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Estudo do efeito antinociceptivo da dipirona em diversos modelos de nocicepgdo em camundongos.
A dipirona apresentou atividade antinociceptiva nos testes de dor induzida pela formalina, capsaicina
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sistemas opidide, GABAérgico, serotoninérgico, adrenérgico, da via L-arginina - dxido nitrico, da
proteina G sensivel a toxina pertussis, canais de potassio sensiveis ao ATP ou ainda por hormdnios
secretados pelas glandulas adrenais. Sua atividade antinociceptiva ndo esta relacionada a efeito
relaxantes musculares ou sedativos sobre o sistema nervoso central. No entanto, seu efeito
antinociceptivo parece estar relacionado a modulagéo da atividade de aminoacidos excitatérios, um
vez que a dipirona inibiu a unido especifica (binding) de [3H] glutamato, a nocicepgao e a hiperalgesia
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RESUMO

1 - Este estudo foi destinado a investigar os mecanismos envolvidos na antinocicepgao
causada pela dipirona, administrada através das vias intraperitoneal (i.p.), intraplantar (i.pl.),
intratecal (i.t.) ou intracerebroventricular (i.c.v.) em diversos modelos de nocicepgdo quimica
e térmica em camundongos. Também avaliamos, através do uso de ensaios neurogquimicos,
se a antinocicepgdo causada pela dipirona estaria relacionada a sua interagdo com as Oxido
nitrico sintases constitutiva e induzida ou com a ligagdo do glutamato aos seus receptores.

2 - A dipirona (90,0 - 720,0 pumol/kg, i.p.) causou inibigdo, significativa e dependente da
dose, de ambas as fases da nocicepg¢éo induzida pela formalina (2,5% em 20 pul). Os valores
médios das Dlses (a dose ou concentragéo das drogas capaz de reduzir em 50% as respostas
nociceptivas em relagdo ao valor controle) para estes efeitos foram 154,5 e 263,7 umol/kg,
respectivamente. Quando co-injetada localmente, em associagdo com formalina, a dipirona
(0,1 - 30,0 umol/pata) também produziu inibigao significativa e dependente da dose, de
ambas as fases do teste da formalina, sendo contudo, mais potente (cerca de 2 vezes) e mais
eficaz em relagéo a segunda fase. Os valores médios das Dlsos foram 2,6 e 1,2 umol/pata,
respectivamente. Da mesma forma, administrada por via i.c.v. (0,09 - 1,8 umol/sitio) ou i.t.
(0,3 — 3,0 umol/sitio), a dipirona produziu inibigdo equipotente e dependente da dose de
ambas as fases da nocicepgao induzida pela formalina. Os valores médios das Dlsgs para
estes efeitos foram 0,4 e 1,3 umol/sitio em relagéo a primeira fase e 0,4 e 0,9 umol/sitio em
relagdo a segunda fase da nocicepgéo induzida pela formalina, respectivamente. Entretanto,
independente da via de administragao utilizada, a dipirona ndo apresentou efeito significativo
sobre o0 edema de pata associado a fase inflamatéria do teste da formalina.

3 - A dipirona, administrada atraves das vias i.p. (30,0 — 360,0 umol/kg), i.pl. (0,1 - 30,0
pmol/pata), i.t. (0,3 — 3,0 umol/sitio) ou i.c.v. (0,09 — 1,8 umol/sitio), inibiu, de maneira
significativa e dependente da dose, a nocicep¢do induzida pela inje¢do intraplantar de
capsaicina (1,6 pg em 20 ul). Os valores médios das Dlsgs para estes efeitos foram: 207,6
umol/kg, 2,2 umol/pata, 0.4 pmol/sitio e 0,14 umol/sitio, respectivamente.

4 - A injecdo i.pl. de glutamato (0,3 - 60,0 umol/pata) causou um estimulo nociceptivo
dependente da dose, caracterizado pelos comportamentos de lamber, agitar, morder ou
elevar a pata injetada. A resposta nociceptiva induzida pelo glutamato foi evidente nos
primeiros 15 min apds sua inje¢éo, diminuindo entre 15 e 30 min e estando praticamente
ausente dos 30 aos 40 min. O valor médio da DEsp para este efeito (calculado entre 0 e 15
min) foi 2,6 umol/pata. A resposta maxima nociceptiva (84,8 + 13,2 s) foi observada na
concentragéo de 30,0 pmol/pata. A resposta nociceptiva maxima durou 15 min apos a inje¢ao
de glutamato, e este tempo foi utilizado para a avaliagdo da atividade antinociceptiva da
dipiona neste teste. Além disso, a injec@o i.pl. de glutamato também causou aumento
dependente da dose no volume das patas, com valor médio da DEso de 0,5 pmol/pata e
formagdo maxima de edema de 70,5 + 3,9 mg na concentragéo de 10 umol/pata.

5 — A dipirona, quando administrada através das vias i.p. (90,0 - 540,0 umol/kg), i.pl. (1,0 -
30,0 umol/pata), i.t. (0,3 — 3,0 umol/sitio) ou i.c.v. (0,1 - 1,8 umol/sitio) preveniu, de maneira
dependente da dose, a nocicepgéo induzida pelo glutamato (30,0 umol/pata, i.pl.). Os valores
médios das Dlses para estes efeitos foram: 118,6 umol/kg, 6,3 pmol/pata, 1,2 umol/sitio e 0,3
umol/sitio, respectivamente. Independente da via de administragéo utilizada, a dipirona néo
reduziu significativamente o edema de pata causado pela inje¢éo i.pl. de glutamato.
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6 - A dipirona (0,3 - 1,2 mmol/kg, i.p.) administrada 30 min antes, causou um aumento
significativo no tempo de laténcia nos testes da retirada da cauda e placa quente. Em
condigbes semelhantes, a morfina (26,6 pmol/kg, subcutanea), utilizada como droga de
referéncia e administrada 30 min antes, causou efeito antinociceptivo significativo em ambos
modelos.

7 - A dipirona, administrada i.p. (3,0 - 30,0 umol/kg), i.c.v. (30,0 — 300,0 nmol/sitio) ou i.t.
(9,0 - 90,0 nmol/sitio) inibiu, de forma significativa e dependente da dose, a hiperalgesia
induzida pelo glutamato (100 nmol/sitio, i.t.). Os valores médios das Dlses (calculados aos 5
min) foram: 9,0 umol/kg, 93,9 nmol/sitio e 28,7 nmol/sitio, respectivamente.

8 - O efeito antinociceptivo causado pela dipirona néo foi influenciado pela naloxona, L-
arginina, faclofen, glibenclamida, cloridrato de DL-p-clorofenilalanina, toxina pertussis ou
pelos hormbnios secretados pelas glandulas adrenais, quando avaliado no modelo da
formalina. Seu efeito antinociceptivo também ndo estad associado a possiveis efeitos néo
especificos como relaxamento muscular ou sedagéo dos animais.

9 - A dipirona (10,0 — 1000,0 uM) produziu uma modesta mas significativa inibigao da unido
especifica (binding) de [3H] glutamato em membranas de cortices cerebrais de ratos e
camundongos. No entanto, a dipirona (3,0 — 90,0 uM) nZo apresentou efeito significativo
sobre as atividades da 6xido nitrico sintase constitutiva e induzida.

10 - Concluindo, estes resultados demonstram que a dipirona produz antinocicepgéo
periférica, espinhal e supraespinhal dependente da dose quando avaliada nos modelos de
nocicep¢do neurogénica induzida pela formalina, pela capsaicina e pelo glutamato em
camundongos. Seu efeito antinociceptivo ndo parece estar relacionado com a via L-arginina -
oxido nitrico, sistema serotoninérgico, ativagdo da proteina G; sensivel a toxina pertussis,
interagdo com canais de potassio sensiveis a ATP, receptores GABAs, ou com a liberagéo de
glicocorticdides enddgenos. Seu efeito antinociceptivo estd associado, pelo menos em parte,
com a inibigdo da ligagao do glutamato aos seus receptores ou modulando diretamente as
acoes hiperalgésicas dos aminoacidos excitatérios.
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1. INTRODUGAO

A histéria do homem confunde-se com a da dor. Fildsofos, pensadores, médicos,
sacerdotes, psicologos e sociélogos sempre se curvaram ante este problema que pertence ao
homem, como uma realidade intrinseca a sua natureza. O homem sofre fisicamente desde
que existe, e a dor e, ainda hoje, um dos mais sen@o o mais freqiiente motivo que leva o
paciente ao médico. Entretanto, a proximidade da dor sintomatica parece, para o homem, tdo
certa quanto a auséncia de uma explicagdo unissona, capaz de dizer-lhe por que sofre. O
interesse voltado ao estudo da natureza e do significado da dor fisica & bastante antigo:
geragdes inteiras de estudiosos procuraram fornecer um esclarecimento a esta questao.

Devido ao aspecto desagradavel da dor, o desconforto que causa, as vezes até
agravando o estado da doenga, muitos investigadores envolvidos no estudo dos mecanismos
moduladores da dor tém concentrado esforcos em mapear suas vias e elimina-la através de
meios farmacologicos e/ou cirurgicos. Buscando aliviar o incomodo causado pela dor fisica,
pode-se até mesmo esquecer de que a dor tem a importante fungédo de proteger e preservar o
organismo, alertando sistemas reparadores de que ha algo incompativel com o seu
funcionamento normal. Ndo é por acaso que a natureza criou um sistema complexo de
percepgao e resposta ao estimulo nociceptivo (ou estimulo doloroso), é sobretudo, devidd ao
seu papel imprescindivel como “sintoma de doenga”. O risco aparece quando esta dor
‘benéfica” torna-se “prejudicial’, como no caso das lesdes nervosas, podendo debilitar o
paciente (IADAROLA e CAUDLE, 1997).

A procura incessante de explicagdes sobre a origem, causas e mecanismos da dor
ocasionou um progresso substancial no conhecimento de suas caracteristicas. Descobriu-se

muito de seus aspectos - bioldgicos, anatomo-funcionais, neurofisiologicos, bioquimicos e



fisioldgicos. Parece-nos prematuro efetuar, ainda hoje, um balango desse grande trabalho. De
fato, tudo o que foi delineado, entrevisto ou suposto esta a disposigdo para interpretagdes
capazes de indicar quais os elementos que devem ser mantidos e que caminho deve ser
seguido para o esclarecimento de processos envolvidos na transmissdao dolorosa e na
prevengdo e/ou cura da dor fisica.

Na busca de agentes que restringissem a sensibilidade do organismo a dor fisica,
surgiu um grupo de drogas genericamente denominadas de "drogas antiinflamatérias n&o
esteroidais" (DAINES), cujas propriedades farmacoldgicas foram inicialmente relatadas no
final do século XIX. Dentro desta classe estdo incluidos os mais diversos grupos de
substancias quimicas como salicilatos?, derivados do p-aminofenol2, derivados do pirazol3,
acidos arilalcandicos e seus derivados* e os derivados do acido antranilico®, que tém em
comum as propriedades antipiréticas, analgésicas e antiinflamatérias (KOROLKOVAS e
BURCKHALTER, 1976; INSEL, 1996). O mecanismo de agdo preciso dessa classe de
medicamentos permaneceu desconhecido durante praticamente um século, embora essas
drogas fossem utilizadas clinicamente para o alivio dos mais diversos tipos e intensidades de
dor. Foi somente em 1971 que Vane obteve os primeiros indicios de que a atividade
analgésica do acido acetil salicilico (aspirina) era oriunda da inibicdo da sintese de
prostéglandinas. As primeiras observagdes foram feitas em homogenatos de pulméo de
cobaias, plaquetas humanas e bago de cées. As prostaglandinas sdo substancias geradas a
partir do acido araquidénico - parte integrante dos fosfolipideos de membrana - , que por sua
vez, é o produto liberado da agdo da enzima fosfolipase A2 sobre a fosfatidilcolina ou produto

da atividade da fosfolipase C sobre o fosfatidilinositol. Uma vez formado, o acido araquidonico

acido salicilico, acido acetil salicilico, acetilsallcilato de lisina e outros.
fenacetina, acetanilida, paracetamol e outros.

aminofenazona, dipirona, fenazona, fenilbbutazona, azapropazona e outros.
ibuprofeno, indometacina, sulindaco e oufros.

acido meclofenamico, fioctafenina, colfenamato e outros.
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é convertido nas prostaglandinas G2 e Hz, que séo transformadas em outras prostaglandinas

(PGE2, PGD2, PGly, PGF2,) e tromboxanos (TXA2, TXB2) pela via da ciclooxigenase,

leucotrienos (LTA4, LTC4, LTD4, LTE4) e acidos hidroxieicotetraendicos (11-HETE, 12-HETE,
15-HETE) pela via da lipoxigenase ou epoxidos lipidicos e didis através da via da
epoxigenase (para revisao veja: CASHMAN, 1996; APPLETON, 1997). Sem ter conhecimento
da existéncia das duas isoformas de ciclooxigenase, Vane acreditava que somente uma
enzima era responsavel pela sintese de prostaglandinas com densidade e distribuigao
tecidual diferente, e dessa diversidade tecidual resultava a variabilidade da agdo das drogas
antiinflamatérias ndo esteroidais (DAINES), sobre a pirese, a dor e a inflamagéo. Como ja é
conhecido, as drogas pertencentes a esta classe tém efeitos diferentes sobre estes sintomas,
sendo que a maioria delas apresenta um efeito preponderante. Em 1990, descobriu-se que a
atividade da ciclooxigenase encontrava-se aumentada em mondcitos humanos expostos &
endotoxinas bacterianas in vitro e em macréfagos peritoneais de camundongos in vivo (FU et
al., 1990; MASFERRER et al., 1990). Assim, foi verificada a existéncia de um segundo tipo de
ciclooxigenase, induzida por mitdgenos, que foi posteriormente caracterizada,vclonada (XIE et
al., 1991; KUJUBU et ai., 1991) e denominada de ciclooxigenase-2 ou induzida, enquanto que
a isoforma descrita por Vane passou a ser chamada de ciclooxigenase-1 ou constitutiva.
Como o nome diz, a ciclooxigenase-1 é a isoforma constitutiva da enzima e esta
presente em praticamente todos os tipos de células, originando prostaglandinas que exercem
seus efeitos principalmente em condigdes fisiolégicas. Dentre os processos fisiolégicos mais
importantes controlados pelos produtos da ciclooxigenase-1 estdo: citoprotegédo
gastrointestinal, homeostase vascular e fungé@o renal (para revisdo veja. NEEDLEMANN e
ISAKSON, 1997). Essa enzima foi isolada pela primeira vez em 1976, a partir de vesiculas
seminais de carneiro (para revisdo veja: VANE, 1996). O gene que codifica a enzima tem

multiplos sitios de transcri¢do, o RNAm da ciclooxigenase-1 tem aproximadamente 2,8 Kb e a



proteina transcrita possui 600 aminoacidos com quatro sitios de glicosilagdo (WANG et al.,
1993; APPLETON, 1997).

A ciclooxigenase-2, por sua vez, € a isoforma induzida da enzima, ou seja, somente
esta presente em condigbes normais em alguns tecidos como testiculos, cérebro e pulmdes
(SIMMONS et al., 1991), mesmo assim em pequena quantidade. Contudo, sua expressao
pode ser drasticamente aumentada ap6s a exposicao de células como fibroblastos, células de
musculo liso ou endotélio a fatores de crescimento, ésteres de forbol ou citocinas.
Macréfagos e mondcitos podem ter sua expressdo de ciclooxigenase-2 aumentada apés a
exposicdo a endotoxina de E. coli (LPS) (VANE e BOTTING, 1996). O RNAm da
ciclooxigenase-2 tem cerca de 4,0 Kb, & expresso em pequena quantidade nas células em
estado de repouso e a proteina transcrita & formada por 604 aminoacidos (KUJUBU et al.,
1991; APPLETON, 1997). Existe cerca de 60% de homologia entre a seqiiéncia do DNAc das
enzimas constitutiva e induzida. A enzima induzida é encontrada principalmente no nucleo,
havendo somente uma pequena quantidade presente no citoplasma, enquénto a enzima
constitutiva & encontrada principalmente associada ao reticulo endoplasmatico (MIYAMOTO
et al., 1976; SMITH et al., 1994). A principal diferenga entre as ciclooxigenases é que o gene
da enzima do tipo 2 (induzida) possui uma seqiéncia TATA box e sitios regulatérios para
glicocorticdides e citocinas (XU et al., 1995), enquanto o gene da enzima do tipo 1
(constitutiva) ndo é afetado sob estas condi¢es (DE WITT e MEADE, 1993).

A descoberta da existéncia de duas isoformas de ciclooxigenase foi a explicagao para
a variabilidade observada na poténcia dos efeitos analgésicos, antipiréticos e
antiinfiamatdrios apresentado pelas diversas categorias de substancias quimicas agrupadas
na classe das DAINES e que, na hipétese original, Vane atribuia a depdsitos celulares

diferentes.



As prostaglandinas, produtos das ciclooxigenases, ndo sao capazes de provocar dor
quando administradas isoladamente, mas quando geradas apos o estimulo nociceptivo tém a
propriedade de aumentar a sensibilidade dos nociceptores a dor, ou seja, facilitar a
transmissdo de informagdes dolorosas induzida por substancias como a histamina ou a
bradicinina (FERREIRA, 1972). Sua produgio estad aumentada principalmente em estados
inflamatoérios, quando ha aumento da expresséo de ciclooxigenase-2. As prostaglandinas
causam dilatagao do musculo liso vascular, colaborando, dessa forma, para a vasodilatagao e
eritema (rubor) caracteristicos destes estados patoldgicos. A vasodilatagdo aumenta o fluxo
sanglineo através dos tecidos inflamados e conseqiientemente o extravasamento de fluidos
{(edema) provocado por outros agentes que aumentam a permeabilidade vascular, como a
bradicihina e a histamina (para revisao veja: SOLOMON et al., 1968; WILLIAMS e PECK,
1977; VANE e BOTTING, 1995).

Pertencentes a classe das DAINES, os derivados pirazolc‘)nicds foram introduzidos na
terapéutica por Knorr, no final do século passado (KOROLKOVAS e BURCKHALTER, 1976).
A dipirona®, cuja férmula encontra-se representada a seguir, do mesmo modo que a
aminofenazona e fenazona, € um derivado da 5-pirazolona que possui propriedades
antipiréticas, analgésicas e antiinflamatérias. Também € conhecida como analgina,
metarﬁizol, metampirona, noramidopirina, sulpirina e outros nomes. Apesar de estar presente
em cerca de 124 preparagdes farmacéuticas’ (em 48 delas a dipirona aparece isoladamente e
em 76 aparece em associagao com outros medicamentos), o emprego de agéntes derivados
da 5-pirazolona, particularmente da dipirona, foi desaconselhado pela Associagdo Médica
Americana e pela Organizagdo Mundial de Saide, devido aos graves efeitos colaterais que
essa classe de drogas ocasiona. Dentre os efeitos colaterais que podem ser observados apos

0 uso continuo da dipirona estédo a agranulocitose (KEWITZ, 1986; LARREGINA et al., 1994),

6 noramidopirinometanossulfonato sédico
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choques anafilaticos (MACHALETT, 1978; GLADTKE, 1983) e as discrasias sangiiineas como
purpura trombocitopénica e anemia aplastica. Varios paises proibiram ou restringiram seu
uso, permitindo sua aplicagdo somente em casos em que seja necessario e complementar o
uso de medicamentos antipiréticos por via parenteral ou quando outros farmacos ja tenham
fracassado (ARELLANO e SACRISTAN, 1990). Apesar dos efeitos colaterais descritos, que
estdo associados ao uso clinico da dipirona, inimeros estudos tém sido realizados
comparando sua eficacia a de outras drogas analgésicas opidides e ndo opidides. Steffen e
colaboradores realizaram uma série de estudos avaliando os efeitos da dipirona na analgesia
pos-operatoria. Observaram que o tratamento com dipirona diminuia a necessidade de
~ opiodides ap6s cirurgias laparoscopicas (1996a) e a associagao de dipirona e diclofenaco tinha
a mesma propriedade em pequenas cirurgias ortopédicas (1996b; 1997). O efeito observado
por Steffen et al. (1996a) também foi verificado por Tempel et al. (1996). No estudo deste, a
dipirona diminuiu o consumo de opibdides e auxiliou no controle da dor apés cirurgias
abdominais ou urologicas. Em 1998, Planas e colaboradores demonstraram que a atividade
analgésica da dipirona & superior a do ibuprofeno em cirurgias bucais. Babej-Dolle e
colaboradores (1994) estudaram o efeito analgésico da dipirona em pacientes com dores no
nervo ciatico e lombares, comparando sua eficacia e tolerabilidade com o diclofenaco. A
dipirona apresentou uma eficacia classificada como excelente com baixos efeitos adversos,

quando comparada ao diclofenaco e ao placebo.



Figura 1 - Férmula estrutural da dipirona.

No Brasil, ndo existem restricbes por parte da Secretaria Nacional de Vigilancia
Sanitaria quanto ao uso clinico da dipirona. Embora informalmente alguns médicos
desaconselhem seu uso, grande parte da populagéo continua a utilizar a dipirona para o alivio
de enfermidades, principalmente infantis, como cdlicas, febre e cefaléias, por ser um
medicamento economicamente acessivel. Portanto, como empiricamente se supde, essa
droga ndo ¢ utilizada apenas como uma ferramenta farmacolégica, ou seja, como droga
padrao para estudos farmacolégicos, mas como alternativa terapéutica bastante util e
vantajosa aos pacientes de baixa renda. Como em nosso pais, 0 acesso ao Sistema Unico de
Saude pode ser demorado e/ou complicado, e as clinicas particulares é praticamente inviavel
(principalmente devido ao alto custo), a automedicag@o é uma opgdo concreta em casos de
relativa urgéncia, além de ser uma pratica decorrente do saber acumulado do uso de
medicamentos.

Por ter propriedades ligeiramente diferentes das DAINES classicas, como uma
atividade antiinflamatéria insignificante (praticamente inexistente), diversos estudos tém sido

sintese de prostaglandinas para a atividade antinociceptiva da dipirona.



Numerosas pesquisas tém sido feitas a fim de evidenciar que o efeito analgésico da
dipirona decorre, principalmente, de agbes sobre o sistema nervoso central. O estudo do
mecanismo de agéo da dipirona é controverso, enquanto alguns pesquisadores propéem que
sua atividade analgésica esta relacionada a inibigdo da sintese de prostaglandinas no sistema
nervoso periférico, outros sustentam que ela age principalmente no sistema nervoso central e
outros sugerem ainda que sua atividade provém da modulagéo da sintese de 6xido nitrico ou
da interferéncia com a liberagao de endorfinas.

O efeito inibitério da dipirona sobre o edema e a hiperalgesia induzidos pela
carragenina foi demonstrado por Lorenzetti e Ferreira, em 1985. A dipirona mostrou-se mais
potente que a indometacina, paracetamol e acido acetil salicilico em inibir a hiperalgesia. A
suposicao levantada por estes pesquisadores, de que a dipirona teria um mecanismo de ac¢ao
diferente das DAINES classicas, fortaleceu-se com a verificagdo de sua habilidade em inibir a
hiperalgesia causada pela prostaglandina E, isoprenalina e cloreto de calcio, ao contrario
das outras drogas desta mesma classe. A partir deste estudo, Lorenzetti e Ferreira (1985)
sugeriram que a dipirona estaria bloqueando diretamente a hiperalgesia inflamatéria.

Em 1986, Carlsson e colaboradores comegaram os primeiros estudos para mostrar
que agdes centrais também poderiam ser responsaveis pelo efeito antinociceptivo e
antiinflamatério de analgésicos ndo opi6ides, como a dipirona. Observaram que a dipirona,
administrada por via intraperitoneal ou intratecal, ou ainda diretamente na substancia cinzenta
periaquedutal, prolongou a laténcia no modelo da retirada da cauda (fail flick), além de
deprimir a estimulagao de fibras C aferentes. A laténcia, no modelo da retirada da cauda,
significa o tempo de reag@o a exposigao da cauda do animal a um feixe luminoso, ou seja, o
tempo que o animal leva para retirar a cauda exposta ao feixe luminoso. No mesmo estudo,
perceberam que a dipirona, administrada endovenosamente, aumentou a atividade dos

neurdnios da substancia cinzenta periaquedutal e reduziu a atividade neuronal na substancia



negra. Estes resultados levaram Carisson e colaboradores (1986) a sugerir, pela primeira vez,
que o efeito analgésico da dipirona envolve ativagdo central, particularmente estimulando ou
inibindo neurdnios dessa regido.

Complementando os dados do estudo anterior, um ano mais tarde Carlsson e Jurna
(1987) verificaram que a procaina diminuiu 0 aumento da laténcia induzido pela dipirona no
modelo da retirada da cauda e que a morfina potencializou os efeitos da dipirona
administrada por via intraperitoneal ou diretamente na substancia cinzenta periaquedutal no
mesmo modelo. A morfina potencializou ainda os efeitos inibitérios da dipirona administrada
por via endovenosa sobre a atividade dos axénios ascendentes por eliminar o efeito
estimulante da dipirona em cerca de um tergo dos axénios. De acordo com o estudo anterior,
estes dados apbdiam a hipotese de que a dipirona ativa vias descendentes da substancia
cinzenta periaquedutal e inibe a transmissdo de impulsos nociceptivos ascendentes na
medula espinhal.

Em estudo realizado em huma-nos, Marquez e Ferreira (1987) perceberam que, apés
infusdes repetidaé, a dipirona era eficaz em aliviar a dor cronica, e que havia uma tendéncia
em aumentar o seu efeito anti-hiperalgésico. O bloqueio, pela dipirona, do estado
hiperalgésico persistente apds estimulagao nociceptiva freqiiente € melhor do que o blogueio
do processo inflamatoério. Ja em 1988, pesquisadores do mesmo grupo (DE CAMPOS et al.,
1988) verificaram que a dipirona inibia a liberagdo, por macréfagos estimulados com
endotoxina, de um fator capaz de provocar contor¢des abdominais em camundongos. Ao
contrario da indometacina, além de impedir a liberagdo, a dipirona também diminuiu as
contor¢des abdominais induzidas por este fator, sugerindo que este agente antiinflamatério
ndo esteroidal poderia estar inibindo a liberagdo, por macréfagos, de substancias que

induzem nocicepgéo através da liberagdo de substancias como as prostaglandinas.



Continuando os estudos iniciados em 1986, Carisson e colaboradores, em 1988,
investigaram o efeito da dipirona e de outros analgésicos nao-opidides sobre a atividade de
neurdnios da parte dorsomedial do nucleo ventral do talamo provocada pela estimulagéo
supramaxima de nociceptores aferentes no nervo tibial (nervo sural). Todas as drogas
estudadas (morfina, salicilato de lisina, dipirona e aminofenazona), menos o paracetamol,
diminuiram, de maneira dependente da dose, a atividade dos neurdnios do nicleo ventral do
talamo. Neste estudo, Carisson e colaboradores propdem que analgésicos nao-opidides
também produzem efeitos analgésicos centrais, tendo, no entanto, propriedades centrais
menores que a morfina.

O trabalho realizado por Vlaskovska e colaboradores, em 1989, fornece evidéncias de

que o efeito analgésico da dipirona esta relacionado a indugdo da liberagao de B-endorfina e

que o pico maximo da atividade antinociceptiva coincide com a liberagdo maxima deste
opidide enddgeno. O mesmo trabalho demonstrou ainda que uma administragdo combinada
de dipirona e verapamil (bloqueador de canais de calcio) prolonga o efeito antinociceptivo e
inibe a sintese de PGE2 de forma distinta, interferindo em varios mecanismos de modulagao
da dor.

Monitorando a produgdo de metabdlitos da ciclooxigenase e da lipoxigenase de
células polimorfonucleares in vitro, Abbate e colaboradores (1990), verificaram que a dipirona
produz uma inibigcao significativa da atividade destas enzimas, na mesma faixa de dose que
produz analgesia in vivo.

A NG-monometil-L-arginina (inibidor da o6xido nitrico sintase) e o azul de metileno
(inibidor da guanilato ciclase solavel) preveniram o efeito antinociceptivo da dipirona
enquanto que o MY5445 (inibidor de fosfodiesterase) potencializou sua atividade, no estudo

realizado por Duarte e colaboradores (1992). De posse dessas informagdes, os autores
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propuseram, pela primeira vez, a possivel participagéo da via da L-arginina - 6xido nitrico -
GMPc no efeito analgésico da dipirona.

De acordo com Shimada e colaboradores (1994), a dipirona ou seus principais
metabdlitos, 4-metilaminofenazona e 4-aminofenazona, sao efetivos em inibir a febre, por
diminuir a sintese de prostaglandinas tanto no sistema nervoso central quanto no periférico.
Impossibilitando a sintese de prostaglandinas, necessaria para impedir a pirese, a dipirona
teria, por extensao, efeito antinociceptivo pelo mesmo mecanismo.

Utilizando um modelo de monoartrite aguda em gatos e ratos, Neugebauer e
colaboradores (1994) observaram que a dipirona diminuiu a atividade espontanea e induzida
da maioria (89%) dos neurdnios da medula espinhal. Neste estudo, os autores sugerem que a
neuronal aferente, ou seja, que a medula espinhal & seu principal sitio de ag&o.

Em 1994, Tortorici e Vanegas demonstraram que a dipirona, quando aplicada na
substancia cinzenta periaquedutal de ratos, aumenta o tempo decorrido entre o inicio da
incidéncia do estimulo térmico sobre a cauda e a retirada desta do feixe luminoso emitido
pelo aparelho utilizado no teste de retirada da cauda (tail flick), ou seja, aumenta o tempo de
laténcia no teste O mesmo estudo mostra também evidéncias de que a dipirona interfere na
resposta ao estimulo térmico projetado na cauda dos animais por afetar as células off e on da
medula ventromedial rostral, que estdo envolvidas na transmisséo do estimulo nociceptivo.

Ferreira, em 1993, discorre sobre a possibilidade da atividade anti-hiperalgésica da
dipirona ser causada pela interferéncia com a via L-arginina - éxido nitrico - GMPc, uma vez
que a sensibilizagdo dos nociceptores é resultado de um aumento da concentragdo de
AMPc/Ca* nos neurdnios sensoriais e esta alteragao no nivel de AMPc pode colaborar para

a estimulagéo desta via.
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O efeito analgésico e antiinflamatério da dipirona foi estudado por Tatsuo e
colaboradores (1994), comparando a atividade da dipirona, indometacina e dexametasona em
um modelo de inflamagéao cronica em ratos. De suas observagdes, os autores concluiram que
a dipirona tem mecanismo de agao diferente, ndo relacionado com a inibigao da atividade das
ciclooxigenases, para reduzir a hiperalgesia e o edema neste modelo. Esta concluséo foi
baseada no fato de que a dipirona apresentou efeito antinociceptivo mais pronunciado do que
o efeito antiedematogénico. Esta atividade foi contraria ao efeito da indometacina e da
dexametasona, que aboliram estes sintomas completa e igualmente. Seus resultados
levaram-no a propor que a dipirona pode ser, em alguns casos, uma alternativa para o
tratamento da dor associada a patologias como artrite.

Utilizando ovelhas normais e ovelhas com inflamagdo cronica, Chambers e
colaboradores (1995) observaram que a dipirona produziu efeito antinociceptivo em relagao a
estimulagao mebénica, além de inibir a produgao de tromboxano B2. O efeito durou cerca de 2
a 3 horas com a atividade ahtinociceptiva maxima em torno de 30 min. Além disso,
antagonistas de receptores opidides e o> adrenérgicos reverteram a agdo da dipirona,
sugerindo o envolvimento de mecanismos centrais para seu efeito antinociceptivo.

Granados-Soto e colaboradores (1995) observaram que a antinocicepgdo causada
pela dipirona, em um modelo de incapacitagdo motora em ratos, era prevenida pelo
tratamento com a NG-monometil-L-arginina metil éster, sugerindo, do mesmo modo que
Duarte e colaboradores (1992) e Ferreira (1993), a participagdo local da via do L-arginina -
oxido nitrico na antinocicepgao causada pela dipirona.

Em 1996, o grupo de Tortorici observou que a naloxona produziu uma reversao parcial
do efeito antinociceptivo da dipirona no teste de retirada da cauda, quando injetada na
substancia cinzenta periaquedutalv de ratos. Este efeito parece ser localizado, uma vez que a

injecdo de dipirona no nicleo proprio da comissura posterior e na formagéo reticular, laterais
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a substancia cinzenta periaquedutal, ndo causou aumento da laténcia no mesmo teste.
Curiosamente, Akman, em um estudo realizado no mesmo ano (1996) néo observou atividade
antinociceptiva em camundongos tratados com dipirona por via intratecal,
intracerebroventricular ou subcutanea, quando avaliados nos testes de retirada da cauda e
placa quente. No entanto, quando avaliada em relagdo as contragdes abdominais induzidas
pelo acido acético, a dipirona, administrada através das mesmas vias, apresentou atividade
antinociceptiva que, da mesma forma que no estudo realizado por Tortorici, foi revertida pelo
pré-tratamento com naloxona. Os Unicos fatores que podem ocasionar a diferenga observada
nos estudos realizados por Tortorici e Akman s3o as espécies de animais utilizadas e o
protocolo experimental. De acordo com Vlaskovska (1989), os resultados acima descritos
levam a supor que a atividade analgésica da dipirona pode envolver a liberagdo de opidides
endogenos.

Administrada pelas vias intratecal, intraperitoneal ou intraplantar, ao contrario da via
intracerebrovenrtricular, a dipirona apresentou atividade anti-hiperalgésica dependente da
dose em relagéo a hiperalgesia induzida pela inje¢ao intraplantar de prostaglandina em ratos
(Lorenzetti e Ferreira, 1996). De modo semelhante ao observado no ano anterior por
Granados-Soto e colaboradores e por Duarte e colaboradores, em 1992, este efeito
desaparece quando os animais sdo pré-tratados topicamente com L-nitro-N-arginina ou azul
de metileno, sugerindo que a atividade antinociceptiva da dipirona pode resultar de efeitos
centrais e periféricos em neurdnios sensoriais primarios através da estimulagdo da via L-
arginina — 6xido nitrico - GMPc. O que surpreende neste estudo é que o efeito antinociceptivo
da dipirona foi revertido por inibidores da ¢xido nitrico sintase e da guanilato ciclase,
substancias as quais alguns autores também atribuem atividade antinociceptiva (MOORE et

al., 1991; MELLER e GEBHART, 1992; YAMAMOTO et al., 1993; SAKURADA et al., 1996).
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Jones (1996) verificou que inje¢des de dipirona no nucleo magno da rafe provocam
um aumento dependente da dose no tempo de laténcia de ratos avaliados em relagdo a
nocicepgéo térmica, no teste de retirada da cauda. Estes resultados sugerem que a dipirona
modula neurbnios bulboespinhais no nicleo magno da rafe, inibindo, assim, os reflexos
nociceptivos espinhais.

Em 1997, Vanegas e colaboradores sugeriram que pelo menos parte da diminuigao
das respostas nociceptivas provocadas pelas drogas antiinflamatérias n&o esteroidais .é
oriunda da ativagao supraespinhal de vias modulatorias eferentes. Em seu trabalho, observou
que a dipirona, injetada na substancia cinzenta periaquedutal, foi capaz de deprimir a
excitagcdo nociceptiva de neurbnios sensoriais espinhais por ativar vias inibitérias
descendentes.

Utilizando um modelo de dor visceral, Taylor e colaboradores (1998), vérificaram que
a dipirona e a morfina, administradas conjuntamente em doses subanalgésicas a ratos, tém
seus efeitos antinociceptivos potencializados e que antagonistas opidides ndo séo capazes
de reverter este -efeito. | Do mesmo modo que antagonistas opiéides administrados
isoladamente, a associagdo de morfina e dipirona diminuiu a indugao bilateral de c-Fos
causada pelo acido acético nas laminas superficiais (I-11) do corno dorsal da medula espinhal,
quando comparada aos tratamentos individuais. Assim como observado por Akman em 1996,
Taylor néo verificou efeito antinociceptivo da dipirona no modelo de estimulag&o térmica das
patas de ratos.

Recentemente, um efeito interessante foi creditado a dipirona, a atividade
anticonvulsivante em modelos de convulstes induzidas por eletrochoque ou sons (em animais
suscetiveis ou n&o) (Doretto et al., 1998). Esta atividade parece ser especifica para a
dipirona, ja que outras DAINES como a indometacina, a aspirina e o diclofenaco néo

apresentaram a mesma atividade. A diferenga entre o efeito da dipirona e das outras drogas
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pertencentes a mesma classe pode ser um indicio da possibilidade de realmente existir um
mecanismo de agéo alternativo para a dipirona, possivelmente central, além da inibigdo da
sintese de prostaglandinas.

Como descrito acima, néo estdo completamente esclarecidos os mecanismos através
dos quais a dipirona exerce seus efeitos antinociceptivos. Varios mecanismos tém sido
propostos para explicar suas ag¢des antinociceptivas e antiinflamatérias, incluindo a
estimulagéo ou inibigdo central®, inibicdo da transmissdo do impulso nociceptivo na medula
espinhal®, inibigdo da liberagdo de substancias que podem provocar dor'0, indugdo da
liberagao de opidides endégenos'!, modulagéo da via L-arginina - 6xido nitrico - GMPc'2 até a
inibigao da sintese de prostaglandinas tanto no sistema nervoso central quanto periférico?s.

Neste trabalho ser&o abordados alguns aspectos sobre a atividade antinociceptiva da
dipirona, administrada através de diversas vias e avaliada em diversos modelos de
nocicepgao térmica e quimica. Também serdo investigados, através do uso de técnicas
farmacolégicas e neuroquimicas, possiveis mecanismos adicionais responsaveis pela sua

atividade analgésica.

2. OBJETIVOS

Os objetivos do presente estudo foram:

1) Avaliar o efeito antinociceptivo da dipirona, administrada através das vias sistémica,

topica, espinhal e supraespinhal, nos modelos de nocicepcdo térmica e quimica,

8 Maiores informagdes veja: Carlsson, 1986; ibid. 1988; Tortorici, 1996; Jones, 1996; Vanegas, 1997
s Maiores informagdes veja: Carlsson, 1987; Neugebauer, 1994; Tortorici, 1993

10 Maiores informagdes veja: De Campos, 1988

u Maiores informagdes veja: Viaskovska, 1989; Akman, 1996

12 Maiores informagdes veja: Duarte, 1992; Ferreira, 1993; Granados-Soto, 1995; Lorenzetti, 1996

13 Maiores informagdes veja: Abbate, 1990; Shimada, 1993; Chambers, 1995
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causada pela formalina, capsaicina e glutamato e na hiperalgesia induzida pela injegéo
espinhal de glutamato em camundongos e

2) investigar, através de técnicas farmacolégicas e heuroquimicas, 0s possiveis
mecanismos que podem estar colaborando para o efeito analgésico da dipirona nestes

modelos.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Foram utilizados camundongos suigos machos, pesando entre 25 e 35 g, e ratos
Wistar machos, pesando entre 120 e 180 g, criados' no Biotério Central da Universidade
Federal de Santa Catarina. Os animais foram mantidos em temperatura controlada (23 + 2
°C), em ciclo 12 h claro/12 h escuro e tratados com agua e ragao ad libitum e permaneceram
no laboratério durante um periodo de adaptacdo de pelo menos 1 h antes dos testes

farmacologicos, realizados geralmente entre 8 e 17 h, a temperatura de 20 + 3 °C.

3.2. Injecio intratecal (i.t.)

A administragdo de drogas através da via i.t. foi feita de acordo com o método descrito
por Hylden e Wilcox (1980), com algumas modificagdes. Inicialmente, os animais foram
levemente anestesiados com éter e foi injetado um volume de 5 uL da droga em analise ou
solugdo salina estéril (NaCl 0,9%, o controle) entre as vértebras L5 e L6, com uma
microseringa conectada a um tubo de poIietiIeno.IAs respostas nociceptivas foram avaliadas

apés 10 min.
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3.3. Injecao intracerebroventricular (i.c.v.)

Para a administragéo de drogas através da via i.c.v., seguiu-se o método descrito por
Laursen e Belknap (1986), com algumas modificagdes. Apds serem levemente anestesiados

com éter, os animais receberam uma inje¢@o contendo 5 plL da droga em analise ou solugéo

salina estéril (NaCl 0,9%, o controle) num dos ventriculos laterais (coordenadas para
localizagao em relagaéo ao bregma: 1 mm lateral, 1 mm rostral, -3 mm vertical). As respostas

nociceptivas foram avaliadas apds 10 min.

3.4. Estudo da atividade antinociceptiva

Os experimentos relacionados a seguir foram realizados com a finalidade de avaliar o
efeito antinociceptivo da dipirona, administrada por diversas vias, sobre modelos de
nocicepgao térmica e quimica, e sobre a hiperalgesia causada pela injecdo intratecal de
glutamato em camundongos. A possibilidade de seu efeitd antinociceptivo estar associado a
efeitos ndo especificos como relaxamento muscular ou sedagdo dos animais também foi

avaliada.

3.4.1. Nocicepgao induzida pela formalina

Com o objetivo de avaliar o efeito antinociceptivo da dipirona, foi utilizado o modelo da
nocicepgéo induzida pela formalina, que permite distinguir dois tipos de dor, uma de origem
neurogénica (estimulagdo direta dos neurdnios nociceptivos - nociceptores) e outra de origem
inflamatdria (caracterizada pela liberagéo de mediadores inflamatérios). O teste da formalina
permite evidenciar estas duas fases»de sensibilidade dolorosa: a primeira, que ocorre durante
os primeiros 5 min apds a injec@o de formalina (dor de origem neurogénica), e a segunda,

que ocorre entre 15 e 30 min ap6s a injegéo de formalina (resposta tnica a dor).

17



O procedimento utilizado foi similar ao descrito anteriormente por Dubuisson e Dennis
(1977) e Shibata et al., (1989), com algumas modificagdes (VAZ et al., 1996). Os animais
receberam 20 ul de formalina 2,5% (0,92% de formaldeido) ou solugao salina (NaCl 0,9%)
sob a superficie plantar (intraplantar; i.pl.) da pata posterior direita e esquerda,
respectivamente. Logo ap6s a injecdo de formalina, os animais foram colocados,
individualmente, sob campanulas transparentes (funis de vidro com 20 cm de diametro) ao
lado de espelhos, para facilitar a observagdo. O tempo que o animal permaneceu lambendo
ou mordendo a pata injetada com forhalina foi medido com um cronémetro durante 30 min e
considerado como indicativo de dor.

Para verificar a duragdo da atividade antinociceptiva da dipirona no modelo da
formalina e obter o tempo ideal de tratamento para a realizagdo dos experimentos
subseqiientes, os animais foram tratados com dipirona através da via i.p. (180,0 umol/kg) e
observados durante 6 h apds sua administragao.

Para avaliar o efeito antinociceptivo da dipirona neste modelo, camundongos foram
tratados com esta droga através das vias intraperitoneal (i.p., 90,0 - 720,0 pmol/kg), 30 min
antes da injegao de formalina, intraplantar (i.pl., 0,1 - 30,0 umol/pata), em co-administragao
com a formalina ou ainda i.t. (0,3 - 3,0 umol/sitio) ou i.c.v. (0,09 - 1,8 umol/sitio), 10 min
antes da injecao de formalina. Os grupos controle receberam o mesmo volume do veiculo
utilizado para diluir a dipirona ou as drogas padréo.

Ao final do tempo de observagdo, os animais foram sacrificados por deslocamento
cervical e as patas posteriores cortadas na jungao tibio-tarsal e pesadas em balanga para
quantificagdo do edema de pata induzido pela formalina. A diferenga entre o peso (em mg) da
pata direita (injetada com formalina) e da pata esquerda (injetada com solugdo salina) foi

considerada como indice de edema.
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3.4.2. Nocicepgao induzida pela capsaicina

A fim de obter outras evidéncias sobre a atividade antinociceptiva da dipirona na dor
de origem neurogénica, camundongos tratados com dipirona através de diversas vias foram
avaliados no modelo da dor induzida pela injegdo intraplantar de capsaicina. O procedimento
utilizado foi similar ao descrito por Sakurada e colaboradores (1992), com algumas
modificagbes (CORREA et al., 1996). Antes do teste, os animais foram colocados
individualmente sob campénulas transparentes (funis de vidro com 20 cm de diametro), que
serviram de camaras de observagdo. Grupos de animais foram tratados com dipirona por via
i.p. (30,0 — 360,0 umol/kg), 30 min antes da, ou i.pl. (0,1 — 30,0 umol/pata) em associagéo
com a inje¢cdo de capsaicina. Em outros experimentos, os animais foram tratados com
dipirona por via i.c.v. (0,09 - 1,8 umol/sitio) ou i.t. (0,3 — 3,0 umol/sitio), 10 min antes, como
descrito anteriormente. Decorrido o tempo necessario para cada via de administragdo, 20 ul
de capsaicina (1,6 ug/pata dissolvida em PBS) foi injetada por via i.pl. Os animais foram
observados individualmente durante 5 min apés a injecdo de capsaicina. O tempo
despendido, pelo animal, lambendo a pata injetada com capsaicina foi cronometrado e

considerado como indicativo de dor.

3.4.3. Nocicepcao e edema de pata induzidos pela inje¢gao
intraplantar de glutamato

Como observado anteriormente por Ferreira et al. (no prelo) e também por Aanonsen
e Wilcox (1987), o glutamato, injetado intratecalmente em camundongos ou ratos, causa
hiperalgesia e comportamento indicativo de nocicepgéo, quando avaliado em modelos de
nocicepcao térmica, como retirada da cauda e placa quente. Da mesma maneira, quando
aplicado intraplantarmente, o glutamato pode causar hiperalgesia (JACKSON et al., 1995).

Levando em consideragado estes relatos, foi avaliada a nocicepgéo induzida pelo glutamato
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quando injetado na superficie plantar da pata traseira direita de camundongos.

Um volume de 20 ul de glutamato (0,3 - 60,0 umol/pata) ou solugéo salina estéril

(NaCl 0,9%) foi injetado por via i.pl e os camundongos foram observados no periodo de 0 a
40 min. Os 40 min foram divididos em periodos de 5 min para facilitar a visualizagdo da
duragdo e de um possivel pico de nocicep¢do durante a observagdo. Apds a injegdo
intraplantar de glutamato, os animais foram colocados imediata e individualmente sob
campanulas transparentes (funis de vidro com 20 cm de diametro), que serviram como
camaras de observagao. O tempo déspendido pelos' animais para lamber ou morder a pata
injetada foi registrado com o auxilio de um cronémetro e considerado como indicativo de
nocicepgao. Apds o tempo de observagdo, os animais foram sacrificados por deslocamento
cervical e as patas cortadas na juncao tibio-tarsal e pesadas em balanga. O edema de pata
foi medido pela comparagéo entre a diferenga de peso da pata tratada com glutamato e da
pata controle (nZo tratada).

A fim de avaliar o efeito da dipirona sobre a nocicep¢ao induzida pelo glutamato,
diferentes grupos de camundongos receberam dipirona i.p. (90,0 — 540,0 pumol/kg) 30 min
antes da injecao de glutamato (30,0 pmol/pata, i.pl.) ou i.pl. (1,0 - 30,0 umol/pata), co-
injetada em associagdo com glutamato. Outros grupos de animais foram tratados com
dipirona por via i.t. (0,3 — 3,0 pmol/sitio) ou i.c.v. (0,1 - 1,8 pmol/sitio). Para investigar se a
antinocicepgdo causada pela dipirona estaria associada a uma atividade antiedematogénica
neste modelo, ao final do tempo de observagdo, os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical e as patas posteriores cortadas na jungao tibio-tarsal, como descrito
acima, para quantificagdo do edema de pata induzido pelo glutamato. A diferenga entre o
peso (em mg) da pata direita (injetada com glutamato) e da pata esquerda (ndo tratada) foi

considerada como indice de edema.
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3.4.4. Teste de retirada da cauda (fail flick)

O teste de nocicepgao térmica induzida por um feixe luminoso no aparelho de retirada
da cauda (tail flick, Albarsch, modelo Tail-Flick Analgesia Meter) foi utilizado para medir a
faténcia dos animais ao estimulo térmico, de acordo com o método descrito anteriormente por
D'Amour e Smith (1941), com algumas modificagbes. Foi medido o tempo de reagdo (s) a
exposicao da cauda a um feixe luminoso (90 watts), ou seja, o tempo que o animal leva para
retirar a cauda exposta ao feixe luminoso. Camundongos foram tratados com dipirona (0,6 -
1,2 mmol/kg, i.p.), morfina (26,6 umol/kg, s.c.) ou solugdo salina (NaCl 0,9%) 30 min antes e
submetidos ao teste, respondendo ao estimulo luminoso focalizado na cauda, retirando ou
sacudindo-a, e dessa forma, expondo imediatamente a fotocélula do aparelho. O tempo de
reagao .foi registrado, consecutivamente, no intervalo de 30 min apds os tratamentos e
considerado como periodo de laténcia. Um tempo maximo de 20 s foi adotado para evitar
possiveis danos teciduais. Os animais foram selecionados 24 h antes dos experimentos,

tomando como base sua reagao ao teste (5,0 £ 0,4 s).

3.4.5. Teste da placa quente

O teste da placa quente foi utilizado para avaliar a laténcia dos animais ao estimulo
térmico, de acordo com o método descrito anteriormente por Eddy e Leimbach (1953), com
algumas modificagdes. Neste experimento, o aparelho de placa quente (Ugo Basile, modelo-
DS 37) foi mantido a 56 £+ 1 °C. Camundongos foram tratados com dipirona (0,3 - 0,9
mmol/kg, i.p.), morfina (26,6 pumol/kg, s.c.) ou solugdo salina (NaCl 0,9%) 30 min antes e
colocados em um cilindro de vidro com 24 cm de diametro sobre uma superficie aquecida. O
tempo decorrido entre a colocagdo do animal na superficie aquecida e o aparecimento das
reagdes de balangar, morder ou lamber as patas, ou ainda de tentar subir na parede do

cilindro foi registrado e considerado como indice de laténcia. Um tempo maximo de 30 s foi
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utilizado para prevenir possiveis danos teciduais. Cada animal foi testado 24 h antes do teste

a fim de obter uma resposta basal (5,0 £ 0,3 s) e eliminar os animais que apresentaram uma

laténcia alta na temperatura utilizada.

3.4.6. Hiperalgesia induzida pelo giutamato

Para testar a hipétese de que os aminoacidos excitatorios estariam envolvidos na
antinocicebgéo causada pela dipirona, esta foi administrada a camundongos através de
diversas vias e avaliada sobre as respostas hiperalgésicas causadas pelo giutamato
administrado espinhalmente (100,0 nmol/sitio, i.t.) em camundongos. Os experimentos foram
realizados como descrito anteriormente por Aanonsen e Wilcox (1987), com algumas
modificagbes (FERREIRA, no prelo). A resposta nociceptiva foi medida no aparelho de placa
quente (Ugo Basile, modelo-DS 37), mantido a 50 + 1 °C, como descrito no item anterior. A
resposta hiperalgésica maxima causada pela injegdo intratecal de giutamato foi observada
durante 60 min ap6s a injegdo. Um tempo maximo de 30 s foi utilizado para o teste da placa
quente. Diferentes grupos de animais foram tratados com dipirona por via i.p. (3,0 - 30,0
pmol/kg), i.t. (9,0 - 90,0 nmol/sitio) ou i.c.v. (30,0 — 300,0 nmol/sitio) 30 e 10 min antes da
administragdo de giutamato, com excegdo daqueles pré-tratados pela via i.t., quando a
dipirona foi co-administrada com o giutamato. Os grupos control_e foram tratados com solugéo
salina estéril (NaCl 0,9%) por via i.p., i.t. ou i.c.v. A percentagem do efeito maximo (PEM) da

hiperalgesia induzida pelo giutamato foi calculada da seguinte maneira:

laténcia p6s-droga - laténcia pré-droga
PEM = x 100 %
30 - laténcia pré-droga
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3.4.7. Medida do desempenho motor

Com o intuito de verificar possiveis efeitos relaxantes musculares nao especificos ou
sedativos da dipirona sobre o sistema nervoso central, os animais tiveram seu desempenho
avaliado no teste do rota-rod (ROSLAND et al., 1990). O aparelho de rota rod (Ugo Basile,
Modelo 7600) consiste em um cilindro com 2,5 cm de diametro, subdividido em seis
compartimentos por discos de 25 cm de diametro. O cilindro gira a uma velocidade constante
de 22 rotagdes por minuto. Os camundongos foram selecionados com 24 h de antecedéncia
para eliminar aqueles que nao permaneciam sobre a barra durante dois periodos
consecutivos de 60 s. No dia do experimento, os animais foram tratados com dipirona (1,8
mmol/kg, i.p.) ou com solugdo salina (NaCl 0,9%) 30 min antes de serem submetidos ao teste.
O resultado foi expresso como tempo (s) que os animais permaneceram sobre o rota-rod. O

tempo maximo utilizado foi de 60 s.

3.5. Estudo do mecanismo de acao

Os experimentos relacionados a seguir foram realizados para investigar, através de
técnicas farmacoldgicas e neuroquimicas, os possiveis mecanismos adicionais que podem

estar contribuindo para o efeito analgésico da dipirona.

3.5.1. Participacao do sistema opidide na atividade
antinociceptiva da dipirona no modelo da formalina

Com a intengdo de verificar se a atividade antinociceptiva da dipirona envolve a
participacdo de receptores opidides, os camundongos foram pré-tratados com naloxona (um

antagonista nao-seletivo de receptores opidides, 13,7 pmol/kg, i.p.) e apds 15 min foram
tratados com dipirona (540,0 umol/kg, i.p.), morfina (agonista ndo seletivo de receptores

opidides, 13,3 umol/kg, s.c.) ou solugdo salina estéril (NaCl 0,9%, i.p.). Decorridos 30 min
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apos a administragao de dipirona ou morfina, os animais foram analisados em relagdo a dor
induzida pela inje¢ao intraplantar de formalina (VAZ et al., 1996). Os grupos controle foram

tratados somente com dipirona (540,0 umol/kg, i.p.), morfina (13,3 umol/kg, s.c.), naioxona

(13,7 pmol/kg, i.p.) ou solugao salina estéril (NaCl 0,9%, i.p.).

3.5.2. Participac¢ao do sistema serotoninérgico na atividade
antinociceptiva da dipirona no modelo da formalina

Para avaliar a possivel participagdo da via serotoninérgica eferente no efeito
antinociceptivo causado pela dipirona, os camundongos foram tratados com cloridrato de DL-

p-clorofenilalanina (PCPA, um inibidor da sintese de serotonina, 399,8 umol/kg, i.p.) durante
4 dias consecutivos, antes da administragdo de dipirona (540,0 umol/kg, i.p.), morfina (13,3
umol/kg, s.c.) ou solugao salina estéril (NaCl 0,9%, i.p.). Outro grupo de animais foi tratado,

durante 4 dias consecutivos, com solugdo salina estéril (NaCl 0.9%, ip.), antes da

administragao de dipirona (540,0 umol/kg, i.p.) ou morfina (13,3 pumol/kg, s.c.). Decorridos 30

min da administracdo de dipirona ou morfina, os animais foram avaliados em relagdo a
nocicepgdo induzida pela injegdo intraplantar de formalina. Os grupos controle foram tratados

somente com dipirona (540,0 umol/kg, i.p.), morfina (13,3 umol/kg, s.c.) ou solugdo salina

esteril (NaCl 0,9%, i.p.) (SANTOS et al., 1995).

3.5.3. Participacao da proteina G (sensivel a toxina pertussis) na
atividade antinociceptiva da dipirona no modelo da
formalina

O envolvimento da proteina G (sensivel a toxina pertussis) na atividade
antinociceptiva da dipirona foi avaliado através do tratamento de um grupo de camundongos

com toxina pertussis (produz ADP-ribosilagdo, impedindo a atividade da proteina Gi, 1,0
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ug/sitio, i.c.v.) 7 dias antes da administragdo de dipirona (540,0 pumol/kg, i.p.), morfina (13,3
umol/kg, s.¢.) ou solugéo salina estéril (NaCl 0,9%, i.p.) (SANCHEZ-BLAZQUEZ e GARZON,

1991). A morfina foi utilizada como controle positivo. Outro grupo de animais foi pré-tratado

com solugdo salina estéril (NaCl 0,9%, § ul/sitio, i.c.v.), e 7 dias apos recebeu dipirona

(540,0 umol/kg, i.p.), morfina (13,3 umol/kg, s.c.) ou solugéo salina estéril (NaCl 0,9%, i.p.),

30 min antes da inje¢cdo de formalina. Os grupos controle foram tratados somente com

dipirona (540,0 pmol/kg, i.p.), morfina (13,3 umol/kg, s.c.) ou solugao salina (NaCl 0,9%, i.p.).

3.5.4. Participacao do sistema GABAérgico na atividade

antinociceptiva da dipirona no modelo da formalina

Para investigar uma possivel participagdo do sistema GABAérgico (acido v-

aminobutirico) na atividade antinociceptiva da dipirona, grupos de camundongos foram pré-

tratados com faclofen (um antagonista seletivo de receptores GABAs, 40,0 umol/kg, i.p.), 10
min antes da administragdo de dipirona (540,0 umol/kg, i.p.), baclofen (um agonista seletivo
de receptores GABAg, 4,6 pmol/kg, i.p.) ou solugdo salina estéril (NaCl 0,9%, i.p.). Decorridos

30 min apos a administragdo de dipirona ou baclofen, os animais foram analisados em
relagdo a dor induzida pela injegdo intraplantar de formalina (VAZ et al., 1996). Os grupos

controle foram tratados somente com dipirona (540,0 umol/kg, i.p.), baclofen (4,6 pumol/kg,

i.p.), faclofen (40,0 umol/kg, i.p.) ou solugao salina estéril (NaCl 0,9%, i.p.).

3.5.5. Participacao da via L-arginina - oxido-nitrico na atividade
antinociceptiva da dipirona no modelo da formalina

Em outra série de experimentos, investigou-se a participagdo da via éxido nitrico-L-
arginina no efeito antinociceptivo causado pela dipirona. Os animais foram pré-tratados com

L-arginina (substrato utilizado pela éxido nitrico sintase, 3,4 mmol/kg, i.p.), e ap6és 15 min
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receberam dipirona (540,0 umol/kg, i.p.), NC-nitro-L-arginina (um inibidor da 6xido nitrico
sintase, L-NOARG, 342,0 pmol/kg, i.p.) ou solugdo salina esteril (NaCl 0,9%, i.p.) (SANTOS
et al., 1995; VAZ et al., 1996). As respostas relativas & primeira e segunda fase do teste da
formalina foram avaliadas 30 min apds a administragdo da dipirona ou L-NOARG. Outros

grupos de animais (controle) receberam somente dipirona (540,0 pmol/kg, i.p.), L-NOARG
(342,0 umol/kg, i.p.), L-arginina (3,4 mmol/kg, i.p.) ou solugéo salina estéril (NaCl 0,9%, i.p.)

30 min antes da injecéo de formalina.

3.5.6. Participacao de canais de K,,;, na atividade antinociceptiva
da dipirona no modelo da formalina

Na perspectiva de avaliar um possivel papel dos canais de potassio sensiveis ao ATP
no efeito antinociceptivo da dipirona, os animais foram pré-tratados com glibenclamida (81,0
nmol/sitio, i.c.v.) (um bloqueador de canais de Karp), € apbs 15 min receberam dipirona
(540,0 pmol/kg, i.p.), morfina (13,3 pmol/kg, s.c.) ou solug@o salina estéril (NaCl 0,9%, i.p.)
(RAFFA e MARTINEZ, 1995). A resposta a inje¢cdo de formalina foi avaliada 30 min apos a
administragdo de dipirona, morfina ou solugéo salina. Outros grupos de animais receberam

somente solugdo salina estéril (5 pL/sitio, i.c.v.), 15 min antes da administracdo da dipirona
(540,0 umol/kg, i.p.), morfina (13,3 umol/kg, s.c.) ou solugdo salina estéril (NaCl 0,9%, i.p.)

30 min antes da injecéo de formalina.
3.5.7. Participacao de corticoides endogenos liberados pela
glandula suprarenal na atividade antinociceptiva da

dipirona no modelo da formalina

Uma possivel participagdo dos glicocorticoides endégenos no efeito antinociceptivo da

dipirona foi verificada através da remog&do das glandulas suprarenais de camundongos. Os
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animais foram anestesiados com 2,2,2-tribromoetanol (0,25 g/kg, i.p.) e ambas glandulas
supra-renais foram removidas através de uma incis&o dorsal, como descrito por Vaz (1996).
Apos a cirurgia, os animais foram recolocados em suas caixas, com acesso a comida e
bebida ad libitum, mas a agua foi substituida por solugdo salina (NaCl 0,9%) para manter a
concentrag@o plasmatica fisiologica de sédio. Em outro grupo de animais foi realizada a
incisdo dorsal, mas as glandulas supra-renais foram preservadas (“falso-operados”). Da
mesma maneira que os animais adrenalectomizados, estes foram recolocados em suas
caixas e tiveram livre acesso a comida e bebida.

Apo6s uma semana, os animais dos dois grupos receberam dipirona (540,0 umollkg,
i.p.) ou solugéo salina estéril (NaCl 0,9%, i.p.), 30 min antes da injecdo de formalina. Os

animais “falso-operados” foram utilizados como controle.

3.5.8. Participacao do sistema adrenérgico na atividade
antinociceptiva da dipirona no modelo da formalina

Grupos de camundongos foram pré-tratados com prazosin (antagonista seletivo de

adrenoceptores a4, 0,4 umol/kg, i.p.) para verificar a participagédo do sistema adrenérgico na
atividade antinociceptiva da dipirona. Ap6s 10 min, receberam dipirona (540,0 umol/kg, i.p.),
fenilefrina (agonista seletivo de adrenoceptores a1, 49,1 pumollkg, i.p.) ou solugdo salina
estéril (NaCl 0,9%, i.p.). Decorridos 30 min da administragéo de dipirona, fenilefrina ou salina,
os animais foram examinados em relagdo a dor induzida pela inje¢do intraplantar de
formalina. Outro grupo de animais foi pré-tratado com ioimbina (antagonista seletivo de
adrenoceptores oz, 0,4 pmol/kg, i.p.). Apds 10 min, os animais foram tratados com dipirona
(540,0 umol/kg, i.p.), clonidina (agonista seletivo de adrenoceptores a2 3,7 umol/kg, i.p.) ou

solugdo salina estéril (NaCl 0,9%, i.p.) (SANTOS et al., 1995; VAZ et al., 1996). Os grupos

controle foram tratados somente com dipirona (540,0 umol/kg, i.p.), prasozin (0,4 umol/kg,
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i.p.), fenilefrina (49,1 pmol/kg, i.p.), ioimbina (0,4 umol/kg, i.p.), clonidina (3,7 umol/kg, i.p.)
ou solugao salina estéril (NaCl 0,9%, i.p.).

3.6. Efeito da dipirona sobre as oxido nitrico sintases constitutiva

e neuronai

3.6.1. Preparacao da 6xido nitrico sinta#e constitutiva neuronai
(nNOS)

O procedimento utilizado foi descrito anteriormente por Knowles e colaboradores
(1990). Os' cerebelos de cinco ratos, mortos por decapitagdo, foram retirados e
homogeneizados com um triturador de tecidos em uma solugédo (1:5 m/v) contendo 50 mM
de tampéo Tris-HCI, pH 7,4, 1 mM de acido etilenodiaminotetraacético (EDTA), 1 mM de
ditiotreitol (DTT), 10 mg/mL de inibidor de tripsina de feijdo de soja, 2 mg/mL de aprotinina
e 320 mM de sacarose a 4 °C. O homogenato foi centrifugado a 4 °C a 10.000 g durante 20

min e o sobrenadante foi aliquotado e congelado a -70 °C (a atividade da nNOS mantém-se

durante varias semanas apos a prepara¢ao). Em ambas preparagdes de NOS (constitutiva e
induzida), a concentragdo de proteinas foi determinada pelo método de Lowry e

colaboradores (1951).
3.6.2. Preparacao da oxido nitrico sintase induzida (iNOS) de

macrofagos e medida da sua atividade

Os macrofagos foram coletados da cavidade peritoneal de camundongos pré-
tratados (4 dias) com 2 mL de tioglicolato (3% m/v em agua). Para a obtengéo da iNOS, as
células (5 x 107) foram incubadas em garrafas (75 cm2) com RPMI'4. Depois de 2 h de

incubagdo a 37 °C com 5% de CO, as células nao aderentes foram removidas por

" meio de cultura confendo: 100 pg/mL de estreptomicina, 100 U/mL de penicilina, 1 mM de glutamina, 20 mM de
HEPES e 10% de soro fetal bovino
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lavagem. Para a indugéo da formagéao de iNOS, lipopolisacarideo de E. coli (LPS, sorotipo

026:B6) 100 ng/mL e interferon y 20 U/mL, foram adicionados a uma aliquota de meio

fresco. As células foram novamente incubadas por mais 16 h, raspadas e centrifugadas a
250 g durante 10 min. O sobrenadante foi descartado, as células foram resuspensas em um
meio de homogeneizagao e congeladas a -70 °C em aliquotas. Para a medida da atividade
enzimatica, uma aliquota foi descongelada e as células foram rompidas por ultra-som e

centrifugadas a 10.000 g durante 10 min a uma temperatura de 4 °C. O sobrenadante foi

utilizado como fonte de iNOS.

3.6.3. Ensaio da atividade da iNOS e nNOS

As atividades das NOSs foram medidas pela sua capacidade em converter [*H] L-
arginina em [3H] L-citrulina. O procedimento utilizado foi originalmente descrito por Bredt e
Snyder (1990) e modificado por Wolff e Datto (1992). O meio de reagéo padrdo contém 50 mM
de KH2POq4, pH 7,2, 1,2 mM de MgClz, 0,25 mM de CaCl;, 60 mM de L-valina, 1,2 mM de L-
citrulina, 2,5 uM de [3H] L-arginina (1,6 pCi/mL) 1 mM de ditiotreitol (DTT), 4 uM de flavina
adenina dinucleotideo (FAD), 4 uM de flavina mononucleotideo (FMN), 10 uM de
tetrahidrobiopterina (TBHs) e 120 uM de nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH,
forma reduzida), na presencga ou auséncia de dipirona. As reages foram iniciadas pela adigéo
da preparagéo de enzima. Apés 1 h de incubagdo na temperatura ambiente, as reagdes foram
interrompidas com a adig&o de uma resina de troca catiénica AG 50 W-X8. As amostras foram
centrifugadas a 10.000 g durante 5 min e aliquotas do sobrenadante misturadas ao liquido de
cintilagdo e contadas. As atividades das NOSs foram obtidas pela subtragdo da atividade
independente de célcio (medida na presenca de 1 mM de &cido etileno glicol tetraacético -

EGTA).
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3.7. Efeito da dipirona sobre a uniao especifica (binding) de [°*H]

giutamato

Camundongos foram mortos por decapitagao e os cortices cerebrais foram dissecados,
pesados e homogeneizados em 20 volumes de uma solugao de sacarose 0,32 M, Tris/HCI 10
mM, pH 7,4 e MgCI2 1 mM em um Potter de vidro contendo duas vazas. O homogeneizado foi
centrifugado a 1.000 g durante 15 min. O sobrenadante (S1) dessa centrifugagao foi separado e
mantido em gelo. O precipitado, contendo a fragao nuclea_r detritos celulares e um pouco de
mielina, foi resuspenso no mesmo volume de tampdo utilizado inicialmente e centrifugado
novamente a 1.000 g durante 15 min. O segundo precipitado foi desprezado, o sobrenadante
(S2) misturado a S1, e a mistura centrifugada a 27.000 g, durante 15 min. O precipitado
resultante foi resuspenso em 20 volumes de tampao Tris/HCI 1 mM, pH 7,4, onde permaneceu
no gelo durante 60 min, depois deste periodo foi submetido & centrifugagdo a 27.000 g durante
15 min. O precipitado resuspenso em tampao Tris/HCI 10 mM, pH 7,4 e centrifugado a 27.000 g
durante 15 min (SOUZA e RAMIMREZ, 1991), procedimento que foi repetido trés vezes. O
precipitado resultante da terceira lavagem foi resuspenso em tampéo Tris/HCI 10 mM, pH 7,4
de forma a obter uma concentragéo proteica em torno de 2,0 mg de proteina por mL.

As membranas foram congeladas a -70 °C até o uso. No dia do experimento de unido
especifica (binding) propriamente dita, as membranas foram descongeladas rapidamente a 37
°C. A membrana foi resuspensa em potter com trés volumes de tampao Tris/HCI 10 mM, pH
7,4. Adicionou-se Triton X-100 na concentragdo final de 0,04% e as membranas foram pré-
incubadas a 37 °C durante 30 min. Ap6s este periodo, as membranas permaneceram no gelo
durante 5 min, e em seguida foram centrifugadas a 27.000 g durante 15 min. O precipitado foi
lavado trés vezes com tampao Tris/HCI 10 mM, pH 7,4. As membranas foram resuspensas em
tampao Tris/HCI 10 mM e a concentragdo de proteinas foi determinada pelo método de Lowry e

colaboradores (1951). Os ensaios de unidao especifica (binding) de [*H] glutamato foram
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realizados em triplicata em um volume total de 0,5 mL contendo 0,1 mL de membrana (0,2 - 0,3
mg proteina), tampé&o Tris/HCI 50 mM, pH 7,4, ligante radioativo ([*H] glutamato, 53 Ci/mmol) 40
nM, na presenga ou auséncia de dipirona (concentragdo na ordem de 10 a 1000 uM). A unido

especifica (binding) inespecifica foi realizada da mesma maneira, com excegao de que 40 pM

de glutamato nao-radioativo (displacer ou deslocador) foi acrescentado ao meio de incubagao.

Apds 15 min de incubagao a 30 °C, as membranas foram centrifugadas a 12.000 g durante 25

min foi utilizada para separar o [3H] glutamato nao ligado as membranas. O sobrénadante foi
descartado, as paredes dos tubos Eppendorf e as superficies dos pellets foram completa e
cuidadosamente lavadas com &gua deionizada gelada. As amostras foram misturadas ao
liquido de cintilag@o e contadas. A unido especifica (binding) especifica foi calculado como a
diferenga entre os valores da unido especifica (binding) na auséncia e na presenga do
glutamato né&o-radioativo. Os resultados representam a média de frés experimentos

independentes.

3.8. Drogas e solucoes utilizadas

As seguintes substancias foram utilizadas: formalina, cloridrato de morfina (Merck, AG,
Darmstadt, Alemanha), .dipirona, acido L-giutamico, cloridrato de DL-p-clorofenilalanina metil
éster, toxina pertussis, 2,2,2-tribromoetanol, cloridrato de ioimbina, cloridrato de clonidina,
cloridrato de fenilefrina, L-arginina, NC-nitro-L-arginina (Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA),
prazosin (Pfizer, NY, EUA), cloridrato de naloxona (Dupont, Garden City, EUA), capsaicina
(Calbiochen, San Diego, USA), glibenclamida, baclofen e faclofen (Research Biochemicals
International, Natick, EUA). [3H] glutamato (53 Ci/mmol) e [3H] L-arginina (64 Ci/mmol) foram
adquirido.s da Amersham International, U.K. Todas as drogas foram preparadas imediatamente
antes do uso em solugao salina (NaCl 0,9% w/v), com excegdo da capsaicina, que foi preparada

em etanol absoluto. A concentragéo final de etanol ndo excedeu 5% e ndo causou qualquer

efeito per se. Nos estudos neuroquimicos, as drogas foram dissolvidas em agua de Milli Q.
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3.9. Analise estatistica

Os resultados estao apresentados como a média + erro padréo da média (E.P.M., 95%),
exceto os valores de Dlsp (a dose ou concentragdo da droga capaz de reduzir em 50% as
respostas nociceptivas em relagdo ao valor controle) que estdo apresentadas como as médias
geometricas acompanhadas de seus respectivos limites de confianga de 95%. A diferenga
estatisticamente significativa entre os grupos foi avaliada através de andlise de variancia
seguida pelo teste de mlltiplas comparagdes de Dunnett ou pelo teste de Newmann Keuls,
quando apropriado. Valores de P menores que 0,05 (P < 0,05) foram considerados como
indicativos de significancia. Os valores de Dlsg foram determinados por interpolagéo grafica dos

resultados de experimentos individuais.

4. RESULTADOS

4.1. Estudo da atividade antinociceptiva

4.1.1. Nocicepgio induzida pela formaiina

A fim de verificar a duragdo do efeito antinociceptivo da dipirona, quando administrada
através da via i.p., e para determinar o tempo ideal para a realizagdo dos experimentos
subseqientes, um grupo de camundongos recebeu dipirona (180,0 umol/kg) e foi avaliado no
modelo da formaiina durante 6 horas. Os dados apresentados na figura 2 mostram que sua
atividade antinociceptiva foi observada ja a partir de 30 minutos apés sua administragéo e

durou cerca de 2 horas neste teste.
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Figura 2 - Duragdo do efeito antinociceptivo da dipirona (180 umol/kg), quando administrada

por via intraperitoneal, em relag&o a primeira (A) e a segunda fase (B) da nocicepgdo induzida

pela inje¢do intraplantar de formalina (2,5% em 20 pl) em camundongos. Cada grupo

representa a média de 6 - 8 animais e as linhas verticais os E.P.M. Difere significativamente do
grupo controle, *P<0,05 e **P<0,01.

Os resultados apresentados na figura 3 mostram que a dipirona causou inibi¢do
dependente da dose e significativa tanto das respostas fase neurogénica (0 a 5 min) quanto
da fase inflamatoéria (15 a 30 min) da nocicepgao induzida pela formalina. Essa atividade
antinociceptiva foi observada quando a dipirona foi administrada por via i.p. (90,0 - 720,0
umol/kg), 30 min antes, ou i.pl., co-administrada com a formalina (0,1 - 30,0 pmol/pata). Os
valores médios das Disos para a primeira fase foram 154,5 (99,9 - 238,8) umolkg e 2,6 (0,8 -
8,4) umol/pata, respectivamente. Para a segunda fase, os valores das Dlsgs foram 263,7
(234,0 - 296,9) umol/kg e 1,2 (0,2 - 9,2) umol/pata, respectivamente. As inibigdes maximas
observadas; em relagdo as respostas controle, foram 74 + 2% e 57 £ 5% na primeira fase e
91 £ 1% e 100% na segunda fase, respectivamente (ver tabela 1, pagina 59).

Administrada por via i.t. (0,3 - 3,0 umol/sitio) ou i.c.v. (0,09 - 1,8 umol/sitio) 10 min

antes, a dipirona também produziu inibigdo dependente da dose e significativa de ambas

33



fases da dor induzida pela formalina (figura 4). Os valores médios das Dlses (umol/sitio) para
a atividade da dipirona, administrada por via i.t., na primeira e a segunda fase da dor induzida
pela formalina foram 1,3 (0,9 - 1,8) e 0,9 (0,6 - 1,4) umol/sitio, respectivamente. As inibigdes
maximas observadas, em relag&o as repostas controle, foram 61 + 3% e 86 + 7% na primeira
e segunda fase, respectivamente. Os valores médios das Disgs (umol/sitio) para a atividade
da dipirona, administrada por via i.c.v., na primeira e a segunda fase da dor induzida pela
formalina foram 0,4 (0,3 - 0,7) e 0,4 (0,3 - 0,5) umol/sitio, respectivamente. As inibigdes
maximas observadas, em relagdo aos respectivos controles, foram 68 £ 7% e 82 + 8% na

primeira e segunda fase, respectivamente (tabela 1).
Independente da via de administracdo, a dipirona ndo demonstrou efeito significativo
sobre o0 edema de pata associado a fase inflamatéria do teste da formalina (resultados nao

apresentados).
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Figura 3 - Efeito antinociceptivo causado pela dipirona, quando administrada por via
intraperitoneal (i.p., painéis superiores) ou intraplantar (i.pl., painéis inferiores), em relagéo a
primeira (A) e a segunda fase (B) da nocicep¢do induzida pela inje¢do intraplantar de
formalina (2,5% em 20 pl) em camundongos. Cada grupo representa a média de 6 - 16

animais e as linhas verticais os E.P.M. Difere significativamente do grupo controle, **P<0,01.
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Figura 4 - Efeito antinociceptivo causado pela dipirona, quando administrada por via intratecal
(i.t., painéis superiores) ou intracerebrocentricular (i.c.v, painéis inferiores), em relagdo a
primeira (A) e a segunda fase (B) da nocicepgdo induzida pela injegdo intraplantar de
formalina (2,5% em 20 pl) em camundongos. Cada grupo representa a média de 6 - 10

animais e as linhas verticais os E.P.M. Difere significativamente do grupo controle, **P<0,01.

36



37

4.1.2. Nocicepc¢ao induzida pela capsaicina

Os dados apresentados na figura 5 demonstram que a dipirona, administrada através
das vias i.p. (30,0 - 360,0 umol/kg), 30 min antes, ou i.pl. (0,1 - 10,0 umol/pata), injetada em
associagao com capsaicina (1,6 mg em 20 pl), mostrou atividade antinociceptiva significativa

e dependente da dose em camundongos quando avaliada no modelo da dor induzida pela

capsaicina. Os valores médios das Dlses foram 207,6 (179,5 - 240,0) umol/kg e 2,2 (0,5 - 9,2)
pmol/pata, respectivamente. As inibicdes maximas observadas, em relagdo as respostas

controle, foram 70 £ 8% e 66 + 8%, respectivamente (tabela 1).
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Figura § - Efeito antinociceptivo causado pela dipirona, quando administrada por via
intraperitoneal (i.p., A), 30 min antes, ou intraplantar (i.pl., B) em co-administragdo com a
capsaicina, em relagéo a nocicepgao induzida pela inje¢do intraplantar de capsaicina (1,6 ug
em 20 pL) em camundongos. Cada grupo representa a média de 6 - 10 animais e as linhas

verticais'os E.P.M. Difere significativamente do grupo controle, *P<0,05 e **P<0,01.



A administragao i.t. (0,3 - 3,0 umol/sitio) ou i.c.v. (0,09 - 1,8 umol/sitio) de dipirona,
10 min antes, também causou efeito antinociceptivo significativo e dependente da dose em
camundongos quando avaliada no modelo da dor induzida pela injec&o intraplantar de
capsaicina (figura 6). Os valores médios das Disos (umol/sitio) foram 0,4 (0,3 - 0,6) e 0,14
(0,11 - 0,19), respectivamente. As inibigbes méaximas observadas, em relagao as respostas

controle, foram 68 + 4% e 80 + 5%, respectivamente (tabela 1).
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Figura 6 - Efeito antinociceptivo causado pela dipirona, quando administrada por via intratecal
(i.t., A) ou intracerebroventricular (i.c.v., B), em relagdo a nocicepgéo induzida pela inje¢éo
intraplantar de capsaicina (1,6 pg em 20 pul) em camundongos. Cada grupo representa a
média de 6 - 10 animais e as linhas verticais os E.P.M. Difere significativamente do grupo

controle, **P<0,01.
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4.1.3. Nocicepcio e edema de pata induzidos pela injecao
intrapiantar de glutamato

Quando injetado por via i.pl., em camundongos, o giutamato (0,3 — 60,0 umol/20 pl)

induziu uma resposta nociceptiva de maneira dependente da dose (figura 7), caracterizado
por um comportamento de lamber, agitar, morder e elevar a pata injetada. Os periodos de 5
min foram agrupados em trés intervalos para facilitar a visualizagdo do pico do
comportamento nociceptivo apresentado pelos animais. Avresposta nociceptiva induzida pela
injecdo intrapiantar de glutamato foi mais evidente nos primeiros 15 min, diminuindo
gradativamente dos 15 aos 30 min e sendo praticamente ausente entre os 30 e 40 min. Dessa
forma, o periodo de tempo de 15 min iniciais foi escolhido para avaliar o efeito da dipirona
sobre a nocicepgao e edema de pata induzidos pelo glutamato. O valor médio da Dlso (e limite
de confianga de 95%) para este efeito, calculado entre 0 a 15 min, foi correspondente a 2,6
(1,6 - 4,3) umol/pata. A resposta nociceptiva maxima (84,8 £ 13,2 s) ao glutamato foi

observada na dose de 60,0 umol/pata.

Além disso, a inje¢ao intrapiantar de glutamato também causou aumento dependente

da dose do volume das patas, com valor médio de Dlso de 0,5 (0,4 — 0,7) umol/pata e o

edema méaximo observado foi 70,5 + 3,9 mg, na dose de 10,0 pmol/pata (figura 7).
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Figura 7 - Curva dose-resposta de nocicepgdo e edema de pata causados pela injegéo
intraplantar de glutamato (0,3 - 60,0 umol/pata) ou solugédo salina estéril (NaCl 0,9%) em
camundongos. Cada grupo representa a média de 12 animais e as linhas verticais os E.P.M.

Difere significativamente do grupo controle, **P<0,01.
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Os resultados da figura 8 demonstram que, do mesmo modo que em outros modelos
de nocicepgao, a dipirona produziu inibicdo significativa e dependente da dose da dor
induzida pela inje¢do intraplantar de glutamato (30,0 umol/20 ul) em camundongos. Esta
atividade antinociceptiva foi observada quando os animais foram tratados com dipirona por
via i.p. (90,0 - 540,0 umol/kg) 30 min antes da inje¢&o intraplantar de glutamato ou i.pl. (1,0 -
30,0 umol/pata), em co-injegao, associada ao glutamato (figura 8 A e B, respectivamente). Os
valores médios das Dlsos foram 118,6 (147,6 - 241,0) e 6,3 (4,2 - 9,7), respectivamente. As
inibicbes maximas observadas, em relagéo aos grupos controle, foram 86 + 7% e 57 + 3%,
respectivament'e (tabela 1, pagina 59).

A dipirona também foi capaz de inibir, de maneira dependente da dose e significativa,
a nocicepgao induzida pela injegado intraplantar de glutamato (30,0 pumol/20 pl) em
camundongos quando administrada através das vias i.t. (0,3 - 3,0 umol/sitio) e i.c.v. (1,0 -
30,0 pmoI/sitfo), 10 min antes da aplicagao de glutamato (figura 8 C e D, respectivamente).
Os valores médios das Dlsos (umol/sitio) foram 12 (0,8 - 1,8) e 0,3 (0,2 - 0,5),
respectivamente. As inibigdes maximas observadas, em relagdo aos grupos controle, foram
57 + 5% e 71 + 8%, respectivamente (tabela 1).

Independente da via de administragdo utilizada, a dipirona nédo apresentou efeito
significativo sobre o edema de pata éssociado a injecdo intraplantar de glutamato, (resultados

nao apresentados).
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Figura 8 — Efeito da dipirona administrada por via intraperitoneal (i.p., A), intraplantar (i.pl., B),
intratecal (i.t., C) ou intracerebroventricular (i.c.v., D), em relagdo a nocicepgao induzida pela
injecdo intraplantar de glutamato (30,0 umol em 20 pL). Cada grupo representa a média de 6
- 10 animais e as linhas verticais os E.P.M. Difere significativamente do grupo controle,
*P<0,05 e **P<0,01.



4.1.4. Teste da retirada da cauda (fail flick) e da placa quente

O ftratamento dos animais com dipirona (0,3 - 1,2 mmol/kg, i.p.) causou efeito
antinociceptivo, quando analisado nos teste de retirada da cauda e da placa quente,
verificado através do aumento do tempo de laténcia dos animais quando avaliados nestes

modelos (figura 9). A morfina (26,6 umol/kg, s.c.) causou efeito antinociceptivo importante

quando avaliada nos mesmos testes.
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Figura 9 - Efeito do tratamento com dipirona (i.p.), morfina (s.c.) ou solugao salina estéril em
relagdo a nocicepgao termica induzida pelo teste de retirada da cauda (A) e placa quente (B)
em camundongos. Cada grupo representa a média de 8 - 16 animais e as linhas verticais os

E.P.M. Difere significativamente do grupo controle, **P<0,01.
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4.1.5. Hiperalgesia induzida pelo glutamato

A dipirona foi efetiva em inibir, de maneira dependente da dose, a hiperalgesia
induzida pela inje¢do i.t. de giutamato (100,0 nmol/sitio) quan}do administrada por via i.p. (3,0
- 30,0 umol/kg), i.t. (9,0 - 90,0 nmol/sitio) ou i.c.v. (30,0 — 300,0 nmol/sitio) (figuras 10 e 11).
Os valores médios das Dlsos (calculados aos 5 min) foram 9,0 (6,8 - 11,9) umol/kg, 93,9
(70,8 - 124,8) nmol/sitio e 28,7 (24,2 — 34,0) nmol/sitio, respectivamente (tabela. 2). As
inibicbes maximas observadas, em relagdo aos grupos controle, foram 100%. Quando
adminiétrada isoladamente, nas mesmas doses que foi efetiva em inibir a hiperalgesia
induzida pelo glutamato, a dipirona n&o causou efeito antinociceptivo no teste da placa

quente (resultados ndo apresentados).

20- —o— Veiculo i.p.
—=— Dipirona 3,0 umol/kg, ip.
0+ —o— Dipirona 9,0 umol/kg, ip.
. —=— Dipirona 30,0 umol/kg, i.p.
g 20 —o— Veiculo i.t. + veiculo ip.
E
& 40
-60.

| U ] 3 ] I
0 15 30 45 60

Tempo (min)

Figura 10 - Efeito da dipirona administrada por via intraperitoneal, em relagéo a hiperalgesia
induzida pelo giutamato (100,0 nmol/sitio) em camundongos. Cada grupo representa a média
de 6 - 8 animais e as linhas verticais os E.P.M. Difere significativamente do grupo controle,
*P<0,05 e **P<0,01.
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Figura 11 - Efeito da dipirona administrada por via intracerebroventricular (A) e intratecal (B)
em relagao a hiperalgesia induzida pelo glutamato (100 nmol/sitio) em camundongos. Cada

grupo representa a média de 6 - 8 animais e as linhas verticais os E.P.M. Difere

—o— Veiculo i.c.v.
—e— Dipirona 30,0 nmoV/sitio, i.c.v.
—o— Dipirona 90,0 nmol/sitio, i.c.v.

—s— Dipirona 300,0 nmol/sitio, i.c.v.

—o— Veiculo i.t. + veiculo i.c.v.

—o— Veiculo i.t. (glutamato 100,0 nmol/sitio)

—s— Dipirona 9,0 nmol/sitio, i.t.
—o— Dipirona 30,0 nmol/sitio, i.t.
—s— Dipirona 90,0 nmolsitio, i.t.
—o— Veiculo i.t.

significativamente do grupo controle, *P<0,05 e **P<0,01.
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4.1.6. Medida do desempenho motor

A dipirona, até a dose de 1,8 mmol/kg, administrada i.p., 30 min antes do teste, ndo
alterou significativamente a resposta motora dos animais. A resposta controle no teste do
rota-rod foi 60 s em relagdo a 60 s na presenga da dipirona (N= 8) (resultados nao

apresentados).

4.2. Estudo do mecanismo de agao

4.2.1. Participacao do sistema opidide na atividade
antinociceptiva da dipirona no modelo da formaiina

O pre-tratamento dos animais com naioxona (antagonista nao seletivo de receptores

opidides, 13,7 umol/kg, i.p.) causou reversdo completa do efeito antinociceptivo da morfina
(agonista nao seletivo de receptores opidides, 13,3 umol/kg, s.c.). No entanto, o pré-
tratamento com naioxona n&o alterou a antinocicepgao causada pela dipirona (540,0 umol/kg,

i.p.), quando analisada em relagdo a dor induzida pela formaiina (figura 12).

4.2.2. Participacao do sistema serotoninérgico na atividade
antinociceptiva da dipirona no modelo da formalina

Os dados apresentados na figura 13 mostram que o tratamento dos animais com DL-
p-clorofenilalanina (PCPA, inibidor da sintese de serotonina, 399,8 pumol/kg, i.p., durante 4
dias consecutivos) ndo causou alteragéo significativa da atividade antinociceptiva da dipirona

(540,0 wmol/kg, i.p.) quando analisada em relagao a dor induzida pela formaiina.
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Figura 12 - Influéncia do pré-tratamento de camundongos com naloxona sobre o efeito

antinociceptivo causado pela dipirona ou morfina em relagio a primeira (A) e segunda fase

(B) da nocicep¢do induzida pela injegdo intraplantar

de formalina (2,5% em 20 ul). Cada

grupo representa a média de 6 - 8 animais e as linhas verticais os E.P.M. Difere

significativamente do respectivo grupo controle, **P<0,01.
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Figura 13 - Influéncia do pré-tratamento de camundongos com DL-p-clorofenilalanina metil

éster sobre o efeito antinociceptivo causado pela dipirona ou morfina em relagéo a primeira

(A) e segunda fase (B) da nocicepgao induzida pela injegdo intraplantar de formalina (2,5%

em 20 pl). Cada grupo representa a média de 6 - 10 animais e as linhas verticais os E.P.M.

Difere significativamenie do respectivo grupo controle, *P<0,05.
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4.2.3. Participacao da proteina G (sensivel a toxina pertussis) na
atividade antinociceptiva da dipirona no modelo da

formalina

0 trétamento dos animais com toxina pertussis 7 dias antes do teste diminuiu

significativamente o efeito antinociceptivo da morfina (13,3 umol/kg, s.c.) quando analisada

em relagdo a dor induzida pela inje¢do de formalina. Contudo, a atividade antinociceptiva da

dipirona (540,0 umol/kg, i.p.) ndo foi alterada significativamente pelo tratamento com toxina

pertussis, quando avaliada no mesmo modelo (figura 14).

4.2.4. Participacao do sistema GABAérgico na atividade
antinociceptiva da dipirona no modelo da formalina

Conforme mostram os resultados apresentados na figura 15, o pré-tratamento dos

animais com faclofen (antagonista seletivo de receptores GABAg, 40,0 umol/kg, i.p.), 10 min

antes, causou reversao completa da atividade antinociceptiva do baclofen (agonista seletivo

de receptores GABAg, 4,6 pmol/kg, i.p.). O mesmo pré-tratamento ndo causou alteragao
significativa da antinocicepgao induzida pela dipirona (540,0 umol/kg, i.p.) quando analisada

em relagdo a dor induzida pela inje¢do de formalina.
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Figura 14 - Influéncia do pré-tratamento de camundongos com toxina pertussis sobre o efeito
antinociceptivo causado pela dipirona ou morfina em relagéo a primeira (A) e segunda fase
(B) da nocicepgao induzida pela injegdo intraplantar de formalina (2,5% em 20 pl). Cada
grupo representa a média de 6 - 8 animais e as linhas verticais os E.P.M. Difere

significativamente do respectivo grupo controle, **P<0,01.
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Figura 15 - Influéncia do pré-tratamento de camundongos com faclofen sobre o efeito
antinociceptivo causado pela dipirona ou baclofen em relagéo a primeira (A) e segunda fase
(B) da nocicepgdo induzida pela injegdo intraplantar de formalina (2,5% em 20 plL). Cada
grupo representa a média de 6 - 14 animais e as linhas verticais os E.P.M. Difere

significativamente do respectivo grupo controle, **P<0,01.
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4.2.5. Participacao da via L-arginina - éxido-nitrico na atividade
antinociceptiva da dipirona no modelo da formaiina

O pré-tratamento dos animais com L-arginina, (substrato da 6xido nitrico sintase, 3,4
mmol/kg, i.p.), 15 min antes, n&o alterou a atividade antinociceptiva da dipirona (540,0
pumol/kg, i.p.) quando analisada em relagéo a dor induzida pela inje¢édo de formaiina. O efeito
antinociceptivo da NG-nitro-L-arginina (um inibidor da oxido nitrico sintase, L-NOARG, 342,0
umol/kg, i.p.) foi quase que completamente revertido pelo pre-tratamento dos anirhais com L-

arginina, no mesmo modelo (figura 16).

4.2.6. Participacao de canals de K,;, na atividade antinociceptiva
da dipirona no modelo da formalina

A participagdo de canais de potassio sensiveis a ATP na antinocicep¢ao causada pela

morfina (13,3 pmol/kg, s.c.) fica evidente pela reversdo do seu efeito antinociceptivo com o

pré-tratamento dos animais com glibenclamida (bloqueador de canais de Kawe, 81,0
nmol/sitio, i.c.v.). Entretanto, o mesmo pré-tratamento nao modificou o efeito antinociceptivo
causado pela dipirona (540,0 umol/kg, i.p.), quando analisada em relagao a dor induzida pela

formaiina (figura 17).
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Figura 16 - Influéncia do pré-tratamento de camundongos com L-arginina sobre o efeito
antinociceptivo causado pela dipirona ou NG-nitro-arginina em relagdo a primeira (A) e
segunda fase (B) da nocicep¢ao induzida pela injegéo intraplantar de formalina (2,5% em 20
ul). Cada grupo representa a média de 6 - 18 animais e as linhas verticais os E.P.M. Difere

significativamente do respectivo grupo controle, **P<0,01.
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Figura 17 - Influéncia do pré-tratamento de camundongos com glibenclamida sobre o efeito
antinociceptivo causado pela dipirona ou morfina em relagdo a primeira (A) e segunda fase
(B) da nocicepgao induzida pela inje¢ao intraplantar de formalina (2,5% em 20 uL). Cada
grupo representa a média de 6 - 14 animais e as linhas verticais os E.P.M. Difere
significativamente do respectivo grupo controle, **P<0,01.
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4.2.7. Participacao de corticéides endégenos liberados pela
glandula suprarenal na atividade antinociceptiva da
dipirona no modelo da formalina

Os resultados apresentados na figura 18 mostram que a remogdo das glandulas
supra-renais ndo foi capaz de alterar significativamente o efeito antinociceptivo da dipirona
(540,0 umol/kg, i.p.) quando analisada uma semana apds a cirurgia em relagdo a dor induzida

pela formalina em camundongos. Os animais “falso-operados” serviram como controle.

4.2.8. Participacao do sistema adrenérgico na atividade
antinociceptiva da dipirona no modelo da formalina

O pre-tratamento dos animais com prazosin (antagonista seletivo de adrenoceptores

a1, 0,4 umol/kg, i.p.), 10 min antes, reverteu completamente o efeito antinociceptivo causado
pela fenilefrina (agonista seletivo de adrenoceptores a1, 40,0 umol/kg, i.p.), quando analisada

em relagdo a dor induzida pela formalina. Do mesmo modo, o pré-tratamento dos animais

com ioimbina (antagonista seletivo de adrenoceptores a2, 0,4 umol/kg, i.p.), 10 min antes,

reverteu completamente o efeito antinociceptivo induzido pela clonidina (agonista seletivo de

adrenoceptores a2, 3,7 umol/kg, i.p.). Nenhum dos antagonistas de adrenoceptores (prazosin
ou ioimbina) foi capaz de interferir na atividade antinociceptiva da dipirona (540,0 umol/kg,

i.p.) quando analisada em relagéo a dor induzida pela formalina (figura 19).
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Figura 18 - Influéncia da adrenalectomia dos camundongos sobre o efeito antinociceptivo
causado pela dipirona em relagéo a primeira (A) e segunda fase (B) da nocicepgao induzida
pela injegéo intraplantar de formalina (2,5% em 20 uL). Cada grupo representa a média de 6-

8 animais e as linhas verticais os E.P.M.
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Figura 19 - Influéncia do pré-tratamento de camundongos com prazosin e ioimbina sobre o
efeito antinociceptivo causado pela dipirona, fenilefrina ou clonidina em relagéo a primeira (A)
e segunda fase (B) da nocicepgéo induzida pela injeg&o intraplantar de formalina (2,5% em 20
ul). Cada grupo representa a média de 6 - 10 animais e as linhas verticais os E.P.M. Difere

significativamente do respectivo grupo controle, **P<0,01.



4.3. Efeito da dipirona sobre as 6xido nitrico sintases constitutiva
e neuronai

Tendo em vista que o pré-tratamento dos animais com L-arginina nao influenciou o
efeito antinociceptivo da dipirona, foi avaliada a influéncia direta desta sobre as atividades

das o6xido nitrico sintases constitutiva e induzida. A dipirona (3,0 — 90,0 uM) nao causou

alteracdo significativa sobre a atividade de ambas as dxido nitrico sintases (figura 20).
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Figura 20 - Efeito de concentragdes crescentes de dipirona sobre a atividade das éxido
nitrico sintases constitutiva (A) e induzida (B). A atividade enzimatica foi medida pela
capacidade de conversao de [3H] L-arginina em [*H] L-citrulina. Os resultados s&o

representados pela média de 4 experimentos e cada experimento foi feito em duplicata.
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4.4. Efeito da dipirona sobre a uniao especifica (binding) de [*H]

glutamato

Os resultados representados na figura 21 mostram que a dipirona (10,0 =1000,0 uM)
produziu modesta, porém significativa inibicdo da unido especifica (binding) do [*H] giutamato
em membranas de cortex cerebral de camundongos. A percentagem maxima de inibigao
(37+3%) foi observada com 1000,0 uM de dipirona. A dipirona também causou inibico
similar da unido especifica (binding) de [*H] giutamato membranas de cortex cerebral de ratos

(resultados néo apresentados).
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Figura 21 — Efeito de concentragdes crescentes de dipirona (10,0 — 1000,0 uM) sobre a unido
especifica (binding) de [®H] giutamato em membranas de cértex cerebral de camundongos.
Cada ponto representa a média de trés experimentos independentes (cada experimento
realizado em ftriplicata) e as linhas verticais indicam os E.P.M. Difere significativamente do
grupo controle, *P<0,05 e **P<0,01. '



Tabela 1 - Valores médios das Dlses e inibigdes maximas, em relagdo aos grupos controle,
para a atividade antinociceptiva da dipirona na nocicep¢do induzida pela formalina,

capsaicina e glutamato em camundongos.

Dipirona Formalina
Primeira fase . Segunda fase
Dlse2 IM Dlsea IM
(%)°® (%)°
i.p. (wmol/kg) 154,5 (99,9 - 238,8) 743 . 263,7 (234,3-296,9)  94+3
i.pl. (umol/pata) 2,6 (0,8 - 8,4) 5745 1,2(0,2-9,2) 100
i.c.v. (umol/sitio) 0,4(0,3-0,7) 687 0,4 (0,3-0,5) 82+8
i.t. (umol/sitio) 1,3(0,9-1,8) 61+3 0,9 (0,6 - 1,4) 8617
Capsaicina
Dlse2 IM (%) b
i.p. (umol/kg) 207,6 (179,5 — 240,0) 7247
i.pl. (umol/pata) 2,2(05-9,2) 6618
i.c.v. (umol/sitio) 0,14 (0,11 -0,19) 8045
i.t. (umol/sitio) 0,4 (0,3-0,6) 68+4
Glutamato
Dlse2 IM (%) ®
i.p. (umol/kg) 118,6 (147,6 - 241,0) 86+7
i.pl. (umol/pata) 6,3(4,2-9,7) 5743
i.c.v. (umol/sitio) 0,3(0,2-0,5) 7148
i.t. (umol/sitio) 1,2(0,8-1,8) 5745

Observagao: Cada valor representa a média de 6 a 10 animais. @Dlsos com seus respectivos
limites de confianga (95%), bInibigdes maximas.



Tabela 2 - Valores médios das Dlses e inibigdes maximas, em relagdo aos grupos controle,

para a atividade antinociceptiva da dipirona na hiperalgesia induzida pelo glutamato em

camundongos.
Dipirona Glutamato
[Dse2 IM (%) b
i.p. (umol/kg) 9,0 (6,8-11,9) 100
i.t. (nmol/sitio) 28,7 (24,2 - 34,0) 100
i.c.v. (nmol/sitio) 93,9 (70,8 - 124,8) 100

Observagao: Cada valor representa a média de 6 a 10 animais. 2Dlsos com seus respectivos
limites de confianga (95%), binibigdes maximas.

S. DISCUSSAO

Os resultados aqui apresentados demonstram a atividade antinociceptiva da dipirona,
administrada por via sistémica, topica, espinhal ou supraespinhal em modelos de nocicepgao
térmica e quimica, e sobre a hiperalgesia causada pelo glutamato, em camundongos. Além
disso, através de abordagens farmacolégicas e neuroquimicas, este estudo fornece novas
evidéncias sobre os possiveis mecanismos que podem contribuir para explicar a atividade
antinociceptiva e antihiperalgésica da dipirona.

A dipirona inibiu, de maneira significativa e dependente da dose, as duas fases da dor
induzida pela injecdo intraplantar de formalina, que possivelmente representam tipos
diferentes de dor (segdo 4.1.1). Acredita-se que a primeira fase é causada pela estimulagéo
direta dos nociceptores, e a dor produzida por esta estimulagéo sé pode ser controlada por
analgésicos que atuam sobre o sistema nervoso central, como os opio6ides. A segunda fase

da dor induzida pela formalina estd associada a resposta inflamatéria, que envolve a
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producdo de prostaglandinas e outros mediadores inflamatérios, e portanto pode ser
controlada pelas drogas pertencentes a classe dos antilnflamatérios esteroidais e nao
esteroidals ou ainda por analgésicos que atuam centralmente (HUNSKAAR e HOLE, 1987). A
maioria das drogas pertencentes as classes dos antiinflamatérios esteroidais (como a
dexametasona) e nao esteroidais (como a indometacina e o naproxeno), é reconhecidamente
mais eficaz em bloquear as dores de origem inflamatoria, uma vez que a inibi¢ao da atividade
das ciclooxigenases reduz a inflamagdo e, conseqilientemente, a dor causada pelos
mediadores inflamatérios. A dipirona apresentou praticamente a mesma poténcia,
comparando-se as Dlsps, para inibir a fase neurogénica (primeira fase) e a fase inflamatéria
(segunda fase) da resposta algica induzida pela formalina, apesar de ser significativamente
mais eficaz em relagdo a segunda fase, dependendo da via de administragdo. A eficacia da
atividade antinociceptiva apresentada pela dipirona na primeira fase do modelo da formalina's
poderia justificar sua utilidade clinica principalmente nos casos de dor pds-operatoria e na
indugdo da anestesia (STEFFEN et al., 1996a; 1996b; 1997). Os resultados relacionados a
primeira fase do modelo da formalina, que sugerem uma atividade sobre o sistema nervoso
central, estdo de acordo com trabalhos realizados anteriormente, por Carisson e
colaboradores em 1986, Tortorici e Vanegas em 1994 e Jones em 1996. Outrossim, de modo
semelhante ao observado por estes pesquisadores, a dipirona, administrada por via
intraperitoneal, em altas doses, causou aumento significativo e dependente da dose no tempo
de laténcia de camundongos em dois modelos de nocicepgao térmica, a placa quente e
retirada da cauda (segdo 4.1.4). Curiosamente, Akman e colaboradores (1996) obtiveram
resultados que mostravam que a dipirona nao aumenta o tempo de laténcia dos animais nos

testes de retirada da cauda e da placa quente.

15 57 a 74% de inibigao, conforme a via de administrag&o.
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Conforme os resultados apresentados, a antinocicepgao produzida pela dipirona néo é
relacionada com suas propriedades antiinflamatérias, uma vez que, nas doses e vias de
administragédo testadas, a dipirona n&o inibiu a formagdo do edema de pata associada a
segunda fase da nocicepgéo induzida pela formalina. Diversos pesquisadores tém relatado
que o edema de pata induzido pela formalina envolve a liberagao de varios mediadores, como
cininas, prostaglandinas, aminoacidos excitatérios e éxido nitrico (HALEY e WILCOX, 1990;
CODERRE e MELZACK, 1992; YAMAMOTO e YAKSH, 1992 a, b; CORREA e CALIXTO,
1993; CORREA et al., 1996).

A nocicepgao induzida pela capsaicina &€ muito similar a primeira fase da nocicepgao
induzida pela formalina, ou seja, corresponde provavelmente a estimulagdo direta dos
nociceptores periféricos, embora a capsaicina possua receptores especificos, os receptores
vaniloides do tipo 1 (RV1), que estéo presentes principalmente nos ganglios da raiz dorsal da
medula espinhal e no ganglio do trigémio (CATERINA et al., 1997). Os receptores vaniloides
séo acoplados a um canal idnico permeavel a cations mono e divalentes (ordem de
permeabilidade: calcio > magnésio > sodio ~ potassio ~ césio), que, quando aberto, produz
em uma despolarizagdo e excitagdo dos neurodnios. A dipirona administrada através das vias
intraperitoneal, topica, espinhal ou supraespinhal também causou antinocicepgao importante®
neste modelo (se¢do 4.1.2), possivelmente por inibir a transmissdo do estimulo nociceptivo na
medula espinhal, como ja sugerido em estudos realizados por Carlsson e Jurna em 1987,
Neugebauer e colaboradores em 1994 e Tortorici e Vanegas em 1993. Sakurada e
colaboradores, em estudos realizados em 1996 (a e b), mostraram que a nocicep¢ao induzida
pela inje¢éo intraplantar ou intratecal de capsaicina pode ser mediada, pelo menos em parte,
pela produgéo de 6xido nitrico, liberagdo de substancia P, neurocinina A, CGRP, glutamato e

aspartato na medula espinhal. Dependendo da via de administragao utilizada, a dipirona foi

16 66 a 80% de inibigao, conforme a via de administragao
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equipotente em prevenir a nocicepgdo induzida pela inje¢do intraplantar tanto de formalina
quanto capsaicina. Em relagdo a Dlso, no teste da formalina, a dipirona foi cerca de 13 a 541
vezes menos potente que a morfina, mas cerca de 5 a 10 vezes mais potente que a aspirina e
acetaminofeno, dependendo da via de administragdo utilizada (VAZ et al., 1996).

A antinocicepgdo potente .e dependente da dose causada pela dipirona, quando
administrada sistémica, intraplantar, espinhal e supraespinhalmente, em relagéo a nocicep¢ao
induzida pela formalina e a capsaicina, € particularmente relevante, j& que a maioria das
DAINES testadas sao ineficazes em prevenir a resposta neurogénica induzida tanto pela
formalina (primeira fase) quanto pela capsaicina (SHIBATA et al., 1989; MALMBERG e
YAKSH, 1992; CORREA e CALIXTO, 1993; VAZ et al., 1996; SANTOS et al., 1998). Tais
evidéncias sugerem que a dipirona pode ter um mecanismo adicional interessante para sua
acdo analgésica, além da conhecida habilidade de inibir os produtos da ciclooxigenase
derivados da via do acido araquidénico (FERREIRA et al., 1978; ABBATE et al., 1990;
SHIMADA et al., 1994).

Nos dltimos anos, foi demonstrado que dentre os varios neurotransmissores
-endégenos envolvidos nas reagdes nociceptivas, figuram os aminoacidos excitatorios,
especialmente glutamato e aspartato, atuando em receptores NMDA (N-metil-D-aspartato) e
nao-NMDA. Os receptores chamados de ndo-NMDA subdividem-se em metabotrépico, cainato
e a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol-propidnico (AMPA). O mecanismo de transdugdo
relacionado as respostas mediadas pela ativagao dos receptores de aminoacido excitatorios
ja foi bastante estudado. NMDA, cainato e AMPA s&o acoplados a canais ibnicos enquanto
que os receptores metabotropicos séo acoplados a proteina Gs (NAKANISHI e MASU, 1994;
DICKENSON, 1995; HUDSPITH, 1997). Estes receptores sdo de fundamental importancia
para a transmissao da dor aguda e cronica. A transmissao mediada pelas fibras C apds

estimulos breves, mecanicos ou térmicos, parece envolver somente a ativagao de receptores
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AMPA, enquanto que os receptores NMDA somente sdo ativados se o estimulo persistir ou
sua fregliéncia e/ou intensidade forem aumentadas.

Diversos trabalhos tém mostrado que existe uma intensa liberagdo de aminoacidos
excitatorios na medula espinhal, principaimente glutamato e aspartato, apds a injegao
intraplantar de formalina (OMOTE et al., 1998; MALMBERG e YAKSH, 1995; TEOH et al.,

1996), capsaicina (SAKURADA et al., 1996a; TEOH et al., 1996; JURANEK e LEMBECK,
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1997) ou substancia P (JURANEK, 1997 e LEMBECK). Outros estudos mostram que os _

aminoacidos excitatorios provocam um comportamento nociceptivo quando injetados local ou
intratecalmente (AANONSEN, 1987; JACKSON, 1985; SAKURADA, 1996; ZHOU, 1996; LIU,
1997). Levando-se em considerag@o estes relatos e o fato de que os antagonistas de
receptores NMDA e ndo-NMDA causam antinocicepgdo no modelo da formalina (MURRAY,
1991; NASSTROM, 1992), avaliamos o efeito da dipirona na nocicepgdo induzida pelo
glutamato, injetado intraplantarmente, em camundongos. De acordo com as informagGes
encontradas na literatura, a administragéo topica de glutamato induziu um comportamento
tipico de nocicepgao, semelhante ao provocado pela inje¢éo intraplantar de formalina ou
capsaicina. De forma dependente da dose e do tempo, o glutamato fez com que estes
animais mantivessem a pata suspensa e proxima ao corpo, associada com despender tempo
lambendo, agitando ou mordendo-a; sinais evidentes de desconforto. Além de provocar dor, a
aplicagao topica de glutamato na pata de camundongos induziu também, de maneira
dependente da dose, a formagcao de edema. Administrada através das vias sistémica, topica,
espinhal e supraespinhal, a dipirona foi capaz de inibir'7 esta nocicepgao induzida pelo
glutamato, o que fornece indicios sobre a possibilidade de seu mecanismo de ag&o estar

relacionado pelo menos em parte com os aminoacidos excitatorios (segédo 4.1.3).

7 57 a 86% de inibigao, conforme a via de administragdo



Também tem sido demonstrado que aminoacidos excitatérios, administré;dos
intratecalmente, causam hiperalgesia térmica em ratos e camundongos (AANONSEN, 1987;
FERREIRA, J., 1999) e quando administrados subcutaneamente NMDA, AMPA e cainato
resultam em hiperalgesia mecénica e alodinia (ZHOU, 1996). Antagonistas de receptores
NMDA e ndo-NMDA séo efetivos em inibir as respostas hiperalgésicas e a alodinia induzida
por diversos mediadores como a carragenina e o adjuvante completo de Freund (HALEY,
1992; REN, 1992 e 1996). Em baixas doses administradas por via intraperitoneal,
intracerebroventricular ou intratecal, a dipirona diminuiu, de maneira dependente da dose, a
hiperalgesia induzida pela injegdo intratecal de glutamato em camundongos (segao 4.1.5).
Estes resultados complementam os anteriores descritos na literatura (LORENZETTI, 1985;
LOPEZ-MUNOZ, 1994) e indicam que a dipirona, & semelhanga da morfina, e diferente da
maioria das DAINES, parece exercer um efeito direto sobre a transmissao dolorosa, como ja
sugerido por Carlsson e Jurna (1987), Neugebauer et al. (1994) e Tortorici e Vanegas (1993).
Portanto, a possibilidade de um efeito modulatério da dipirona sobre a liberagdo e/ou agao
dos aminoacidos excitatorios ndo pode ser descartada e necessita de uma investigagao mais
profunda.

Examinamos ta.mbém, se a antinocicep¢do causada pela dipirona poderia estar
cerebral de ratos e camundongos. Apesar da atividade antinociceptiva e anti-hiperalgésica
apresentada pela dipirona administrada por via sistémica, espinhal e supraespinhal quando
avaliada em relagdo a nocicepgdo e hiperalgesia induzidas pelo glutamato, essa droga,
somente em altas concentragdes, inibiu parcialmente!® a ligagdo do glutamato a seus
receptores em membranas corticais de ratos e camundongos (secéo 4.4). Tais resultados

sugerem que a atividade antinociceptiva da dipirona n3o parece estar associada

% inibigdo de 37%
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exclusivamente a inibigao direta dos sitios de ligagdo do glutamato, e provavelmente esta
associada a modulag&o pré- ou pds-sinaptica da liberagao e/ou agao do glutamato.

A ativag@o de receptores NMDA e nao-NMDA ja foi associada a ativagdo da cascata
do é&cido araquiddnico, provavelmente pela ativagdo de uma fosfolipase Az dependente de
calcio e da fosfolipase C (DUMUIS, 1988, 1990). Os aminoacidos excitatorios também ja
foram relacionados & hiperalgesia inflamatéria observada em articulagdes, onde antagonistas
de receptores NMDA e ndo-NMDA reduziram a dor mas ndo o edema relacionado ao
processo inflamatério (LAWAND, 1997) e a maioria das DAINES é capaz de diminuir ambos
sintomas. Tonussi e Ferreira, em 1992 demonstraram que a dipirona foi capaz de diminuir a
sensibilidade dos nociceptores, induzida pela inje¢do intra-articular de carragenina,
corroborando assim com os resultados obtidos neste estudo.

Neste estudo também mostramos que a antinocicepgéo causada pela dipirona nédo
parece ser secundaria a efeitos centrais depressores e/ou ndo especificos, pois mesmo em
altas doses'® demonstrou auséncia de efeitos como incapacitagao ou incoordenagao motora,
que sdo detectaveis no teste do rota-rod (se¢do 4.1.6).

Outros estudos_ farmacolégicos, envolvendo o uso de agonistas e antagonistas, foram
desenvolvidos com o objetivo de fornecer novas evidéncias sobre 0 mecanismo através do
qual a dipirona inibe a resposta algica neurogénica e inflamatéria induzida pela formalina. Os
resultados demonstram que a ativagao da via opidide sensivel a naioxona nédo parece estar
envolvida diretamente na antinocicep¢do causada pela dipirona (se¢do 4.2.1). Alguns
compostos, como a morfina, exercem efeito analgésico por interagir com receptores opidides
mimetizando a agdo dos opidides enddgenos sobre estes receptores. A naloxona, um
antagonista n&o-seletivo de receptores opidides, em condigdes em que reverteu
completamente a antinocicepgao induzida pela morfina, nao foi capaz de reverter a atividade

antinociceptiva da dipirona.



Em relagdo ao mecanismo de transdugéo envolvido na antinocicepgao causada pela
dipirona, os resultados deste estudo demongtram pela primeira vez que esta droga, ao
contrario da morfina, nas mesmas doses antinociceptivas, ndo parece interagir com a
proteina G; sensivel ao pré-tratamento com toxina pertussis. O tratamento dos animais,
através da via intracerebroventricular com uma dose de toxina pertussis que
comprovadamente suprime o efeito antinociceptivo causado pela morfina através da ADP
ribosilagdo (presente estudo; SANCHEZ-BLAZQUEZ, 1991; HERNANDEZ, 1995), néo
apresentou efeito significativo sobre a antinocicepgdo causada pela dipirona quando avaliada
no teste da formalina (segdo 4.2.3). Estes resultados indicam que a antinocicep¢do causada
pela dipirona, ao contrario da morfina, ndo parece estar associada a mecanismos que
envolvem receptores acoplados a proteina G sensivel a toxina pertussis.

Oriundo principalmente dos interneurdnios, o acido y-aminobutirico (GABA) tem um

papel fundamental no controle da dor. Atuando em receptores GABAa (pés-sinaptico) e
GABAs (pré-sinaptico) modula a transmissao aferente da informagdo nociceptiva
principalmente através de mecanismos pré-sinapticos (HAMMOND, 1997). A antinocicepgéo
causada pela dipirona parece ser independente de uma interagdo com receptores GABAs.
Estas conclusdes estdo baseadas no fato de que o faclofen, um antagonista seletivo de
receptores GABAg, reverte significativamente a antinocicepgdo induzida pelo baclofen (um
agonista de receptores GABAs) (MALCANGIO, 1991; VAZ, 1996). No entanto, quando
avaliado no modelo da nocicepgdo induzida pela formalina, o tratamento dos animais com
faclofen nao interferiu na antinocicep¢ao induzida pela dipirona (se¢ao 4.2.4).

Sabe-se que a ativagdo de vias descendentes serotoninérgicas eferentes da medula
espinhal contribui para a atividade analgésica da morfina e de opidides endégenos liberados
pela estimulag&o elétrica de areas como a substancia cinzenta periaquedutal, o nicleo magno

da rafe e outras estruturas da medula ventromedial (MILLAN, 1997). A atividade

19 doses maiores do que as que induziram atividade antinociceptiva em camundongos.
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antinociceptiva da dipirona ndo parece estar relacionada a modulagdo que o sistema
serotoninérgico exerce sobre a transmissdo nociceptiva. O tratamento dos animais com
cloridrato de DL-p-clorofenilalanina (PCPA), um inibidor da sintese de serotonina, na dose em
que reverteu significativamente a antinocicepgao induzida pela morfina, ndo causou alteragéo
significativa da antinocicepgao causada pela dipirona (segéo 4.2.2). Este mesmo tratamento,
porém, é capaz de antagonizar o efeito antinociceptivo de varios tipos de analgésicos como
morfina e DAINES (presente estudo; TABER, 1981; VON VOIGTLANDER, 1984; VAZ, 1996;
VITALE, 1998). No entanto, quando avaliado no modelo da nocicepgdo induzida pela
formalina, o tratamento dos animais com PCPA néo interfere com a antinocicepgéo induzida
pela dipirona.

Diversos analgésicos opidides e nao-opidides tém seus efeitos mediados pela
abertura de canais de potassio sensiveis a variagdo da concentra¢ao intracelular de ATP
(chamados canais Karp). Agonistas seletivos de a-adrenoceptores e opidides causam
antinocicepgao por abrirem canais de potassio em neurdnios (OCANA, 1993). A ativagao de
canais de potassio sensiveis ao ATP parece nao ter um papel importante no efeito
antinociceptivo induzido pela dipirona no teste da formalina. O tratamento dos animais com
glibenclamida, em condigbes em que essa droga reverteu o efeito antinociceptivo causado
pela morfina, ndo foi capaz de reverter a antinocicepgdo causada pela dipirona quando
avaliada em relagdo ao modelo da formalina (RAFFA, 1995; SHEWADE, 1995) (se¢ao 4.2.6).

A ativagdo da Oxido nitrico sintase e a conseqiiente produgdo de Oxido nitrico
desencadeada pela ativagdo do receptor NMDA, parece estar envolvida em estados
dolorosos (MAO, 1992; MELLER, 1993; DICKENSON, 1995; DRAY, 1995). Existem estudos
mostrando que a dipirona reverte, de maneira dependente da dose, a hiperalgesia causada
pela inje¢do subplantar de carragenina e de prostaglandina E; na pata de rato, por um

mecanismo que parece ser modulado pela via da L-arginina - 6xido nitrico (FERREIRA, 1993;
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TONUSSI, 1994; LORENZETTI, 1996). Nossos resultados nao reforgam esta possibilidade e
demonstram que a antinocicepg¢ao causada pela dipirona em relagdo a nocicepgao induzida
pela formalina ndo parece envolver uma interagdo direta com o Oxido nitrico ou com
substancias relacionadas ao 6xido nitrico, ja que o pré-tratamento dos animais com L-
arginina, um precursor do 6xido nitrico (substrato para a éxido nitrico sintase), em condigtes
onde reverteu a antinocicepgao causada pela Né-nitro-L-arginina (um inibidor da oxido nitrico
sintase) (SANTOS, 1995; VAZ, 1996), néo interferiu na antinocicepgao induzida pela dipirona
(segdo 4.2.5). Além disso, a dipirona, mesmo em altas concentragdes in vitro, ndo apresentou
efeito significativo sobre as o6xido nitrico sintases constitutiva e induzida (se¢ao 4.3). Outra
discrepancia entre nossos resultados e os descritos recentemente por Lorenzetti e Ferreira
(1996), € que estes autores observaram a auséncia de efeitos analgésicos centrais da
dipirona quando esta foi testada em relagao a hiperalgesia induzida pela prostaglandina E»
em pata de rato. Em nosso estudo, a dipirona apresentou importante atividade antinociceptiva
quando administrada espinhal e supraespinhalmente. Uma agdo analgésica central da
dipirona também foi sugerida por Carisson e colaboradores (1986) e Carisson e Jurna (1987)
quando foi esta foi avaliada no teste de retirada da cauda. Isto sugere que, dependendo do
modelo de nocicepgado e/ou espécie de animal utilizado, a dipirona pode apresentar diferentes
mecanismos de agdo analgésica ou antihiperalgésica.

O efeito antinociceptivo causado por agonistas de receptores adrenérgicos o1 € a2

nos modelos da formalina e da capsaicina ja foi amplamente descrito por Tasker et al. (1992),
Bentiey et al., (1983), Ueda et al., (1995) e outros. Os resultados aqui apresentados
confirmam estes relatos e demonstram que a atividade antinociceptiva da dipirona nao parece
estar envolvida com a ativagéo de receptores a1 e ao. Essa observagao esta baseada no fato

de que o tratamento dos animais com um antagonista seletivo de adrenoceptores au,

prazosin, em condigdes em que reverteu o efeito antinociceptivo da fenilefrina (agonista
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seletivo de adrenoceptores 1), ndo causou alteragao relevante sobre o efeito antinociceptivo

da dipirona no modelo da formalina. Da mesma maneira, o antagonista seletivo de

adrenoceptores oy, ioimbina, ndo interferiu com a atividade antinociceptiva da dipirona, em

condigbes em que antagonizou completamente o efeito antinociceptivo da clonidina (segéo
4.2.8).

Flower e colaboradores (1986) observaram que a resposta inflamatéria induzida pela
carragenina é reduzida em ratos adrenalectomizados, em relagdo aos “falso-operados”,
quando compararam a exsudagdo e a migragéo celular. A quantidade de eicosandides,
tromboxanos e leucotrienos produzida pela ativagdo das fosfolipases nos exsudatos
inflamatérios também diminuiu significativamente. A antinocicepgdo induzida pela dipirona
ndo parece ser modulada por hormonios secretados pelas glandulas suprarenais, como
indicado pelo fato de que o mesmo efeito antinociceptivo foi observado em animais
adrenalectomizados e “falso-operados” (se¢do 4.2.7).

Com base em estudos comportamentais e eletrofisioldgicos, sabe-se que os
receptores de aminoacidos excitatorios estdo implicados na modulagdo da hiperalgesia
térmica e na nocicepgao apds lesdo nervosa. Dessa maneira, antagonistas seletivos desses
receptores revelam-se analgésicos potentes, embora alguns causem disfungdes motoras em
animais (MAOQ, 1992; EISENBERG, 1993; CODERRE, 1994; FERREIRA, 1994). Os resultados
aqui apresentados demonstram, pela primeira vez, que a antinocicepgdo induzida pela
dipirona pode envolver, pelo menos em parte, sua habilidade em interagir com os
aminoacidos excitatérios. Esta interagdo é demonstrada pelo fato de que a dipirona causou
inibicdo dependente da dose na hiperalgesia induzida pela inje¢ao intratecal de glutamato,
quando a mesma foi administrada por via sistémica, espinhal e supraespinhal em
camundongos. Igualmente ao eféito observado nos modelos de nocicep¢ao induzida pela

formalina e pela capsaicina, a dipirona causou antinocicepgéo quando avaliada em relagdo &
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dor induzida pela inje¢do intraplantar de glutamato na pata de camundongos. A
antinocicepgdo, como descrita nos outros testes de dor e de hiperaigesia realizados, foi
observada em todas as vias de administragdo testadas. E interessante mencionar que a
dipirona, exceto quando administrada por via intracerebroventricular, foi cerca de 14 a 45
vezes mais potente em reverter o efeito hiperalgésico causado pela inje¢do intratecal de
glutamato, do que para apresentar atividade antinociceptiva nos modelos de nocicepgao
induzida pela injegdo intraplantar de formalina, capsaicina e do prépfio glutamato, quando
injetado na pata de camundongos. Tais resultados sugerem um efeito preferencial da dipirona
sobre as acdes hiperalgésicas dos aminoacidos excitatorios. Recentemente, Liu e
colaboradores (1997) relataram que a inje¢do intratecal de NMDA causa nocicepgdo e a
liberagdo de substancia P de fibras sensitivas primarias de pequeno diametro. Estes efeitos
do NMDA também estéo associados a internalizagao dos receptores para a substancia P nos
neurdnios do corno dorsal e alteragbes em sua estrutura (LIU, 1997). Todos estes efeitos
provocados pela injegcao intratecal de NMDA foram antagonizados pelo tratamento com
antagonistas seletivos de receptores NMDA ou receptores do subtipo NKj, bem como pelo
tratamento neonatal dos animais com capsaicina. Estes e outros dados descritos na literatura
(DOUGHERTY, 1991; RUSIN, 1993) demonstram uma complexa interagdo entre os
aminoacidos excitatorios e o sistema taquicininérgico.

Em resumo, os resultados obtidos no presente estudo demonstram que a dipirona

produziu antinocicepgao quando administrada por via sistémica, espinhal e supraespinhal de -

maneira dependente da dose, quando avaliada em relagdo a nocicepgdo induzida pela
formalina, capsaicina e glutamato, bem como na hiperalgesia induzida pela inje¢ao intratecal
de glutamato em camundongos. O mecanismo preciso através do qual a dipirona exerce seu
efeito antinociceptivo ndo esta ainda completamente esclarecido, mas nao parece estar

associado a sua interagao com os receptores GABAg, opidides, sistema serotoninérgico e
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adrenérgico, interagdo com canais de potassio sensiveis ao ATP, via L-arginina - 6xido
nitrico, participaga@o da proteina G sensivel a toxina pertussis ou modulagdo por horménios
secretados pela glandula suprarenal. No entanto, a atividade antinociceptiva da dipirona
parece estar relacionada, pelo menos em parte, a sua capacidade de modular a liberagdo
elou agdo dos aminoacidos excitatérios na medula espinhal. Finalmente, uma interagdo
parcial da dipirona com a ligagdo do glutamato a seus receptores também pode colaborar,

pelo menos em parte, para sua agao antinociceptiva.
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SUMMARY

1 - This study was aimed at investigating further the mechanisms involved in the
antinociception caused by dipyrone, given by intraperitoneal (i.p.), intraplantar (i.pl.),
intrathecal (i.t.) or intracerebroventricular (i.c.v.) routes in various models of chemical and
thermal nociception in mice. We aiso assessed, by use of neurochemical procedures, whether
dipyrone can affect constitutive and induced nitric oxide synthase activity or glutamate
receptor binding.

2 - Dipyrone (90.0 - 720.0 umol/kg, i.p.), caused significant dose-related inhibition of both
phases of formalin-induced nociception (2.5%/20 ulL). The calculated mean IDso values for
effects were 154.5 and 263.7 pmol/kg, respectively. When co-injected locally in association
with formalin, dipyrone (0.1 — 30.0 umol/paw) also produced dose-related inhibition of both
phases of nociceptive responses oin the formalin test, its effect being more potent (about 2-
fold) and more efficacious against the second phase. The calculated mean 1Dso values were
2.6 and 1.2 umol/paw, respectively. Given either by i.c.v. (0.09 — 1.8 umol/site) or i.t. routes
(0.3 - 3.0 umol/site), dipyrone produced dose-dependent and equipotent inhibition of both
phases of the formalin-induced licking. The calculated mean IDso values for these effects were
0.4 and 1.3 pmol/site against the first phase and 0.4 and 0.9 umol/site against the second
phase of the formalin response, respectively. However, independent of the route of
administration used, dipyrone had no significant effect on the paw oedema associated with the
inflammatory phase of the formalin test.

3 - Dipyrone, given i.p. (30.0 — 360.0 pmol/kg), i.pl. (0.1 - 30.0 umol/paw), i.t. (0.3 - 3.0
pumol/site} or i.c.v. (0.09 - 1.8 pmollsite), significantly and dose-dependently inhibited
capsaicin-induced nociception (1.6 ug/20 pl). The calculated mean IDsg values for these
effects were: 207.6 umol/kg, 2.2 pmol/paw, 0.4 umol/site and 0.14 umol/site, respectively.

4 - The i.pl. injection of glutamate (0.3 - 60.0 umol/paw) elicited a dose-dependent noxious
stimulus in mice, characterised by behaviour of licking, shaking, biting or elevating the injected
paw. The nociceptive response induced by i.pl. injection of glutamate was well evident in the
first 15 min, decreasing between 15 - 30 min and was almost absent 30 - 40 min later. The
mean EDso for these effects (calculated between 0 - 15 min) were 2.6 pmol/paw. The maximal
licking response (84.8 + 13.2 s) was observed at a concentration of 30 umol/paw of
glutamate. The maximal nociceptive behaviour remained 15 min after the glutamate injection,
and this time was used in subsequent tests. Furthermore, i.pl. injection of glutamate aiso
caused a dose-related increase in paw volume, with a mean EDso value of 0.5 umol/paw and
the maximal oedema formation of 70.5 + 3.9 mg at a concentration of 10 pmol/paw.

5 - Dipyrone, when administered by i.p. (90.0 - 540.0 umol/kg), i.pl. (1.0 - 30 umol/paw), i.t.
(0.3 - 3.0 umol/site) or i.c.v. (0.1 - 1.8 umol/site) routes dose-dependently prevented
glutamate-induced nociception (30.0 pmol/paw, i.pl.). The estimated mean [Dsp values
obtained for these effects were: 118.6 umol/kg, 6.3 pmol/paw, 1.2 pmolisite and 0.3
pumol/site, respectively. Independent of the route of administration used, dipyrone failed in
reducing significantly the paw oedema caused by the i.pl. glutamate-injection.

6 — Dipyrone (0.3 — 1.2 mmol/kg, i.p.), given 30 min prior, caused a significant increase of the
latency response in both the hot-plate and tail-flick assays. Under similar conditions, morphine
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(26.6 umol/kg, s.c.), used as reference drug and given 30 min before, caused significant and
marked antinociceptive effects in both models.

7 - Dipyrone, given i.p. (3.0 — 30.0 pmol/kg), i.c.v. (30.0 - 300.0 nmol/site) or i.t. (9.0 - 90.0
nmol/site), dose-dependentiy inhibited glutamate-induced hyperalgesia (100 nmol/site, i.t.).
The calculated mean IDso values (estimated at 5 min) were; 9.0 umol/kg, 93.9 nmol/site and
28.7 nmol/site, respectively.

8 - The antinociceptive actlon caused by dipyrone was not influenced by naioxone, L-arginine,

phaclofen, glibenclamide, DL-p-chlorophenylalanine hydrochloride, pertussis toxin, or by
adrenalectomy, when assessed against the formalin assay. lts analgesic action was not
associated with non-specific effects such as muscle relaxation or sedation of animals.

9 — Dipyrone (10.0 — 1000.0 uM) produced modest but significant inhibition of [3H] glutamate
binding in cerebral cortical membranes from both mice and rats. However, dipyrone (3.0 -
90.0 uM) had no significant effect on constitutive and induced nitric oxide synthase activity.

10 — It is concluded that dipyrone produces dose-dependent peripheral, spinal and supraspinal
antinociception when assessed in the neurogenic models of nociception induced by formalin,
capsaicin and glutamate in mice. Its antinociceptive effect seems unlikely to involve the
interaction with L-arginine-nitric oxide pathway, serotonin system, activation of G; protein
sensitive to pertussis toxin, interaction with ATP sensitive potassium channels, GABAs
receptors, or the release of endogenous glucocorticoids. in contrast, its antinociceptive action
seems to involve, at least in part, an inhibition of the glutamatergic receptor binding and/or
action or direct modulation of the hyperalgesic actions of the excitatory aminoacids.
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