esté
bem estabelecido e a sua relevancia em modelos de inflamagdo é bastante estudada.
Entretanto, a contribuicdo desse mediador é bastante controverso, pois, NO pode
exercer efeitos prd-nociceptivo, bem como antinociceptivo, dependendo do modelo
experimental utilizado. A injecéo local de doadores de NO, em pata de ratos, no modelo
de hiperalgesia induzida por PGE,, induziu antinocicep¢do quando injetada por via
subcutanea, enquanto que a injecdo intradérmica potencializou a hiperalgesia
(VIVANCOS et al.,, 2001) Entretanto, os inibidores de NOS induzem efeito
antinociceptivo em modelo de artrite (ROCHA et al., 2002; TEDESCO et al., 2002).
Vérios estudos tém demonstrado a participacdo da via L-arginina/NO/GMPc na
analgesia induzida por certas drogas como agonistas colinergicos (DUARTE et al.,
1990a,b; DUARTE & FERREIRA, 1992), opitides (FERREIRA et al., 1991;
AMARANTE & DUARTE, 2002) e antiinflamatorios ndo esteroides (DUARTE et al.,
1992a; TONUSSI & FERREIRA, 1994) No modelo utilizado neste trabalho, L-
NMMA, um inibidor de NOS, reverteu a hipoalgesia induzida pelo celecoxibe,
indicando o envolvimento de NO nesta resposta. O L-NAME, um inibidor ndo seletivo
de NOS também reduziu a hipoalgesia induzida por celecoxibe. Este inibidor
demonstrou tanto efeito antinociceptivo quanto efeito anti-hipoalgésico embora parte do

efeito sistémico do L-NAME tenha sido antinociceptivo.

5.3 Participacao de opidides enddgenos

Outro possivel mecanismo estudado do efeito hipoalgésico induzido pelos

ICOX-2 seletivos envolveu a participacdo de opidides endogenos. Os analgésicos



opiodides, originalmente considerados por apresentarem agdo central, sdo conhecidos por
também apresentarem um papel na periferia, ou seja, no sitio onde ocorreu o estimulo
nociceptivo (FERREIRA & NAKAMURA, 1979). A acdo periférica dos opidides ja
esta bem estabelecida (SMITH & BUCHAN, 1984; STEIN et al., 2003) e s&o efetivos
na hiperalgesia induzida por PGE; (FERREIRA & NAKAMURA, 1979; SACHS et al.,

2004).

O pré-tratamento com naltrexona, um antagonista de receptor opidide, no
modelo utilizado neste estudo, reverteu a hipoalgesia induzida por ICOX-2, como o
celecoxibe, rofecoxibe e SC 236. Vale ressaltar que a naltrexona ndo interferiu no

desenvolvimento da hiperalgesia induzida por carragenina.

Rofecoxibe também exerceu efeito antinociceptivo no modelo de artrite pela
interacdo via NO- GMPc e canais de potéssio ativados por ATP (DECIGA-CAMPOS &
LOPEZ-MUNOZ, 2004), resultados que foram compativeis aos encontrados neste
estudo. Os nossos resultados s@o 0s primeiros a demonstrar que o efeito antinociceptivo
dos inibidores de COX-2 ndo é devido somente a inibicdo da sintese de PGs e que a
naltrexona pode abolir esta resposta e indica um mecanismo que envolve a liberacdo de
opidides. Como as acdes periféricas da morfina que sdo conhecidas por envolver o NO
enddgeno, possivelmente 0os mecanismos podem estar associados (FERREIRA et al.,

1991).

Para confirmar a participacdo de opidides na resposta hipoalgésica, ratos
tolerantes a morfina foram usados. Estes animais receberam injec@es diarias de morfina
que levou a reducdo dos efeitos antinociceptivos da morfina no modelo de hiperalgesia
induzida por PGE;. Os resultados mostraram uma completa perda do efeito

antinociceptivo dos ICOX-2, confirmando que seus efeitos estariam relacionados com a



participacdo dos opidides endogenos. Corroborando tais achados, o efeito
antinociceptivo do inibidor de COX-1, SC 560 e do inibidor ndo seletivo, indometacina,
ndo foi afetado pela naltrexona ou pela tolerancia a morfina, demonstrando que existem

mecanismos diferenciados para este efeito para os diferentes inibidores de COX.

Provavelmente a capacidade dos ICOX-2 inibirem a sintese de PGs ndo esta
diretamente relacionada com seus efeitos hipoalgésicos. Com estes resultados,
demonstra-se que poderiam existir duas vias paralelas de antinocicep¢do, uma
dependente de PG e outra que parece envolver opidides enddgenos e outros

mediadores, com funcgdes distintas.

Varios estudos na literatura demonstraram a interagdo entre a enzima
ciclooxigenase e opioides, associados com os inibidores de COX nao seletivos, por
exemplo, animais tratados com ibuprofeno (TROULLOS, et al., 1997) ou cetorolaco
(MITCHEL et al., 1996) apresentaram aumento nos niveis sanguineos de opioides
enddogenos. Além disso, o efeito antinociceptivo do cetorolaco foi revertido por

naloxona (MITCHEL et al., 1996).

HERERRO & HEADLEY (1996) demonstraram que a fluxina, um outro
antiinflamatdério ndo esterdide, reduz os reflexos espinhais e esta reducdo foi
antagonizada pela naloxona administrada sistemicamente sistémica e estes mesmos
autores relataram aumento da resposta nociceptiva induzida por este antagonista
opidide. No presente estudo, o antagonista opidide naloxona ndo alterou a hiperalgesia

de animais controles.

Como ja foi discutido anteriormente, o efeito do celecoxibe administrado por via
intraplantar ndo atinge a pata contralateral. A possibilidade de uma liberacéo local de

opidides enddgenos é possivel, pois estudos ja& demonstraram a agdo periférica de



opidides (FERREIRA & NAKAMURA, 1979; SMITH & BUCHAN, 1984; STEIN et

al., 2003).

Desse modo, este estudo é o primeiro a demonstrar que os efeitos
antinociceptivos e hipoalgésicos induzido por inibidores seletivos de COX-2 envolvem

a participacdo de opidides enddgenos (FRANCA et al, 2006).

5.4 Participagao do citoesqueleto celular

Os elementos citoesqueleto celular s&o responsaveis em organizar 0S
mecanismos de transducdo para a producdo de hiperalgesia induzida por mediadores
inflamatdrios que agem diretamente nos nociceptores por meio da proteina G. Em ratos,
os filamentos de actina, microtubulos e filamentos intermediarios sdo necessarios para a
hiperalgesia induzida por epinefrina (DINA et al., 2003). Sugere-se que elementos do
citoesqueleto sdo necessarios para o funcionamento da PKA, que é um segundo
mensageiro. Como foi demonstrado que o citoesqueleto é importante na hiperalgesia
periférica e que pode ser um alvo para o tratamento da dor inflamatéria, utilizou-se
farmacos que desestabilizam os microtibulos na hipoalgesia induzida por celecoxibe,
para verificar se esses componentes estaria de alguma maneira envolvidos em tal
mecanismo.

De acordo com os resultados, os desestabilizadores dos microtubulos paclitaxel
(taxol), colchicina e nocodazol reverteram a hipoalgesia induzida por celecoxibe de
forma dose-dependente. Vale ressaltar que estes agentes ndo alteraram a hiperalgesia

induzida por carragenina. SUBBARAMAIAH e colaboradores (2000) demonstram que



a fragmentacdo dos microtubulos aumenta a transcricdo de COX-2 e aumento da sintese
de PGE..

Paclitaxel (Taxol) é um agente antineoplasico usado clinicamente para tratar
uma variedade de tipos de cancer (VAISHAMPAYAN et al., 1999). A alteracdo na
estrutura e fungdo do microtubulo, por drogas como o taxol, resulta na ativacdo e/ou
inativacdo de varias proteinas quinases, PKC (JUN et al., 1995; WANG et al., 1998;
ZONG et al.,2000) e PKA (CHO-CHUNG, 1990) que sdo via importantes para a
nocicepcao. DINA e colaboradores (2001) demonstraram a participacdo destas proteinas

quinases na neuropatia induzida pelo taxol.

Estudos recentes tém elucidado a relevancia da atividade da COX-2 para o
desenvolvimento de certos tipos de tumores e a terapia contra o cancer envolvendo 0s
inibidores de COX-2 tém sido amplamente estudada (BAHKLE, 2001). Foi
recentemente demonstrado que a atividade da COX-2 no tratamento e prevencao desses
tumores pode estar relacionada a dinamica do citoesqueleto. Foi observada uma
fragmentacdo do citoesqueleto nas células tratadas com o ICOX-2, que poderia
dificultar o processo de invasdo e metastase (JIA et al, 2004). Os resultados aqui
apresentados sugerem que modificacdes na polimerizacdo de microtibulos estdo
envolvidas no efeito hipoalgésico do celecoxibe. Em estudo realizado, em paralelo, em
nosso laboratorio demonstrou que os inibidores dos filamentos actina, um importante
componente do citoesqueleto, reverteu a hipoalgesia induzida pelo mesmo inibidor,
enquanto que o inibidor de filamentos intermediarios acrilamida nao foi capaz de

produzir o mesmo efeito.

Para tentar confirmar se a hipoalgesia induzida pelos ICOX-2 pode estar
relacionado com o citoesqueleto, foi utilizada a técnica de imunocitoquimica e a

microscopia confocal para visualizar a [J-tubulina, que é um dos componentes que



compde os microtubulos, em cultura de neurdnios sensitivos. Nas células tratadas com
0s inibidores seletivos de COX-2 observaram-se pontos de interrup¢cdo nos
prolongamentos e reducdo da fluorescéncia, mostrando que estes inibidores
provavelmente atuam na estrutura do microtibulo. Nos experimentos feitos “in vivo”, a
inibicdo de microttbulos foi capaz de reverter a hipoalgesia, fato que ndo foi

confirmado claramente pela marcacéo de a-tubulina (“in vitro”).

Em resumo, a hipoalgesia induzida por inibidores seletivos de COX-2 esta envolvida
com a participacdo de opioides enddégenos com uma contribuicdo de NO. Além disso,
mOostrou-se que mecanismo na resposta hipoalgésica ndo esta somente relacionado com
a inibicdo da sintese de PGs, abre um novo caminho para a pesquisa de novos
medicamentos analgésicos. Estudos demonstrando a participacdo da COX-2 na
dindmica do citoesqueleto séo raros na literatura, e a interacdo entre coxibes e agentes
pertubadores do citoesqueleto parece oferecer um campo promissor para pesquisa e

futuras terapéuticas antiinflamatorias.



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
AANONSEN, L. M.; LEI, S.; WILCOX, G. L. Excitatory amino acid receptors and

nociceptive neurotransmission in rat spinal cord. Pain. 41:309-321, 1990.

AHMAD SR, KORTEPETER C, BRINKER A et al - Renal failure associated with the

use of celecoxib and rofecoxib. Drug Saf, 2002;25:537-544.

AKERMAN, B.; ROSELL, S.; FOLKERS, K. Intrathecal (D-Pro?, D-Trp")-SP elicts

and

antagonizes noxius responses induced by substance P. Acta hypoalgesia and motor

blockade in the rat Physiol. Scand. 114:631-633, 1982.

ALEY, K. O.; McCARTER, G.; LEVINE, J. D. Nitric oxide signaling in pain and

nociceptor sensitization in the rat. J. Neurosci., v. 18, p.7008-7014, 1998.

ALVES, D. P.; TATSUO, M. A. F.; LEITE, R.; DUARTE, I. D. G. Diclofenac-induced
peripheral antinociception is associated with ATP-sensitive K* channels activation. Life

Sci., v.74, p.2577-2591, 2004.

AMARANTE, L. H.; DUARTE, I. D. G. The k-opioid agonist (+)-bremazocine elicits



peripheral antinociception by activation of the L-arginine/nitric oxide/cyclic GMP

pathway. Eur. J. Pharmacol., v.454, p.19-23, 2002.

BARNES CJ, LEE M - Chemoprevention of spontaneous intestinal adenomas in the
adenomatous polyposis coli min mouse model with aspirin. Gastroenterology,

1998;114:873-877.

BARON JA, COLE BF, SANDLER RS ET.AL - A randomized trial of aspirin to

prevent colorectal adenomas. N Engl J Med, 2003;348: 891-899.

BASBAUM, A. |.; JESSELL, T. M. The perception of pain. In: Kandel, E. R.; Schwart,
J. H.; Jessel, T. M. (Eds) Principles of Neural Science. 4.ed. Mc Graw Hill, 2000.

Cap.24, p.472-491.

BASBAUM, A. |.; WOOLF, C. J. Pain. Curr Biol., v.9, p. R429-R431, 1999.

BREDER C, SAPER CB - Expression of inducible cycloxygenase mRNA in the mouse
brain after systemic administration of bacterial lipopolyssaccharide. Brain Res,

1996;713:64-69



CHAN C-C, BOYCE S, BRIDEAU C, CHARLESON S, CROMLISH W, ETHIER D,
EVANS J, FORD-HUTCHINSON AW, FORREST MJ, GAUTHIER JY, GORDON R,
GRESSER M, GUAY D, KARGMAN S, KENNEDY B, LEBLANC Y, LEGER S,
MANCINI J, O'NEILL GP, OUELLET M, PATRICK D, PERCIVAL MD, PERRIER
H, PRASIT P, RODGER I, TAGARI P, THERIEN M, VICKERS P, VISCO D, WANG
Z, WEBB J, WONG E, XU L-J, YOUNG RN, ZAMBONI R, RIENDEAU D.
Rofecoxib [Vioxx, MK-0966; 4-(4"-Methylsulfonylphenyl)-3-phenyl-2-(5H)-furanone]:
a potent and orally active cyclooxygenase-2 inhibitor. Pharmacological and

Biochemical profiles. J. Pharm. Exper. Therap. 1999;290:551-560.

CHANDRASEKHARAN, N. V.; DAI, H.; ROSS, T. L. K,; NATHAN, K. E;
TOMSIK, J.; ELTON, T.S.; SIMMONS, D. L. COX-3, a ciclooxigenase-1 variant

inhibited by

acetaminophen and other analgesic/antipyretic drugs: Cloning, structure, and

expression. Pro. Natl. Acad. Sci. 99(21): 13926-13931, 2002.

CHO-CHUNG, Y.S.,. Role of cyclic AMP receptor proteins in growth, dijerentiation,
and suppression of malignancy: new approaches to therapy. Cancer Res. 50, 7093-7100,

1990.

COHN SM, SCHLOEMANN S, TESSNER T ET AL - Crypt stem cell survival in the
mouse intestinal epithelium is regulated by prostaglandins synthesized through

cyclooxygenase-1. J Clin Invest, 1997;99: 1367-1379.



CORCHERO, J.; AVILA, M. A. ; FUENTES J. A.;; MANZANARES, J. Delta-9-

tetrahydrocannabinol increases prodynorphin and proenkephalin gene expression in the

spinal cord of the rat. Life Sci 61(4): PL39-43, 1997.

CROFFORD LJ - COX-1 and COX-2 tissue expression: implications and predictions. J

Rheumatol,;24:15-19, 1997.

CRUNKHORN, P.; WILLIS, A. L. Cutaneous reactions to intradermal prostaglandins.

Br. J. Pharmacol. v.41, p.49-56, 1971.

CRYER B, DUBOIS A - The advent of higly selective inhibitors of cyclooxigenase. A

review. Prostaglandins, 1998;56:341-361.

CUNHA, F. Q. ; POOLE, S.; LORENZETTI, B. B.; FERREIRA, S. H., The pivotal role
of tumor necrosis factor a in the development of inflammatory hyperalgesia. British

Journal of Pharmacology; 107: 660-664, 1992.

DAHL, J. B.; BRENNUN, J.; ARENDT-NIELSEN, L.; JENSEN, T. S. ; KEHLET, H.
The effect of pre versus post-injury infiltration with lidocaine on thermal and

mechanical hyperalgesia after heat injury to the skin. Pain, 53:43-51,1993.



DEVCHAND PR, KELLER H, PETERS JH ET AL - The PPARa- leukotriene B4

pathway to inflammatory control. Nature, 1996;384:39-43.

DEWITT DL, SMITH WL - Primary structure of prostaglandin G/H synthase from
sheep vesicular gland determined from the complementary DNA sequence. Proc Natl

Acad Sci, 1988;85: 1412-1416.

DAVIS AJ, PERKINS MN The involvement of bradykinin B1 and B2 receptor
mechanisms in cytokine-induced mechanical hyperalgesia in the rat. Br J Pharmacol

1994 113(1):63-8.

DECIGA-CAMPOS M, LOPEZ-MUNOZ FJ. Participation of the L-arginine-nitric
oxide-cyclic GMP-ATP-sensitive K™ channel cascade in the antinociceptive effect of

rofecoxib. Eur. J. Pharmacol 2004;484:193-199.

DINA O. A., CHEN, X. REICHLING D., LEVINE J. D. Role of protein kinase C and
protein kinase A in model of paclitaxel-induced painful peripheral neuropathy in rat.

Neuroscience Vol. 108, No. 3, pp. 507-515, 2001

DINCHUK JE, LIU RQ, TRZASKOS JM.. COX-3: in the wrong frame in mind.

Immunol Lett. 2003 Mar 3;86(1):121



DRAY A., Inflammatory. mediators of pain. Br J Anaesth. 1995 Aug;75(2):125-31.

DUARTE, I. D. G.; DOS SANTOS, I. R.; LORENZETTI, B. B.; FERREIRA, S. H.

Analgesia by direct antagonism of nociceptor sensitization involves the arginine-nitric

oxide-cGMP pathway. Eur. J. Pharmacol., v.217, p.225-227, 1992b.

DUARTE, I. D. G.; FERREIRA, S. H. The molecular mechanism of central analgesia

induced by morphine or carbachol and the L-arginine-nitric oxide—cGMP pathway. Eur.

J. Pharmacol., v.221, p.171-174, 1992a.

DUARTE, I. D. G.; LORENZETTI, B. B.; FERRREIRA, S. H. Peripheral analgesia and

activation of the nitric oxide-cyclic GMP pathway. Eur. J. Pharmacol., v.186, p.289-

293, 1990a.

DUARTE, I. D. G.; LORENZETTI, B. B; FERREIRA, S. H. Acetylcholine induces

peripheral analgesia by the release of nitric oxide. In. MONCADA, S.; HIGGS, E. A.
(Ed) Nitric oxide from L-arginine: a bioregulatory system. London, Elsevier Science

Publishers, 1990b. p.165-170.



DUBOIS RN, ABRAMSON SB, CROFFORD L ET AL - Cycloxygenase in biology

and disease. FASEB J, 1998:12:1063-1073.

ENGLAND, S.; BEVAN, S.; DOCHERTY, R. J. PGE, modulates the tetrodotoxin-
resistant sodium current in neonatal rat dorsal root ganglion neurones via the cyclic

AMP-protein kinase A cascade. J. Physiol., v.495, p.429-440, 1996.

ERNST EJ, EGGE JA - Celecoxib-induced erythema multiforme with glyburide cross-

reactivity. Pharmacotherapy, 2002;22: 637-640.

FERREIRA SH, VANE JR - Mode of Action of Anti-Inflammatory Agents which are
Prostaglandin Synthetase Inhibitory, em: Vane JR, Ferreira SH - Anti-Inflammatory

Drugs. New York, Springer-Verlag, 1979;348-398.

FERREIRA SH, LORENZETTI BB, BRISTOW AF, POOLE S Interleukin-1 beta as a

potent  hyperalgesic  agent antagonized by a tripeptide  analogue.

Nature. 1988 Aug 25;334(6184):698-700

FERREIRA SH, DUARTE ID, LORENZETTI BB. The molecular mechanism of action
of peripheral morphine analgesia: stimulation of the cGMP system via nitric oxide

release. Eur. J. Pharmacol. 1991;201(1):121-2.



FERREIRA, SH, NAKAMURA M. |- Prostaglandin hyperalgesia, a cAMP/Ca™*

dependent process. Prostaglandins 1979a;18:179-190.

FIEBICH BL, HULL M, LIEB K ET AL - Prostaglandin E; induces interleukin-6

synthesis in human astrocytoma cells. J Neurochem,;68:704-709, 1997.

FISCHER JW, GROSS DM - Effects of Prostaglandins on Erythropoiesis, em: Silver
M, Smith BJ, Kocsis JJ - Prostaglandins in Haematology. New York, Spectrum

Publications Inc, 1977; 159-185.

FITZGERALD GA, PATRONO C - The coxibs, selective inhibitors of cyclooxigenase-

2. N Engl J Med,;345:433-442, 2001.

FITZGERALD, GA, Prostaglandins: modulators of inflammation and cardiovascular

risk. J. Clin Rheumatol. 2004 Jun;10(3 Suppl):S12-7

FRANCISCHI, J.N. ; CHAVES, C.T. ; LIMA, A.S. ; BAKHLE, Y.S. A new anti-

nociceptive pathway mediated by ciclooxinage-2 in rat paw inflammation induced by

carrageenan. Br. J. Pharm. 135 :159p, 2002.


javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'J%20Clin%20Rheumatol.');

GIMBEL, J.S., BRUGGER, A. ZHAO, W., VERBURG, K. M. & GEIS, S. Efficacy
and tolerability of celecoxib versus hydrocone/acetaminophen in the treatment of pain
after ambulatory orthopedic surgery in adults. Clinical Therapeutics 23(2), 228-241.

2001.

GOLD, M. S.; REICHLING, D. B.; SHUSTER, M. J.; LEVINE, J. D. Hyperalgesic
agents increase a tetrodotoxin-resistant Na* current in nociceptors. Proc. Natl. Acad Sci.

USA, v.93, p.1108-1112, 1996.

GROB M, SCHEIDEGGER P, WUTHRICH B - Allergic skin reaction to celecoxib.

Dermatology; 201:383, 2000.

HARDY, J.D.; WOLFF, H.G.; GOODELL, H. Pain sensations and reactions,

(Williams and Wilkins, Eds). Reprinted by Hafner Publishing, New York, 1967.

HAWKEU CJ - COX-2 Inhibitors. Nature,;353:307-314, 1999

HE TC, CHAN TA, KINZLER KW - PPARS is an APC-regulated target of

nonsteroidal anti-inflammatory drugs. Cell, 1999;99:335-345.

HERSCHMAN HR. PROSTAGLANDIN SYNTHASE 2. Biochim Biophys Acta.



Jan 5:1299(1):125-40, 1996

HINZ B, BRUNE K - Cyclooxygenase-2 10 vyears later. J. Pharmacol. Exp

Ther,;300:367-375, 2002.

HLA T, BISHOP-BAILEY D, LIU CH ET AL - Cyclooxygenase-1 and -2 isoenzymes.

Int J Bioch Cell Biol,;31:551-557, 1999

HULL M, LIEB K, FIEBICH BL - Anti-inflammatory drugs: a hope for Alzheimer's

disease? Expert Opin Investig Drugs ;9: 671-683, 2000.

JOUZEAU Y, TERLAIN B, ABID A - Cyclo-oxygenase isoenzymes. How recent
findings affect thinking about nonsteroidal anti-inflammatory drugs. Drugs,;53: 563-

582, 1997.

JULIUS D.; BASBAUM, A. I. Molecular mechanism of nociception. Nature, v.413,

p.203-210, 2001.



JUN, C.D., CHOI, B.M., KIM, H.M., CHUNG, H.T., Involvement of protein kinase C
during taxol-induced activation of murine peritoneal macrophages. J. Immunol. 154,

6541-6547, 1995.

KUJUBU DA, FLETCHER BS, VARNUM BC - TIS10, a phorbol ester tumor
promoter-inducible mRNA from Swiss 3T3 cells, encodes a novel prostaglandin

synthase/ciclooxygenase homologue. J Biol Chem,;266:12866-12872, 1991.

KULKARNI SK, JAIN NK, SINGH A - Cyclooxygenase isoenzymes and newer
therapeutic potential for selective COX-2 inhibitors. Methods Find Exp Clin

Pharmacol,;22:291-298, 2000.

KAUFMANN WE, WORLEY PF, PEGG J - COX-2, a synaptically induced enzyme, is
expressed by excitatory neurons at postsynaptic sites in rat cerebral cortex. Proc Natl

Acad Sci;93:2317-2321, 1996.

KNOWLES S, SHAPIRO L, SHEAR NH - Should celecoxib be contraindicated in
patients who are allergic to sulfonamides? Revisiting the meaning of 'sulfa’ allergy.

Drug Saf, 2001;24:239-247.



KURITZKY, L. & WEAVER, A. Perspectives in Pain management: the role of Coxibs.
Advances in Rheumatology: Coxibs and Beyond. J. Pain Sympt. Management, 25 (2S),

S6-S20. 2003.

KURUMBAIL RG, STEVENS AM, GIERSE JK - Structural basis for selective

inhibition of cyclooxigenase-2 by anti-inflammatory agents. Nature, 1996;384:644-648.

LaMOTTE, R. H., SHAIN, C. N., SIMONE, D. A., TSAI, E. F P. Neurogenic
hyperalgesia:psychophysical studies of underlying mechanisms. J. Neurophysiol., v.66,

p.190-211, 1991.

MILLAN, M. J. The induction of pain: an integrative review. Progress in Neurobiology,

v.57, p.1-164, 1999.

MITCHELL JA, AKARASEREENONT P, THIEMERMANN C, FLOWER RJ, VANE
JR Selectivity of nonsteroidal antiinflammatory drugs as inhibitors of constitutive and

inducible cyclooxygenase Proc Natl Acad Sci U S A. 1993 Dec 15;90(24):11693-7

MONCADA S, FERREIRA SH, VANE JR - Pain and Inflammatory Mediators, em:
Vane JR, Ferreira SH - Hand Books of Experimental Inflammation. New York,

Springer-Verlag, 1978;588-616.



MONCADA S, VANE JR - Pharmacology and endogenous roles of prostaglandin

endoperoxides, thromboxane A2, and prostacyclin. Pharmacol Rev, 1978;30:293-331

MORISSET S, PATRY C, LORA, M ET AL - Regulation of cyclooxygense-2
expression in bovine chondrocytes in culture by interleukin 1o, tumor necrosis factor-a,

glucocorticoids, and 17 7-estradiol. J Rheumatol, 1998;25:1146-1153.

MORROW JD, ROBERTS LJ - Lipid-Derived Autacoids. Eicosanoids and Platelet-
Activating Factor, em: Hardman JG, Limbird LE, Gilman AG - Goodman & Gilman's

The Pharmacological Basis of Therapeutics. New York, McGraw-Hill, 2001;669-685

MUKHERJEE D, NISSEN SE, TOPOL EJ - Risk of cardiovascular events associated

with selective COX-2 inhibitors. JAMA, 2001;286: 954-959.

MURRAY CW, COWAN A, LARSON AA. Neurokinin and NMDA antagonists (but
not a kainic acid antagonist) are antinociceptive in the mouse formalin model Pain.

1991 Feb;44(2):179-85..

OUELLET M, PERCIVAL MD Mechanism of acetaminophen inhibition of

cyclooxygenase isoforms. Arch Biochem Biophys. 2001 Mar 15;387(2):273-80

PANARA MR, RENDA G, SCIULLI MG et al - Dose-dependent inhibition of platelet
cyclooxygenase-1 and monocyte cyclooxygenase-2 by meloxicam in healthy subjects. J

Pharmacol Exp Ther, 1999;290: 276-280.



PENNING TB, TALLEY JJ, BERTENSHAW SR, CARTER JS, COLLINS PW,
DOCTER S, GRANETO MJ, LEE LF, MALECHA JW, MIYASHIRO JM, ROGERS
RS, ROGIER DJ, YU SS, ANDERSON GD, BURTON EG, COGBURN JN,
GREGORY SA, KOBOLDT CM, PERKINS WE, SEIBERT K, VEENHUIZEN AW,
ZHANG YY, ISAKSON PC. Synthesis and biological evaluation of the 1,5-
Diarylpyrazole class of cyclooxygenase-2 inhibitors: identification of 4-[5- (4-
Methylphenyl)-3- (trifluoromethyl)- 1H-pyrazol-1-y1] benzenesulfonamide (SC-58635,

Celecoxib). J. Med. Chem. 1997;40:1347-1365.

PIPER P, VANE J - The release of prostaglandins from lung and other tissues. Ann N 'Y

Acad Sci, 1971;180:383-385.

POOLE S, CUNHA FQ, SELKIRK S, LORENZETTI BB, FERREIRA SH. Cytokine-
mediated inflammatory hyperalgesia limited by interleukin-10. Br J Pharmacol.

1995 Jun;115(4):684-8

RAJA, S. N.; MEYER, R. A.; RINGKAMP, M.; CAMPBELL, J. N. Peripheral neural

mechanisms of nociception. In: WALL, D.;.

RANDALL LD, SELITTO JJ. A method for measurement of analgesic activity on

inflammed tissues. Arch. Int. Pharmacodyn. 1957;113: 233-249.



RAZ A, WYCHE A, NEEDLEMAN P - Temporal and pharmacological division of
fibroblast cyclooxygenase expression into transcriptional and translational phases.

Proc Natl Acad Sci, 1989:;86:1657-1661.

REN K.& DUBNER R., NMDA receptor antagonists attenuate mechanical
hyperalgesia in rats with unilateral inflammation of the hindpaw.

Neurosci Lett. 1993 Nov 26;163(1):22-6

RIEDEL W, NEECK G. Nociception, pain, and antinociception: current concepts. Z

Rheumatol. 2001;60(6):404-15.

RIENDEAU D, PERCIVAL MD, BOYCE S, BRIDEAU C, CHARLESON S,
CROMLISH W, ETHIER D, EVANS J, FALGUEYRET JP, FORD-HUTCHINSON
AW, GORDON R, GREIG G, GRESSER M, GUAY J, KARGMAN S, LEGER S,
MANCINI JA, O'NEILL G, OUELLET M, RODGER IW, THERIEN M, WANG Z,
WEBB JK, WONG E, CHAN CC. Biochemical and pharmacological profile of a
tetrasubstituted

furanone as a highly selective COX-2 inhibitor. Br. J. Pharmacol. 1997;121(1):105-17.



ROCHA JCS, PEIXOTO ME, JANCAR S, CUNHA FQ, RIBEIRO RA, ROCHA FA.
Dualeffect of nitric oxide in articular inflammatory pain in zymosan-induced arthritis in

rats. Br. J. Pharmacol. 2002;136(4):588-96.

ROCHA JL, FERNANDEZ-ALONSO J - Acute tubulointerstitial nephritis associated
with the selective COX-2 enzyme inhibitor, rofecoxib. Lancet, 2001;357:1946-

1947.

SACHS D, CUNHA FQ, FERREIRA SH. Peripheral analgesic blockade of
hypernociception: activation of arginine/NO/cGMP/protein kinase G/ATP-sensitive K"

channel pathway. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2004; 101(10):3680-85.

SALVEMINI D, SETTLE SL, MASFERRER JL, SEIBERT K, CURRIE MG,
NEEDLEMAN P. Regulation of prostaglandin production by nitric oxide; an in vivo

analysis. Br. J. Pharmacol. 1995;114(6):1171-8.

SAMUELSSON B, GRANSTROM E, GREEN K - Prostaglandins. Ann Rev Biochem,

1975;44:669-694.

SCHNEIDER F, MEZIANI F, CHARTIER C - Fatal allergic vasculitis associated with

celecoxib. Lancet, 2002;359:852-853.



SHER & MITCHELL, Intrathecal N-methyl-D-aspartate induces hyperexcitability in
rat dorsal horn convergent neurones.

Neurosci Lett. 1990 Nov 13;119(2):199-202.

SEIBERT K, ZHANG Y, LEAHY K, HAUSER S, MASFERRER J, ISAKSON P

Distribution of COX-1 and COX-2 in normal and inflamed tissues. Adv Exp Med

Biol. 1997;400A:167-70

SIMMONS DL, BOTTING RM, HLA T. Cyclooxygenase isozymes: the biology of

prostaglandin synthesis and inhibition. Pharmacol. Rev. 2004;56(3):387-437.

SMITH CJ, ZHANG Y, KOBOLDT CM, MUHAMMAD J, ZWEIFEL BS, SHAFFER
A, TALLEY JJ, MASFERRER JL, SEIBERT K, ISAKSON PC. Pharmacological
analysis of cyclooxygenase-1 in inflammation. Proc. Natl. Acad. Sci. USA

1998;95:13313-18.

SMITH TW, BUCHAN P. Peripheral opioid receptors located on the rat saphenous

nerve. Neuropeptides. 1984;5(1-3):217-20.

SOARES AC, LEITE R, TATSUO MA, DUARTE ID. Activation of ATP-sensitive
K(+) channels: mechanism of peripheral antinociceptive action of the nitric oxide

donor, sodium nitroprusside. Eur. J. Pharmacol. 2000;400(1):67-71.



STEIN C, SCHAFER M, MACHELSKA H. Attacking pain at its source: new

perspectives on opioids. Nat. Med. 2003;9(8):1003-8.

SWINGLE KF, SCHERRER RA, GRANT TJ. Antiinflammatory activity of alpha-
methyl-
3-phenyl-7-benzofuranacetic acid (R-803). Arch. Int. Pharmacodyn. Ther.

1975;214(2):240-9.

TAIWO, Y. O.; GOETZL, E. J.; LEVINE, J. D. Hyperalgesia onset latency suggests a

hierrarchy of action. Brain Res., v.423, p.333-337, 1987.

TAIWO, Y. O.; LEVINE, J. D. Prostaglandin effects after elimination of indirec

hyperalgesic mechanism in the skin of the rat. Brain Res., v.492, p.397-399, 1989.

TEDESCO LS, FUSELER J, GRISHAM M, WOLF R, ROERIG SC. Therapeutic
administration of nitric oxide synthase inhibitors reverses hyperalgesia but not

inflammation in a rat model of polyarthritis. Pain. 2002;95(3):215-23.

TONUSSI, C. R.; FERREIRA, S. H. Mechanism of diclofenac analgesia: direct

blockade of inflammatory sensitization. Eur. J. Pharmacol., v.251, p.173-179, 1994.

TYERS, M. B.; HAYWOOQOD, H. Effect of prostaglandin on peripheral nociceptors in

acute inflammation. Agents Actions Suppl., v.6, p.65-78, 1979.



VANE J. R. ; BAKLE Y.S. ; BOTTING, R. M.; Cyclooxigenase 1 and 2. Annu. Rev

. Pharmacol. Toxicol. 38:97-120, 1998.

VANE JR, BOTTING RM. New insights into the mode of action of anti-inflammatory

drugs. Inflamm Res. 1995 Jan;44(1):1-10

VANE JR. Inhibition of prostaglandin synthesis as a mechanism of action for aspirin

like drugs. Nature New Biology 1971;231:232-235.

VANEGAS, H.; SCHAIBLE, H. Prostaglandin and cycloxygenase in the spinal cord.

Prog. Neurobiol., v.64, p.327-363, 2001.

VEIGA AP C, DUARTE I DG, AVILAMN, MOTTAP G, TATSUOM AKF,
FRANCISCHI J N. Prevention by celecoxib of secondary hyperalgesia induced by

formalin in rats. Life Sciences 2004;75:2807-17.

VAISHAMPAYAN, U., PARCHMENT, R.E., JASTI, B.R., HUSSAIN, M., 1999.
Taxanes: an overview of the pharmacokinetics and pharmacodynamics.Urology 54,

22"°29.



VIVANCOS GG, PARADA CA, FERREIRA SH. Opposite nociceptive effects of
thearginine/NO/cGMP pathway stimulation in dermal and subcutaneous tissues. Br. J.

Pharmacol. 2003;138:1351-7.

XIE W, CHIPMAN JG, ROBERTSON DL - Expression of a mitogen-responsive gene
encoding prostaglandin synthase is regulated by mRNA splicing. Proc Natl Acad Sci,

1991,88: 2692-2696.

YAMAGATA K, ANDREASSON KI, KAUFMANN WE - Expression of a
mitogen-inducible cyclooxygenase in brain neurons: regulation by synaptic activity

and gluccorticoids. Neuron, 1993;11:371-386

WALLACE JL, REUTER B, CICALA C, MCKNIGHT W, GRISHAM MB,
CIRINO G Novel nonsteroidal anti-inflammatory drug derivatives with markedly

reduced ulcerogenic properties in the rat. Gastroenterology. 1994 Jul;107(1):173-9

WANG, S., GUO, C.Y., CASTILLO, A., DENT, P., GRANT, S., Eject of bryostatin 1
on taxol-induced apoptosis and cytotoxicity in human leukemia cells (U937). Biochem.

Pharmacol. 56, 635-644, 1998.

WARNER TD, VOJNOVIC I, GIULIANO F, JIMENEZ R, BISHOP-BAILEY D,
MITCHELL JA. Cyclooxygenases 1, 2, and 3 and the production of prostaglandin 12:

investigating the activities of acetaminophen and cyclooxygenase-2-selective



inhibitors in rat tissues. J Pharmacol Exp Ther. 2004 Aug;310(2):642-7. Epub 2004

May 17.

WHELTON A - Renal aspects of treatment with conventional nonsteroidal anti-
inflammatory drugs versus cyclooxygenase-2 specific inhibitors. Am J Med,

2001;110:(Suppl)33S-42S.

WU GD - A nuclear receptor to prevent colon cancer. N Engl J Med,;342:651-653.

Zong, Z.P., Fujikawa-Yamamoto, K., Li, A.L., Yamaguchi, N., Chang, Y.G.,
Murakami, M., Ishikawa, Y., 2000. Involvement of protein kinase C in taxol-induced

polyploidization in a cultured sarcoma cell line. Eur. J. Pharmacol. 394, 181-187, 2000.

ZENOR, B. N.; WEESNEER, G. D.; MALVEN, P. V.; Endocrine and other responses
to acute admnistration of cannabinoid compounds to non-stressed male calves. Life Sci.

65(2) : 125-133, 1999.

ZIMMER, A.; ZIMMER, A. M.; HOHMANN, A. G.; HERKENHAM, M.; BONNER,
T. LIncreased mortality, hypoactivity and hypoalgesia in cannabinoid CBI receptor

knockout mice. Proc. Natl. Acad. Sci., 96(10):5780-5785, 1999.

ZOLLNER C, SHAQURA MA, BOPAIAH CP, MOUSA S, STEIN C, SCHAFER M.

Painful inflammation-induced increase in mu-opioid receptor binding and G-protein

coupling in primary afferent neurons. Mol. Pharmacol. 2003;64(2):202-10.









