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Trabalhos realizados em nosso laboratório, demonstraram que a administração sistêmica do pirazol-

tiazol 2-[5-triclorometil-5-hidroxi-3-fenil-4,5-dihidro-1h-pirazol-1-il] 4-(4 bromofenil)- 5 metiltiazol (B50) 

provocou antinocicepção no teste das contorções abdominais induzidas por ácido acético 0,8%. 

Porém, não se sabe se a ação antinociceptiva do B50 é central ou periférica. Nesse estudo, nós 

investigamos o efeito antinociceptivo da administração intratecal do composto B50 em camundongos 

adultos machos, usando os testes de contorções abdominais induzidos por ácido acético e o teste da 

placa quente a ± 50 ºC. O B50 (200 nmol/5 μl, i.t.) causou antinocicepção 120 minutos depois de sua 

administração no teste das contorções abdominais induzidas por ácido acético e 90 minutos depois 

de sua administração no teste da placa quente. A Naloxona (8,25 μmol/kg, s.c.) reverteu a ação 

antinociceptiva do B50 (200 nmol/5 μl, i.t.) no teste das contorções abdominais induzidas por ácido 

acético, sugerindo que mecanismos opióides estão envolvidos na antinocicepção causada pelo B50. 

Este pirazol-tiazol não alterou a locomoção espontânea e nem a performance dos animais no cilindro 

giratório, indicando que o efeito antinociceptivo do B50 não é relacionado a efeitos motores 

inespecíficos. 
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Pain is a common symptom in the clinical practice. Therefore, novel analgesic drugs, with more 

favorable pharmacological properties have been searched. Previous studies from our group showed 

that the systemic administration of the 2-[5-triclorometyl-5-hidroxy-3-phenyl-4,5-dihydro-1H-pyrazole-

1-yl]-4-(4-bromophenyl)-5-metyl-thiazole(B50) causes antinociception in the acetic acid writhing test. 

However, it is not know whether such an antinociceptive action involves central or peripheral 

mechanisms. In this study we investigated the antinociceptive effect of the intrathecal administration of 

the new pyrazole derivative 2-[5-triclorometyl-5-hidroxy-3-phenyl-4,5-dihydro-1H-pyrazole-1-yl]-4-(4-

bromophenyl)-5-metyl-thiazole (B50) in adult male mice, using the acetic acid writhing induced by 

acetic acid and hot-plate tests, in order to determine its putative site of action. B50 caused 

antinociception (200 nmol/ 5 μl, i.t.), 120 minutes after its administration, in the acetic acid writhing 

assay and 90 minutes after its administration in the hot plate test. Naloxone (8.25 μmol/kg, s.c.) 

reverted the antinociceptive action of B50 (200 nmol/ 5 μl, i.t.) in the acetic acid writhing assay, 

suggesting that opioid mechanisms are involved in the antinociception caused by B50. B50 had no 

effect on spontaneous locomotion or rotarod performance, indicating that the currently reported 

antinociceptive effect of B50 is not related to unspecific motor effects. 
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1.  DOR E NOCICEPÇÃO 
 

Dor é uma qualidade sensorial complexa, puramente subjetiva, difícil de ser 

definida, descrita ou interpretada. Segundo o Comitê de Taxonomia da Associação 

Internacional para o Estudo da Dor, a dor pode ser conceituada como uma sensação 

e  experiência sensorial desagradável associada a um dano tecidual atual ou 

potencial, ou descrita como tal dano (Merskey & Bogduk, 1994; Millan, 1999). 

           A dor é extensivamente influenciada por ansiedade, depressão, expectativa e 

outras variáveis psicológicas. É uma experiência multifacetada, um entrelaçamento 

das características físicas dos estímulos com as funções motivacionais, afetivas e 

cognitivas do indivíduo.  A dor desempenha o papel de alerta, comunicando ao 

indivíduo que algo está errado, podendo gerar estresse acentuado e incapacidade 

física. É sem sombra de dúvida, a maior causa de afastamento do trabalho, gerando 

um enorme ônus para a nação (Bruno, 2001). 

           As sensações dolorosas induzem respostas urgentes de seu alívio, nos 

animais provocam comportamentos como massagear ou lamber a área lesada. A dor 

manifesta-se com intensidade diferente entre os indivíduos, variando de acordo com 

o sexo, idade, estado de humor e grau de escolaridade (Ganong, 1988; Agnati et al., 

1991; Bayer et al., 1991; Faucett & Levine, 1991; Berkley, 1999; Chapman & Gavrin, 

1999; Turk & Okifuji, 1999; Fillingen & Ness, 2000; Sharp, 2001). 

           A dor, além de uma sensação, é uma experiência. Isto é importante porque as 

sensações possuem vias neuroanatômicas, com receptores específicos que 

permitem a detecção e medida de um estímulo. Já as experiências incorporam 

componentes sensoriais com influências pessoais e ambientais importantes (Millan, 

1999). No entanto, clínica e experimentalmente se faz necessária a distinção entre a 

dor percebida e a resposta ao dano tecidual ou nocicepção (Kandel et al., 2003).  

Nocicepção é um termo aplicado aos mecanismos neurológicos que detectam 

o estímulo lesivo (Ferreira, 2002a). Uma vez que os animais não são capazes de 

verbalizar os componentes subjetivos da dor, neles não se avalia dor, mas 

nocicepção. Sendo assim, termos como dor e analgesia são mais adotados para 

humanos e nocicepção e antinocicepção para animais (Jones, 1992).              
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1.1 Classificação da dor 
 

A dor pode ser considerada como um sintoma ou manifestação de uma doença 

ou afecção orgânica, mas também pode vir a constituir um quadro clínico mais 

complexo. Existem muitas maneiras de se classificar a dor. Considerando a duração 

da sua manifestação, ela pode ser de três tipos: dor aguda, crônica e recorrente. 

       Dor aguda é um sintoma biológico de estímulo nociceptivo, como dano tecidual 

devido à doença ou trauma. Pode ser altamente localizada ou pode se irradiar. È 

descrita em caráter de pontadas e persiste enquanto houver patologia tecidual, 

possuindo função de alerta. Como exemplo, podemos citar o contato com uma 

chapa quente ou a dor pós-operatória, que cessam assim que a lesão é curada 

(Bernard et al., 1996; Loeser & Melzack, 1999). A etiologia da dor aguda é 

geralmente evidente e seu diagnóstico é facilmente definido. Além disso, a dor  

aguda é contralada com eficiência usando-se o arsenal de drogas existentes no 

mercado e as diversas técnicas de controle de dor (Portenoy & Lesage, 1999). 

A dor torna-se crônica quando o controle da patologia não é satisfatório (Vilela 

Filho & Corrêa, 1999), persistindo além do tempo necessário para a cura da lesão 

(Ashburn & Staats, 1999). Esse tipo de dor é resultante de processos patológicos, 

que agridem as estruturas somáticas ou viscerais, e de disfunções do sistema 

nervoso central (SNC), ou do sistema nervoso periférico (SNP). Além disso, a dor 

crônica gera estresse, reduz a imunidade, diminui a produção de endorfinas e causa 

alterações do sono, causando depressão (Carvalho, 1999).   

Já a dor recorrente apresenta-se em períodos de curta duração que, no 

entanto, se repetem com freqüência, podendo ocorrer durante toda a vida do 

indivíduo, mesmo sem estar associada a um processo específico. Um exemplo 

clássico deste tipo de dor é a enxaqueca. 
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1.2 Mecanismos neurais da dor 
 

1.2.1 Transmissão de estímulos periféricos 

Nociceptores são receptores localizados nos neurônios sensoriais  que 

respondem preferencialmente a estímulos nocivos. Eles conduzem as informações 

nociceptivas ao sistema nervoso central, e seus corpos celulares encontram-se 

dentro dos gânglios das raízes dorsais, adjacente à medula espinhal (Grubb, 1999; 

Russo & Brose, 1998; Besson, 1999; Millan, 1999). Os nociceptores estão presentes 

em todo corpo e são divididos em três subtipos: mecanoceptores, que respondem à 

pressão; receptores mecanotérmicos, respondem à pressão e ao calor, e receptores 

polimodais, que respondem à pressão, calor e estímulos químicos (Natalini, 2000). 

Os nociceptores são ligados ao SNC por intermédio de fibras nervosas, de três 

tipos: fibras Aβ, Aδ e C. As fibras de condução dos impulsos nociceptivos são fibras 

aferentes primárias(FAPs) do tipo Aδ (aferentes mielinizadas de baixo calibre) e C 

(fibras de condução aferente não-mielinizadas) (Machado, 2000) (Figura 1). Os 

mecanoceptores e os mecanotérmicos são inervados pelas fibras Aδ, que 

apresentam uma condução rápida do estímulo doloroso. Já, os receptores 

polimodais são inervados pelas fibras C, e transmitem o estímulo de forma mais 

lenta (Natalini, 2000).  

 

 
-10 

 
 
 
 
 
 

 

 

Figura 1 - Aferências medulares dos nociceptores, mostrando sinapses das fibras, 

com o corno dorsal da medula espinhal. Adaptado de: Markenson, 1996. 
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1.2.2 Transmissão central da dor 
 

As fibras (neurônios) sensoriais primários fazem sinapse no corno dorsal da 

medula espinhal com neurônios de segunda ordem, predominantemente na lâmina II 

(substância gelatinosa) da medula espinhal. Os neurônios de segunda ordem 

cruzam a medula espinhal para ascender ao trato espinotalâmico, projetando seus 

corpos celulares ao tálamo. 

No tálamo, neurônios de terceira ordem emitem axônios através da cápsula 

interna do córtex somatosensor, onde a somatização do estímulo nocivo ocorre, ou 

emitem axônios ao giro cingulado anterior, onde existe o componente emocional da 

dor (Russo e Brose, 1998).  

O tálamo e o córtex são regiões finais da projeção das vias de nocicepção. O 

tálamo é um dos responsáveis por informar que existe sensação nociceptiva, e o 

córtex é responsável pela discriminação do tipo de sensação nociceptiva e por 

identificar, de forma pouco fiel, de onde provém. 

A via mais importante de transmissão do estímulo doloroso é o trato 

espinotalâmico ascendente na medula espinhal, localizado na substância branca 

ventral ao local da estimulação (Guyton, 1997). A ativação destes neurônios resulta 

na resposta reflexa espinhal, assim como na ativação de tractos ascendentes, os 

quais transmitem informação nociceptiva às estruturas supraespinhais para 

completar a via nociceptiva (Guyton, 1997). 

O trato espinotalâmico parece emitir axônios ao mesencéfalo e à ponte rostral 

fazendo sinapses em complexos nucleares, incluindo o núcleo reticular 

gigantocelular (NRG) e o núcleo magno da rafe (NMR) como observado na figura 2. 

Assim, o controle inibitório descendente da transmissão da dor também envolve 

neurotransmissores (tais como: opióides endógenos, serotonina, noradrenalina entre 

outros) que parecem inibir a excitação dos neurônios do corno dorsal da medula na 

presença do estímulo nocivo (Russo & Brose, 1998; Furst, 1998; Millan, 1999). 
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Figura 2- Mecanismo de transmissão e percepção da dor. 

Fonte: http:/www.coventrypainclinic.org.uk/aboutpain-painmechanisms.htm 
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1.3 Mediadores químicos na via nociceptiva 
 

 A atividade dos nociceptores é mediada pela ação de substâncias 

algogênicas que são liberadas e/ou sintetizadas em elevada concentração no 

ambiente tecidual na decorrência de processos inflamatórios (Cotran et al., 1994).  

Substâncias endógenas, como ácido araquidônico, neuropeptídeos, cininas, 

aminoácidos excitatórios, entre outros, são produzidas e/ou liberadas pelo tecido 

lesionado e estimulam os receptores presentes na membrana dos neurônios. Além 

disso, os mediadores inflamatórios liberados facilitam a neurotransmissão e 

sensibilizam o nociceptor (Björkman, 1995).  

Existem várias fontes importantes de mediadores químicos que participam da 

resposta dolorosa, entre as quais se destacam os tecidos lesionados e adjacentes, 

sistema vascular, células do sistema imunológico, nervos simpáticos e sensoriais, 

entre outros (Millan,1999).  Os mecanismos pelos quais as fibras aferentes primárias 

são ativadas, são apresentados na figura 3. Assim, os debris celulares resultantes 

de lesão tecidual são capazes de desencadear uma reação inflamatória local, 

atraindo eosinófilos, macrófagos e linfócitos. Essas células liberam mediadores 

inflamatórios como: cininas (bradicinas e calidina); produtos das células da 

imunidade (citocinas, como as interleucinas e o fator de necrose tumoral); aminas 

(serotonina, histamina); e prostanóides (prostaglandinas, prostaciclinas e 

leucotrienos).  

Assim, a injúria celular e a reação inflamatória que advém de tal injúria, expõe 

as fibras aferentes primárias (FaPs) a um grande número de substâncias capazes de 

estimular nociceptor. O aferente primário transfere o impulso nociceptivo a neurônios 

específicos para nocicepção (EN) ou a neurônios que também transmitem outras 

sensações (WDR) no corno dorsal da medula (Guieu et al., 1996; Millan, 1997, 1999; 

Calixto et al., 2000, 2001).  

    Na figura 3 observa-se a influência de mediadores da inflamação pró-

nociceptivos sobre a atividade das fibras nociceptivas polimodais C (nociceptores 

específicos-EN) e as fibras WDR (fibras envolvidas com outras sensações). Há uma 

relação facilitatória recíproca entre as FAPs (fibras aferentes primárias) e os vários 
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mediadores da resposta inflamatória. Podemos ver que existe retroalimentação 

positiva dos aminoácidos excitatórios (AAE) e a substância P (SP) nas FAPs. 

 

 

 

 

Figura 3 - Agentes algogênicos na nocicepção. Adaptado de Millan, 1999. 

 

 

1.3.1 Neurotransmissores da dor  
 

Existem evidências do envolvimento do glutamato, aspartato e alguns 

peptídeos na transmissão do estímulo nociceptivo no corno dorsal da medula 

espinhal (Battaglia & Rustioni, 1988;  Besson & Chaouch, 1987; Dray et al.,1994; 

Headley & Grillner, 1990). 

A transferência sináptica de informação, é comandada pela liberação de 

transmissores por  diferentes aferentes primários. O principal neurotransmissor que 
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está presente em todos os tipos de aferentes primários é o glutamato. A transmissão 

entre aferentes primários e os neurônios do corno dorsal da medula ocorre por meio 

de receptores ionotrópicos α-amino-3-hidroxil-5-metil-4-isoxasole ácido propiônico 

(AMPA) localizados pós-sinapticamente com pequeno componente N-metil-D-

aspartato (NMDA) (Yoshimura & Nishi, 1993). 

 Os peptídeos implicados na nocicepção consistem da família taquicinina, 

peptídeo relacionado ao gene da calcitonina (PRGC), somatostatina, polipeptídeo 

intestinal vasoativo, galanina, bombesina e neurotensina. Todos eles estão 

presentes nas fibras aferentes e são liberados depois da estimulação nociva 

(Dickenson, 1995). 

Além de neurotransmissores, há também um número de substâncias que 

podem modular a transmissão sináptica, tais como: fator neurotrófico derivado do 

encéfalo, prostaglandinas e ATP. Receptores glutamatérgicos NMDA, e 

metabotrópico, além do receptor purinérgico P2X estão também presentes pré- 

sinapticamente nos terminais de fibra C, onde eles podem atuar como 

autoreceptores (Kato et al., 1994), modulando a liberação de neurotransmissores 

como a substância P (Gu & MacDermott, 1997; Liu et al., 1997).    

 

  

1.3.1.1  Substância P (SP) 
 

A substância P pode mediar a sinapse entre as fibras aferentes primárias e 

o neurônio do corno dorsal da medula, que são importantes funcionalmente para a 

sensibilização da dor ou nocicepção (Li & Zhuo, 2001). Tal substância é um dos 

neuropeptídeos que são liberados no corno dorsal da medula durante a inflamação. 

A substância P não somente despolariza muitos neurônios na medula, aumentando 

a excitabilidade in vitro (Randié & Miletié, 1977, 1978), mas também pode aumentar 

seletivamente o efluxo de glutamato nas fatias da medula espinhal (Kangrga et al., 

1990; Kangrga & Randié, 1990). 

 A SP é um peptídeo pertencente à família das taquicininas, sendo um 

neurotransmissor envolvido na transmissão nociceptiva de aferentes de fibras C  

(Dickenson,1995). A infusão intratecal de SP produz em animais o comportamento 
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de lamber, coçar e morder, indicando nocicepção, sugerindo potanto, que possua 

um papel estimulatório importante na via nociceptiva (Björkman, 1995). 

 

1.3.1.2  Glutamato 
 

O glutamato é um aminoácido excitatório, podendo ser encontrado  

consideráveis quantias  dele na medula espinhal, originado de fibras aferentes 

primárias mielinizadas e não-mielinizadas, em adição a interneurônios intrínsecos e 

projeção de neurônios (Battaglia & Rustioni, 1988;  Besson & Chaouch, 1987; 

Headley & Grillner, 1990). O glutamato e neuropeptídeos são liberados junto de 

terminais aferentes primários e têm ações fisiológicas distintas nos neurônios pós-

sinápticos, atuando juntos coordenadamente para regular as propriedades desses 

neurônios. Neuropeptídeos, incluindo SP, aparece para prolongar as ações do 

glutamato (Kandel et al., 2000).  

As ações de aminoácidos excitatórios são mediadas principalmente por 

receptores ionotrópicos NMDA e não-NMDA. Os receptores não-NMDA consistem 

de dois receptores, AMPA e cainato (Dickenson, 1995). A transmissão de fibras C, 

depois de estímulos agudos mecânicos ou térmicos, parece envolver somente o 

receptor AMPA para produzir excitações curtas e constantes. Os estímulos são 

mantidos e/ou sua freqüência é aumentada pela liberação de transmissores que 

contribuem para a transmissão nociceptiva quando o receptor NMDA é ativado, 

aumentando resposta de hiperalgesia (Dickenson, 1995). Warncke e colaboradores 

(1997a e b) mostraram que a administração local do bloqueador do receptor NMDA, 

quetamina, inibe a hiperalgesia primária e a secundária na pele, sugerindo que os 

receptores NMDA periféricos podem participar nos processos  nociceptivos em 

humanos. Uma ação excitatória direta, do tipo retroalimentação positiva, do 

glutamato nas fibras aferentes primárias, seria consistente com a evidência que a 

ativação dos receptores NMDA causa a liberação de substância P por seus terminais 

centrais (Liu et al., 1994, 1997). Essa ação do NMDA pode ser mediada pelo óxido 

nítrico (NO) dos terminais das fibras aferentes primárias (Sorkin, 1993), e o NO 

poderia também interferir nas ações periféricas mediadas pelas FAPs (Jackson et 

al., 1995; Lawand et al., 1997a).  
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O glutamato induz a liberação de SP das FAPs de terminais simpáticos, de tal 

forma que este peptídeo também pode estar envolvido na nocicepção induzida por 

glutamato. Da mesma forma que o glutamato, a SP pode ativar as FAPs em vários 

tecidos (Inoeu et al., 1995; Hu & Li, 1996; Carlton et al., 1996; Heppelmann & 

Pawlak, 1997) e, conseqüentemente, causar dor (Edvinsson et al., 1997; Weinreich 

et al., 1997).  

 

1.3.1.3 Prostaglandinas (PGs) 

 

O ácido araquidônico é o maior precursor de PGs em mamíferos, formado de 

células de fosfolipídios de membrana pela ação de fosfolipases (Campbell e 

Halushka, 1996). Essas enzimas são ativadas por uma variedade de mediadores 

intra e extracelulares (Axelrod et al., 1988). O ácido araquidônico é então 

transformado em PGs pela ação de uma enzima chamada cicloxigenase (COX). 

Existem, pelo menos, duas isoformas dessa enzima, denominadas constitutiva 

(COX-1) e induzível (COX-2) (Vanegas Schaible, 2001). 

Embora todas as células possam sintetiza as PGs, em  condições de 

inflamação tecidual e lesão nervosa, a maior parte das PGs é sintetizada pelas 

células do sistema imunológico e pelos terminais nervosos simpáticos que 

expressam a isoenzima COX-2 em maior abundância (Levine et al., 1986; Taiwo & 

Levine, 1988). 

As principais PGs envolvidas no fenômeno de hiperalgesia, PGE2 e PGI2 

(prostaciclina) podem retrogradamente, aumentar a atividade da COX-2  pela 

ativação de receptores EP e IP, respectivamente (Appleton, 1997; Bakle & Botting, 

1996; Boie et al.,1997; Coleman et al., 1994; Khasar et al., 1995; Matsumura et al., 

1995; Schaible & Grubb, 1993). 
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1.4 Controle inibitório da dor 

 

Vias descendentes do encéfalo exercem efeito inibitório na transmissão 

nociceptiva na coluna dorsal. A transmissão está sujeita a várias influências 

modulatórias. Vários estudos têm mostrado que múltiplas áreas dentro do encéfalo 

contribuem para o sistema de inibição descendente. A morfina e seus derivados 

podem ativar sistemas de inibição descendente, de maneira similar as encefalinas 

endógenas (Fries, 1995). 

Admite-se que, além dos sistemas de transporte e de reconhecimento de 

potenciais nociceptivos, existem sistemas fisiológicos para sua modulação. Supõe-

se que existam duas formas de modulação da sensibilidade nociceptiva: uma delas 

atua na entrada dos impulsos nociceptivos do SNC (Cao et al.,  1998); e a outra 

modula a sensibilidade nociceptiva após a chegada do impulso nos centros 

encefálicos, utilizando vias inibitórias descendentes (Mason, 1999). A inibição dos 

impulsos nociceptivos, já na sua recepção na medula, foi proposta por Melzack e 

Wall em 1965 e foi chamada Teoria do Portão (Figura 4). Esse portão, quando 

aberto, permitiria a entrada dos impulsos nociceptivos e, quando fechado, bloquearia 

ou limitaria a entrada deles. A forma de realizar essa seleção envolveria as fibras 

grossas da sensibilidade somática. A estimulação de fibras mielínicas grossas tipo 

Aβ, principalmente, que respondem á menor limiar de estímulo do que as fibras C e 

Aδ, excitam interneurônios inibitórios situados nas lâminas superficiais da medula 

(lâmina II ou substância gelatinosa, principalmente) que, via secreção de encefalinas 

(leu- e met-encefalina) inibem pré-sinapticamente a transmissão do impulso pelos 

neurônios de segunda ordem das vias nociceptivas, levando à hipoalgesia ou 

analgesia. Isso explica como manobras simples, como esfregar a pele perto da área 

dolorosa, são eficazes no alívio da sensação dolorosa. A ativação das fibras 

nervosas tipo C e Aδ abriria o portão por inibição dos interneurônios inibitórios, 

permitindo a ativação das vias de dor pelos aferentes primários (Melzack &  Wall, 

1983). 
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Figura 4 - Teoria do Portão para a modulação ascendente da nocicepção. 

Reproduzido de Bear, 2002. 

 

 

Além dessa modulação ascendente, existe uma modulação descendente da 

nocicepção. Sabe-se de muitos casos em que a pessoa é sujeita a ferimentos 

dolorosos mas que, aparentemente, não sentem dor. Várias regiões do encéfalo têm 

sido responsabilizadas por essa antinocicepção, entre elas a substância cinzenta 

periaquedutal (PAG), a substância cinzenta periventricular do hipotálamo e áreas 

que circundam o aqueduto de Sylvius, adjacentes ao terceiro e quarto ventrículos 

(Mason, 1999; Rainville, 2002; Tracey et al., 2002). 

A PAG recebe aferências de várias partes do encéfalo, muitas delas 

relacionadas com o estado emocional, e a sua estimulação elétrica provoca 
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analgesia profunda. Portanto, a estimulação da PAG está intimamente relacionada 

com antinocicepção e, inclusive, este tem sido proposto como um mecanismo de 

ação de alguns agentes analgésicos, como a dipirona (Carlsson & Jurna, 1987). 

Segundo Fürst, (1998) os neurônios do núcleo periventricular e da PAG enviam 

axônios descendentes para várias regiões, especialmente para os núcleos da rafe e 

para o núcleo paragigantocelular (localizado no bulbo) (Glazer et al., 1981). Esses 

núcleos enviam axônios descendentes para a medula dorsal. Esses neurônios 

descendentes utilizam a serotonina (Eide & Hole, 1991; Liu et al., 2002) e a 

noradrenalina como neurotransmissores (Kuraishi et al., 1985; Bourgoin et al, 1993).  

 

 

1.4.1 Neuromoduladores 

 

1.4.1.1  Serotonina (5-HT) e Noradrenalina (NE) 

A serotonina e a noradrenalina deprimem a atividade dos neurônios 

nociceptivos. Assim, os sinais dolorosos podem ser suprimidos antes de chegar no 

cérebro.  

A estimulação elétrica do Núcleo Magno da Rafe (NMR) aumenta a síntese de 

serotonina e facilita a antinocicepção no corno dorsal da medula espinhal (Fürst, 

1998). Desse modo, a ativação dos receptores serotoninérgicos inibe a resposta ao 

estímulo nociceptivo nos neurônios do corno dorsal da medula (Mayer et al., 1971).  

A injeção intratecal de norepinefrina inibe o comportamento nociceptivo 

produzido pela administração intratecal de substância P, indicando que a modulação 

pós-sináptica contribui para a ação antinociceptiva de drogas α-adrenérgicas 

(Natalini, 2000). Assim, os agonistas noradrenérgicos são conhecidos por inibir a 

liberação de substância P in vitro e in vivo. Essa inibição é revertida pelos 

antagonistas α2 adrenérgicos, como fentolamina e ioimbina (Fisher et al., 1991). 

A manipulação que aumenta a síntese de serotonina facilita a antinocicepção. A 

serotonina pode modular a transmissão nociceptiva tonicamente em relação ao 

estado comportamental e social. Sabe-se que níveis tônicos de serotonina podem 
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atenuar o aumento de atividade de sinapses glutamatérgicas no corno dorsal (Zhuo, 

1998). 

Vários estudos mostraram uma importante interação dos sistemas 

noradrenérgicos e serotoninérgicos na modulação da nocicepção na medula 

espinhal (Yakash 1995). 

Estudos em animais e humanos mostraram que a clonidina, agonista α2 

adrenérgico, não somente produz analgesia per se, como potencializa analgesia 

produzida por opióides (Flack et al., 1993). 

Neurônios noradrenérgicos e serotoninérgicos descendem através de funículos 

lateral dorsal do cérebro para o corno dorsal da medula espinhal e contribuem 

significativamente para a modulação da dor, continuando um mecanismo que 

controla impulso na transmissão na coluna dorsal (via caminho inibitório 

descendente). A estimulação elétrica de lugares do cérebro como a PAG ou NMR 

produz analgesia via liberação local espinhal de serotonina e noradrenalina 

endógena. Esse fenômeno produz analgesia, a qual é revertida por antagonistas 

noradrenérgicos e de receptores 5-HT (fentolamina ou metisergida). 

 

1.4.1.2 Opióides Endógenos 

O sistema descendente inibitório estimula neurônios medulares a secretar 

opióides endógenos, que causariam a inibição pré-sináptica e pós-sináptica das 

fibras C e Aδ (Besson, 1999). Portanto, o mecanismo pelo qual provocam essa 

analgesia descendente envolve a liberação de opióides na medula espinhal. 

Provavelmente, o mecanismo que produz essa analgesia é através do bloqueio de 

canais de Ca²+. Como o aumento dos íons Ca²+ intracelurares é o mecanismo de 

ação do neurotransmissor glutamato, o bloqueio de Ca²+ resultaria em inibição pré-

sináptica (Kuraishi et al.,1985). È provável que esse mesmo sistema de analgesia  

possa bloquear os impulsos em nível de núcleos reticulares do tronco encefálico e 

nos núcleos intralaminares do tálamo. 

Os opióides endógenos foram identificados em 1975, os  quais têm  a mesma 

ação da morfina no encéfalo, sendo por isso denominados encefalinas: a leucina e a 

metionina encefalina, e a β- endorfina. A dinorfina foi identificada mais tarde. Todos 
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esses opióides endógenos recebem o nome genérico de endorfinas, pela contração 

dos termos morfina e endógena (Serrano et al., 2002).  

As três maiores classes de opióides endógenos que interagem com receptores 

opióides são: encefalinas, β-endorfinas e dinorfinas. As encefalinas são ativas em  

os receptores opióides μ e δ, e a dinorfina é um agonista seletivo dos receptores κ. A 

administração desses opióides produz analgesia profunda. 

Há três tipos clássicos de receptores opióides: os receptores μ, δ e κ 

(Tyers,1980). O receptor para a orfanina ou nociceptina é chamado receptor ORL-1 

ou órfão. Agonistas opióides μ e δ inibem a liberação de SP in vivo o que faz supor 

que os opióides inibem a ação de neurotransmissores nos aferentes primários 

envolvidos com a transmissão da nocicepção (Fürst, 1998). O mecanismo de 

transdução do sinal nos receptores μ e δ está ligado às proteínas Gi, inibindo, assim, 

a atividade da adenilato ciclase (AC), o que resulta em diminuição do AMPc, 

aumento da concentração de potássio dentro da célula e assim, hiperpolarização 

das células. Os receptores do tipo κ também estão ligados à proteína Gi, mas o 

efeito da ativação desses receptores está relacionados com os canais de Ca²+ 

(Fries, 1995). 

Opióides como a morfina e peptídeos opióides regulam a transmissão 

nociceptiva com duas ações inibitórias: uma inibição pós-sináptica, produzida 

parcialmente aumentando a condutância de K+, e inibição pré-sináptica da liberação 

de glutamato, substância P e outros transmissores dos terminais de neurônios 

sensoriais(Kandel et al., 2000). 

 

2 TRATAMENTOS ANALGÉSICOS 

 

O arsenal farmacológico para o tratamento da dor é composto, basicamente, 

por dois grandes grupos de drogas analgésicas: os opióides, que abolem 

diretamente a transmissão nociceptiva no sistema nervoso central pela ligação em 

receptores opióides (Hoskin & Hanks, 1991; Zadina, 1997), e drogas 
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antiinflamatórias não-esteroidais (DAINES) que previnem a sensibilização de 

receptores periféricos e centrais da dor inibindo a cicloxigenase (Cashman, 1996).  

Analgésicos opióides como a morfina, papaverina e codeína são indicadas no 

tratamento de dores agudas, moderadas ou intensas, que não respondem a 

analgésicos menos potentes. Embora os opióides sejam muito efetivos, sua 

utilização é limitada pelo fato dessas drogas apresentarem muitos efeitos 

indesejados, como: constipação, náuseas, vômitos, broncoconstrição, hipotensão, 

bradicardia e depressão respiratória (McQueen, 1983; Hoskin & Hanks, 1991). 

As DAINES de primeira geração bloqueiam tanto a COX-1 (constitutiva) quanto 

a COX-2 (induzível) do endotélio e do macrófago, enquanto que as DAINES mais 

novos (coxibs) bloqueiam seletivamente a COX-2. Recentemente, foi descrita uma 

nova isoforma da cicloxigenase, a COX-3, aparentemente alvo da ação do 

paracetamol e da dipirona. 

Trabalhos recentes demonstraram que as DAINES atuam no sistema nervoso 

central, inibindo a hipersensibilidade espinhal e ativando mecanismos inibitórios 

descendentes da nocicepção, por mecanismo dependente de prostaglandinas (COX-

2 dependentes) (Oliveira, 2003).  

Em virtude do mecanismo de ação comum, as DAINES têm perfil 

farmacodinâmico, terapêutico e toxicológico semelhantes. Todos, exceto o 

paracetamol, podem levar à lesão da mucosa duodenal e sangramento digestivo (os 

inibidores da COX-2, o fazem com menor freqüência e intensidade), à lesão renal, 

leucopenia, confusão mental, insuficiência hepática, e prurido (Oliveira, 2003). Não 

só os inibidores seletivos da COX-1, mas também os inibidores seletivos da COX-2 

têm causado muitos efeitos indesejáveis à saúde. Estudos realizados pela FDA, 

órgão responsável pela aprovação de remédios nos Estados Unidos, os quais 

revelam que o Vioxx® pode ter acarretado até 140 mil casos de doenças 

coronarianas nos Estados Unidos desde 1999, determinaram a retirada deste e de 

outros antiinflamatórios do mercado. 

Vários estudos farmacológicos têm sugerido que pelo menos um dos efeitos 

dos DAINES sobre a coluna espinhal é a inibição da síntese de prostaglandinas 

(Vanegas & Schaible, 2001). Existem vários trabalhos sugerindo que os DAINE’s 
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apresentam um mecanismo analgésico central (Carlsson et al, 1986; Lorenzetti & 

Ferreira, 1985). Como exemplo podemos citar a dipirona, analgésico pirazolínico 

clássico, que pode exercer uma ação antinociceptiva central uma vez que a 

administração via intratecal (i.t) de dipirona diminui o número de contorções 

abdominais induzidas por ácido acético (Akman, 1996).   

 

2.1 Derivados Pirazolínicos   
 
 Dentre os DAINES encontramos os derivados pirazolínicos, os quais são 

drogas de origem sintética que possuem em sua estrutura um anel pirazolínico  que 

é constituído de um heterociclo com  três átomos de carbono e dois átomos de 

nitrogênio (figura 5) (Korolkovas, 1998). As propriedades antiinflamatórias dos 

pirazolínicos estão associadas com a  presença   de carbonilas na posição 3 e/ ou 5 

do anel pirazol (Borne , 1995). Quando as carbonilas não estão presentes, estes 

compostos possuem pouca ação antiinflamatória, mas possuem um grande efeito 

antinociceptivo (Kuo et al, 1984; Beirith et al., 1998; Souza et al., 2001). 
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Figura 5 - Anel pirazolínico 

 

 

A descoberta dos derivados pirazolínicos, data de aproximadamente 1884, 

quando o químico alemão Ludwig Knorr tentava sintetizar  derivados quinolínicos e 
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obteve acidentalmente a antipirina, que é um analgésico com atividade antipirética e 

antireumática, mas muito tóxico (BORNE, 1995).       

Mais tarde foi sintetizado um derivado 3-metilamino da antipirina, a 

aminopirina, um análogo mais potente que foi amplamente utilizado como analgésico 

e antipirético nos Estados Unidos e Europa, até que fossem relatados casos de 

agranulocitose fatal associado ao uso desse composto (Borne, 1995). Em 

conseqüência desse efeito indejável, o interesse pelos pirazolínicos diminui, até o 

aparecimento (na década de 1940) de uma série de derivados pirazolínicos (como a 

fenilbutazona) mais seguros, com boa atividade antiinflamatória. Esses compostos, 

ainda se mostraram tóxicos, o que levou à sua retirada do mercado.  

Em 1921, o laboratório Hoechst obteve a dipirona,  um outro derivado 

pirazolínico, pela substituição de uma das metilas do grupo amino da 5-pirazolona 

por metilenosulfoxilato de sódio. Estudos em animais e humanos revelaram que a 

dipirona é um antipirético potente, tem boa atividade analgésica e fraca atividade 

antiinflamatória (Lecannelier, 1976). Esse produto foi introduzido no comércio com o 

nome de Novalgina®, sendo também denomindado genericamente de metamizol 

(Mardones, 1976). A dipirona ganhou popularidade nos países em desenvolvimento 

e em alguns países da Europa, especialmente devido ao seu baixo custo e alta 

eficácia (Arellano & Sacristan, 1990). Porém, o uso clínico da dipirona foi proibido 

nos Estados Unidos, onde seu uso foi relacionado a casos de agranulocitose (Insel, 

1996). Entretanto, estudos mostram que a incidência de agranulocitose em usuários 

de dipirona é muito baixa (3-19 casos por milhão), cerca de duas vezes maior que a 

incidência na população em geral (The international agranulocytosis and aplastic 

anemia study, 1986; Laporte & Carné, 1987). Além disso, outros analgésicos que 

gozam de popularidade no meio médico e acadêmico, como paracetamol e ácido 

acetilsalicílico (AAS), também causam efeitos indesejados graves, como necrose 

hepática (Rumack et al., 1982; Dickenson, 1997) e Síndrome de Reye (Benedetti & 

Butler, 1990), em uma proporção muito maior do que a dipirona está associada a 

agranulocitose.  

Apesar de existir, ainda, muita controvérsia em relação à segurança do uso 

clínico da dipirona, esse é um derivado pirazolínico muito utilizado no tratamento 
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farmacológico da dor. Muitos estudos têm sido realizados na tentativa de elucidar 

completamente o mecanismo de ação da dipirona. 

A seguir serão mostrados os mecanismos de ação descritos para os 

pirazolínicos, principalmente dipirona, que é o composto mais estudado dessa classe 

de drogas. 

 

 

2.1.1 Mecanismo de ação dos derivados pirazolínicos  
 

Embora seja bem conhecido que a dipirona inibe a atividade da COX–2 

(Campos et al.,1999), evidências da literatura sugerem que esta pirazolona e, 

provavelmente, outros derivados pirazolínicos exercem seu efeito antinociceptivo por 

mecanismos diversos, centrais e periféricos.  

Estudos têm demonstrado que a administração de DAINES pirazolínicas no 

sistema nervoso central (particularmente na medula espinhal), produz 

antinocicepção (Yaksh & Hammond, 1982; Taiwo & Levine, 1988; Björkman, 1995; 

Tortorici et al., 1996; Ochi & Goto, 2001; Hernandez & Vanegas, 2001). Em 1986, 

Carlsson et al., na tentativa de demonstrar que o mecanismo de ação da dipirona 

poderia envolver o SNC, mostraram que a administração de dipirona intratecal, 

intraperitoneal ou diretamente na PAG diminui a excitabilidade das fibras C, e 

prolonga a latência para a retirada da cauda de um estímulo térmico aversivo. Estes 

autores demonstraram, no mesmo estudo, que a dipirona, administrada 

endovenosamente, aumenta a atividade dos neurônios da PAG. Mais tarde, 

Carlsson & Jurna (1987) verificaram que o aumento da latência de retirada da cauda 

de um banho térmico, provocado pela dipirona é reduzido pela administração de 

procaína na PAG, sugerindo que o efeito da dipirona envolve a ativação de vias 

inibitórias descendentes. Posteriormente, foi demonstrado que a dipirona (e.v.) 

aumenta a atividade de neurônios da PAG e altera a excitabilidade das células on-off 

da medula ventro medial rostral (Tortorici & Vanegas, 1994), constituindo evidência 

experimental adicional de que a dipirona ativa as vias descendentes inibitórias. 

Outro importante mecanismo sugerido para a antinocicepção provocada pela 

dipirona é a via L-arginina-óxido nítrico-GMP, já que o NG-monometil-L-arginina (L-

NAME), inibidor da enzima óxido nítrico sintase (NOS), e o azul de metileno, inibidor 
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da guanilato ciclase, previnem o efeito antinociceptivo da dipirona (Duarte et al., 

1992). Em 1999, Aguirre–Bañuelos & Granados-Soto verificaram que a dipirona 

potencializa o efeito da morfina. Essa potencialização foi antagonizada pela 

naloxona e por inibidores da NOS, sugerindo a participação da via do NO-GMPc na 

ação conjunta das duas drogas. 

Apesar desses estudos citados, e de inúmeros outros, o mecanismo de ação 

da dipirona ainda não está totalmente elucidado. As evidências sobre o mecanismo 

pelo qual a dipirona produz analgesia resumem-se, até o presente momento, em: 

• Diminuição da estimulação das fibras C e Aδ (Neugebauer et al., 1994; Beirith 

et al., 1998). 

• Inibição da síntese de prostaglandinas no sistema nervoso central e periférico 

por inibição da COX (Lorenzetti & Ferreira, 1996; Campos et al., 1998; 

Campos et al., 1999). 

• Estimulação da via óxido nítrico-GMPc (Duarte et al., 1992; Aguirre-Bañuelos 

& Granados Soto, 1999). 

• Aumento da liberação de  endorfinas (Akman et al., 1996; Tortorici et al., 

1996; Vasquez & Vanegas, 2000). 

• Inibição de respostas em áreas do encéfalo, como o NMR (Jones, 1996) e a 

PAG (Carlsson & Jurna, 1987; Tortorici & Vanegas, 1994; Tortorici et al., 

1996; Vasquez & Vanegas, 2000; Hernandez & Vanegas, 2001). 
 

 

Desde o surgimento da dipirona, muitos outros compostos, contendo o anel 

pirazol, têm sido estudados. Dentre os demais pirazolínicos relatados na literatura, 

destacamos o 3-(difluormetil)-1-(4-metoxifenil)-5-[4-(metilsulfinil)fenil] pirazol 

(FR140423), já que esse composto possui estrutura química bastante similar a dos 

compostos que foram estudados em nosso laboratório.  

O FR140423, sintetizado em 1997 por um grupo de pesquisadores japoneses, 

é um derivado pirazolínico descoberto durante a triagem de novos compostos com 

potencial antiinflamatório (Tsuji et al., 1997). Esse composto apresenta ação 

antinociceptiva e antiinflamatória, inibindo seletivamente a COX–2 (Ochi et al., 

1999a). Além disso, o FR140423 tem efeito antinociceptivo em um modelo de dor 

induzida por estímulo térmico (“tail-flick”), um teste geralmente usado para avaliar a 
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ação de drogas que agem no SNC, e esse efeito é antagonizado por naloxona, um 

antagonista do receptor opióide (Ochi et al., 1999b). Os autores consideram que o 

FR140423 é uma droga que tem ação por dois mecanismos distintos, ou seja, 

inibição da COX–2 em tecidos inflamados e interação com o sistema opióide (Ochi et 

al., 1999c).  

A administração por via oral ou intratecal, mas não intracerebroventricular, do 

FR140423 também induz antinocicepção em um modelo de dor provocada por 

estímulo mecânico (“tail-pinch”), sendo essa ação mediada por receptores opióides 

do subtipo δ, mas não pelos receptores μ e κ. O fato de a administração i.t., mas não 

i.c.v., de FR140423 causar antinocicepção indica que o sítio de ação desse 

composto é espinhal e não supra-espinhal (Ochi et al., 1999b). Em estudos de 

ligação, realizados com membranas preparadas a partir da medula espinhal de 

camundongos, o FR140423 inibiu muito pouco a ligação de [3H] DPDPE ao receptor 

opióide do subtipo δ, indicando que o FR140423 não se liga com grande 

especificidade a esse receptor. Sendo assim, é provável que o efeito antinociceptivo 

do FR140423 não resulte de sua interação direta com os receptores δ-opióides, mas 

de mecanismos indiretos. (Ochi et al., 1999b). A ação desse composto envolve, além 

do sistema opióide, os sistemas noradrenérgico e serotoninérgico descendentes, 

uma vez que o efeito antinociceptivo do FR140423, injetado intratecalmente, é 

antagonizado pela fentolamina (antagonista adrenérgico) e pela metisergida 

(antagonista serotoninérgico) (Takehiro & Goto, 2000a, 2000b). A ação 

antinociceptiva do FR140423 é revertida pela administração intratecal, mas não 

intracerebroventricular, de um antagonista do receptor para kiotorfina, sugerindo o 

envolvimento desses receptores, a nível espinhal, na antincocicepção causada pelo 

FR140423 (Takehiro et al., 2000).  

Tendo em vista o bom perfil analgésico e antipirético da dipirona, muitos 

pesquisadores têm investido na síntese e avaliação da atividade biológica de novos 

derivados pirazolínicos, que aliem boa ação farmacológica e baixo índice de efeitos 

indesejáveis (Goel & Madan, 1995; Bonacorso et al., 1999).  

Desde que dor e febre são os sintomas mais comuns  na prática clínica e um 

arsenal de efetivos analgésicos e antipiréticos são relativamente pequenos, nosso 

grupo de pesquisa vem desenvolvendo um trabalho em conjunto com o Núcleo de 

Química de Heterocíclicos (NUQUINHE) da UFSM, investigando os efeitos 
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antinociceptivos e o potencial antipirético de novos derivados pirazolínicos (Souza et 

al., 2001; Souza et al., 2002; Godoy et al., 2004; Tabarelli et al., 2004). Nós temos 

descrito que o derivado pirazol, 3-methyl-5-hydroxy-5-triclorometil-1H-1-

pirazolcarboxiamida, induz antinocicepção nas fases neurogênica e inflamatória no 

teste da formalina,  e que tal efeito não envolve o sistema opióide (Souza et al., 

2001). O composto pirazolínico e seus derivados  3-fenil substituídos também 

causaram antinocicepção no teste das contorções abdominais induzidas por ácido 

acético em camundongos, e está envolvido a ativação de receptores espinhais α2-

adrenérgicos e serotoninérgicos (Godoy et al., 2004). Outros derivados pirazóis: 3-

etoximetil-5-etoxicarbonil-1-metil-1H-pirazol (Pz 2) e 3-etoximetil-5-etoxicarbonil-1-

fenil-1H-pirazol (Pz 3) causam antinocicepção, em testes térmicos em 

camundongos. Interessantemente, naloxona preveniu a antinocicepção causada por  

Pz 3- mas não a antinocicepção induzida por Pz 2 sugerindo o mecanismo opióide 

no efeito antinociceptivo do Pz 3 (Tabarelli et al., 2004).  

Recentemente o nosso grupo estudou a ação antinociceptiva do derivado 

pirazolínico 2-[5-triclorometil-5-hidróxi-3-fenil-4,5-dihidro-1H-pirazol-1-il]-4-(4-

bromofenil)-5-metiltiazol (B50) administrado por via sistêmica. O B50 apresenta ação 

antinociceptiva de maneira dose dependente (0,08; 0,23; 0,8 mmol/kg, s.c.) no teste 

das contorções abdominais induzidas por ácido acético, mas, não apresenta efeito 

no teste da imersão da cauda em água a 55ºC. O efeito antinociceptivo do B50 foi 

prevenido pela administração de naloxona (1 mg/kg, s.c.), um antagonista não 

seletivo dos receptores opióides, mas não por nor-binaltorfimina (1 e 3 mg/kg, s.c.), 

antagonista do receptor κ-opióide. Estes resultados sugerem que os receptores do 

subtipo κ-opióide não estão envolvidos no mecanismo de ação do B50, embora 

exista uma participação do sistema opióide (Prokopp, 2004).  

Porém, até o momento, não se sabe se o B50 possui atividade antinociceptiva 

através de mecanismos centrais ou periféricos. Portanto, no presente estudo, 

testaremos o efeito do B50 administrado por via intratecal sobre a nocicepção, a fim 

de  investigar o sítio de ação deste composto.  

 



 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

II. OBJETIVOS 
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OBJETIVO GERAL 
 

Investigar a ação antinociceptiva central do B50, pela administração intratecal 

(i.t) em camundongos, utilizando modelos de dor fásica e tônica. 

 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS  
 
1) Avaliar o efeito da administração intratecal de B50 sobre a nocicepção, usando 

modelos de nocicepção química (contorções abdominais induzidas por ácido  

acético) e térmica  (teste da placa quente). 

 

2) Investigar se a administração i.t. de B50 causa sedação ou relaxamento 

muscular. 

 

3) Avaliar o efeito da administração i.t. do B50 sobre o comportamento exploratório 

e a atividade locomotora . 

 

4) Pesquisar o envolvimento de mecanismo opióide na possível ação 

antinociceptiva do B50. 
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Abstract  
In this study we investigated whether the intrathecal administration of the novel 

pyrazolyl-thiazole derivative 2-[5-trichloromethyl-5-hidroxy-3-phenyl-4,5-dihydro-1H-

pyrazol-1-yl]-4-(4-bromophenyl)-5-methylthiazole (B50)  caused antinociception in 

adult male mice, using the hot plate and acetic acid writhing assays. B50 (200 nmol/ 

5 μl, i.t.) caused antinociception 90-120 minutes after its administration. Naloxone 

(8.25 μmol/ kg, s.c.) reverted the antinociceptive action of B50 (200 nmol/ 5 μl, i.t.), in 

the acetic acid writhing assay, suggesting that opioid mechanisms are involved in the 

antinociception caused by B50. B50 had no effect on spontaneous locomotion or 

rotarod performance, indicating that the currently reported antinociceptive effect of 

B50 is not related to unspecific motor effects. 
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Introduction  
 

In pain therapy, there are two main classes of analgesic drugs (1), namely 

opiates, which directly abolish the nociceptive transmission in the central nervous 

system (CNS) by binding to opioid receptors (2-3), and non-steroidal anti-

inflammatory drugs (NSAIDs), which prevent the sensitization of pain receptors in 

peripheral sites by inhibiting cyclooxygenase (4).  

Since pain and fever are the most common complaints in clinical practice and 

the arsenal of effective analgesics and antipyretics is relatively small, we have been 

investigating the antinociceptive effects and antipyretic potential of new pyrazole 

derivatives (5-8). We have described that the pyrazole derivative, 3-methyl-5-

hydroxy-5-trichloromethyl-1H-1-pyrazolcarboxamide, induces antinociception in the 

neurogenic and inflammatory phases of the formalin test, and that such an effect 

does not involve opioid receptors (5). This compound and its 3-phenyl substituted 

derivative also cause antinociception in the acetic acid writhing test in mice, which 

seems to involve the activation of spinal α2-adrenoceptors and 5-HT receptors (7), 

since their analgesic effects are prevented by the spinal administration of nonspecific 

serotonergic and alpha2-adrenoceptor antagonists. Other pyrazole derivatives 

investigated by our group proved to cause antinociception, such as 3-ethoxymethyl-

5-ethoxycarbonyl-1H-1-methylpyrazole (Pz 2)  and 3-ethoxymethyl-5-ethoxycarbonyl-

1-phenyl-1H-pyrazole (Pz 3) in thermal tests in mice. Interestingly, naloxone 

prevented Pz 3- but not Pz 2-induced antinociception suggesting the involvement of 

opioid mechanisms in the antinociceptiveeffect of Pz 3 (8).  

In the present study we extend our investigations on the antinociceptive action 

of pyrazole derivatives to a pyrazolyl-thiazole compound. Therefore, the 

antinociceptive effect of 2-[5-trichloromethyl-5-hydroxy-3-phenyl-4,5-dihydro-1H-

pyrazol-1-yl]-4-(4-bromophenyl)-5-methylthiazole (B50), centrally administered, and 

the involvement of the opioid mechanisms in such an effect were investigated in adult 
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male mice. The effects of this compound on spontaneous and forced locomotion 

(rotarod test) were also evaluated.   
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Material and methods  
 

The present study was conducted in accordance with the ethical guidelines 

established for investigations of experimental pain in conscious animals (9) and it 

was carried out under licenses issued by Ethics Committee for the Use of Animals in 

Research of the Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brasil. 

 

Animals 
Three month-old male albino Swiss mice (30-40 g) bred in our animal house 

were used. The animals were housed in groups of 20 to a cage at controlled 

temperature (23 ± 1°C) with a 12-h light/ dark cycle and with standard lab chow and 

tap water ad libitum. Each animal was used only once. The experiments were 

approved by the Committee on the Use and Care of Laboratory Animals of our 

University. 

 

 

Drugs 
Naloxone, morphine sulfate, and Tween 80 were purchased from Sigma (St. 

Louis, MO). The 2-[5-trichloromethyl-5-hydroxy-3-phenyl-4,5-dihydro-1H-pyrazol-1-

yl]-4-(4-bromophenyl)-5-methylthiazole (B50, Figure 1), was synthesized as reported 

elsewhere (10) and was suspended in 2.5% Tween 80 in 0.9% sodium chloride 

(vehicle). All other reagents were of analytical grade and were purchased from local 

suppliers.  

 

  

Intrathecal administration of B50  
             I.t. injections were made in anaesthetized mice at the L5, L6 intervertebral 

space as described by Hylden and Wilcox (11). Briefly, a volume of 5 microL was 

administered i.t. with a 28-gauge needle connected to a 10-microL Hamilton micro 

syringe, while the animal was lightly restrained to maintain the position of the needle. 

Puncture of the dura was indicated behaviourally by a slight flick of the tail.  

 

 



 

 32 

 Writhing test 
            Animals were injected with 5 microL  (i.t.) of vehicle, morphine (6.5 nmol/ 5 

microL) or B50 (200 nmol/ 5 microL) 0, 30, 60, 120 or 240 minutes before of acetic 

acid injection (0.8% in distilled water - 10 ml/kg body weight, i.p.) (12), and 5 min later 

were transferred to an open field (28x18x12 cm) with a floor divided into 15 equal 

areas. The number of writhes was counted over a period of 10 min by an observer 

who was not  aware of  the animals’ treatment. In order to determine a dose-

response curve, the animals were injected with 5 microL (i.t.) of vehicle or B50 (100, 

200 or 400 nmol/ 5 microL) 120 minutes before of acetic acid and were observed as 

described above. In those experiments designed to evaluate the participation of 

spinal opioid mechanisms in the antinociceptive effect of this pyrazoline, the animals 

were injected with vehicle or B50 (200 nmol/ 5 microL, i.t.) (pretreatment) 90 min 

before saline or naloxone (8.25 microL/ kg, s.c.). Thirty minutes thereafter the 

animals were injected with acetic acid and were observed as described above.  
 
 
Rotarod   

   Twenty-four hours before the experiments, all animals were trained in the 

rotarod (3.7 cm in diameter, 8 rpm) until they could remain in the apparatus for 60 s 

without falling. On the day  

of the experiment, the animals were injected with 5 microL (i.t.) of vehicle or B50 (200 

nmol/ 5 microL, i.t.) and subjected to the rotarod 120 minutes thereafter. The latency 

to fall from the apparatus was recorded with a stopwatch up to 240 s (13).  

 

 

Hot-plate test 

In the hot-plate test, an animal was placed on a metal plate maintained at 50 ± 

0.1°C. The latency to show nociceptive responses, such as hindpaw licking or 

jumping, was measured according to the method described by Hunskaar et al. (14), 

and expressed as the hot-plate latency. To minimize tissue damage, a cut-off time of 

90 sec was established. Animals were administered with 5 microL (i.t.) vehicle, B50 

(200 nmol/ 5 microL) or morphine (6.5 nmol/ 5 microL), 90, 120 or 150 minutes 

before the hot-plate test.  
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Open field 
Immediately after the 90 minutes hot plate test measure, the mice were 

transferred to an open field (28x18x12 cm) with a floor divided into 15 equal areas. 

The number of rearing responses and areas crossed with the four paws was counted 

over a period of 5 minutes by an observer who was not aware of the animals’ 

treatment. 

 
 
Statistical analysis 

The number of writhes and ambulation scores were analyzed statistically by 

one-way analysis of variance (ANOVA) followed by the Student-Newman-Keuls test. 

Data from the experiment that aimed to evaluate the role of spinal opiate receptors in 

B50-induced antinociception were analyzed by a  two-way ANOVA, followed by the 

Student-Newman-Keuls test. Hot-plate test data were analyzed by a two-way 

ANOVA, followed by the Student-Newman-Keuls test. All data were expressed as 

mean ± S.E.M. The level of significance was set as P<0.05 and F values are 

presented in the text only when P< 0.05.  
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Results 
 

Figure 2 shows the effect of morphine (6.5 nmol, i.t.) or B50 (200 nmol, i.t.) on 

the number of writhes induced by acetic acid 0, 30, 60, 120 and 240 min after 

administration of B50 or morphine. Statistical analysis (one-way ANOVA followed by 

SNK test) revealed that B50 (120 min after its administration) and morphine (0-60 

min after its administration) decreased the number of abdominal writhes [F (2,24) = 

8.6; P<0.05].  

Figure 3 shows the effect of increasing doses of B50 (100; 200; 400 nmol/ 5 

microL, i.t.) on the number of writhes induced by acetic acid. Statistical analysis 

revealed a significant effect of treatment [F (3,42) = 7.1; P<0.05]. Post hoc 

comparison showed that only the dose of 200 nmol of B50 decreased the number of 

writhes, as compared to the vehicle-treated group.  This dose of B50 did not alter 

rotarod performance or exploratory activity in an open field, suggesting that B50 does 

not cause motor impairment, which might be misinterpreted as antinociception (Table 

1).   

Figure 4 shows the effect of naloxone (8.25 micromol/kg, s.c.), a nonselective 

opioid antagonist, on the antinociception induced by B50 (200 nmol, i.t.) in the acetic 

acid writhing test. Statistical analysis (two-way ANOVA) revealed a significant 

pretreatment (vehicle or B50) by treatment (saline or naloxone) interaction  [F(1,45) = 

7.2; P<0.05],  indicating that naloxone reverted B50-induced antinociception.  

Figure 5 shows the effect of morphine (6.5 nmol, i.t) or B50 (200 nmol, i.t.) on 

paw withdrawal or licking latencies in the hot plate test. Statistical analysis (two-way 

ANOVA, followed by SNK test) revealed that B50 (90 min after its administration) 

significantly prolonged hot plate latencies, compared to the vehicle-treated group  [F 

(4,88) =2.54 P<0.05]. 
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Figure 1. Chemical structure of 2-[5-trichloromethyl-5-hidroxy-3-phenyl-4,5-

dihydro-1H-pyrazol-1-yl]-4-(4-bromophenyl)-5-methylthiazole (B50). 
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Figure 2. Effect of morphine (6.5 nmol/5 μl, i.t.) or B50 (200 nmol/5 μl, i.t.)  on 

the number of writhes induced by acetic acid at 0, 30, 60, 120 and 240 min after 

treatment with B50 or morphine. Data are reported as mean ± S.E.M., n=8-15 per 

group. *P<0.05 compared with vehicle (2.5% Tween 80 in 0,9% sodium chloride). 
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Figure 3. Effect of B50 (100, 200 or 400 nmol/5μl, i.t.) on the number of writhes 

induced by acetic acid at 120 min after treatment with B50. Data are reported as 

mean ± S.E.M., n = 10-12 per group. * P<0.05 compared with vehicle (2.5% Tween 

80 in 0,9% sodium chloride). 
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Figure 4. Effect of naloxone (8.25 μmol/kg, s.c.) on the antinociception induced by 

B50 (200 nmol/5 μl, i.t.). Data are reported as mean ± S.E.M., n =10-14 per group. 

*P<0.05 compared with vehicle (2.5% Tween 80 in 0,9% sodium chloride ). 
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Table 1 – Effect of B50 (200 nmol/5μl, i.t.) and morphine (6.5 nmol/5μl, i.t.) on 

the latency for the first fall and number of falls in the rotarod and on the crossing and 

rearing in the open-field. 

 

 Vehicle B50 Morphine 

Latency for the 

first fall 

 

79.74 ±22.15 

 

102.27± 27.34 

 

-------- 

Number of falls 1.12±0.31 1.74± 0.46 -------- 

Crossing 58.28±4.50 59.86±7.11 68.56±4.11 

Rearing 17.86±2.50 19.06±2.69 18.00±2.23 

 

Table1. Data are expressed as mean ± SEM for n=10-14 animals in each group. 

Vehicle (2,5% Tween 80 plus saline/5μl i.t.), B50 (200nmol/5μl) and morphine(6.5 

nmol/i.t.). 
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Figure 5. Effects of morphine (6,5 nmol/5μl, i.t.), or B50 (200 nmol/5 μl, i.t.) on the 

latencies to hind paw lick  or jumping in the constant temperature (50 ± 0.1°C). Data are 

reported as mean ± S.E.M., n = 14-16 per group. *P<0.05 compared with vehicle (2.5% 

Tween 80 in 0,9% sodium chloride). 
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Discussion  
 

In the current study we show that the pyrazole-thiazole derivative B50, at the 

dose of 200 nmol (i.t.), causes antinociception in the acetic acid abdominal writhing 

assay and in the hot plate test, 120 and 90 minutes after its administration, 

respectively.   

It is interesting that the dose-response curve for B50 was biphasic, with the 

larger dose (400 nmol) showing less response, and that the antinociceptive effect of 

this pyrazole derivative appeared only 90 minutes after its administration.  The 

currently reported biphasic dose-effect curve is, to some extent, similar to those 

reported elsewhere (15-17). In those studies, the authors propose that drug doses 

larger than the effective dose might allow the interaction with other binding sites, 

which could counteract the antinociceptive effect caused by small doses of the 

compound. In this respect, are particularly remarkable the studies that have 

demonstrated that ultralow doses of nonselective opioid antagonists (by systemic and 

i.t. route) induce antinociception and augment systemic morphine analgesia 

(15,18,19). It has been suggested that ultra-low doses (picomolar to nanomolar) of an 

agonist activate a Gs-coupled mode of the opioid receptor to activate adenylate 

cyclase (AC) and increase neuronal excitability. These effects produce behavioral 

hyperalgesia, and are prevented by ultra-low doses of opioid receptor antagonists  

(15,18,19).  On the other hand, opioids at doses within the micromolar range activate 

a Gi/Go-coupled mode of the receptor to inhibit AC activity and reduce neuronal 

excitability, effects that produce antinociception and are reverted by higher doses of 

antagonists. Therefore, considering its biphasic antinociceptive effect, B50 seems to 

be akin to opioid antagonists or, like nalbuphine, produces agonist effects at one 

receptor subpopulation and antagonist effects at other (20). In fact, the finding that 

naloxone reverts the antinociceptive effect of B50 suggests that it activates opioid 

mechanisms, and agrees with this view. It is worth noting, however, that specific 

studies are necessary to elucidate whether B50 interacts with opioid receptors.  

An interesting finding of the present study was that the i.t. injection of B50 

caused antinociception only after a 90-120 minutes lag in both antinociceptive tests. 

These results suggest that B50 is a prodrug, which has to be metabolized to cause 

antinociception.  
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A major concern in experiments designed to assess the antinociceptive action 

of novel compounds is whether pharmacological treatment causes other behavioral 

alterations, such as motor or coordination impairment and sedation. In the present 

study we showed that B50 does not alter rotarod performance or open field 

exploratory activity measures. Therefore, the possibility that the currently reported 

B50-induced antinociception is due to motor effects or sedation sounds unlikely.  

In summary, in this study we described that the intrathecal injection of the 

novel pyrazolyl-thiazole derivative B50 causes delayed antinociception in chemically 

and in thermally motivated tests. B50-induced antinociception was reverted by the 

nonselective opioid antagonist naloxone, suggesting that opioid mechanisms are 

involved in such an effect.  
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Neste estudo, nós demonstramos que o derivado pirazol-tiazol (B50), na dose 

de 200 nmol (i.t.), causa antinocicepção no teste das contorções abdominais 

induzidas por ácido acético e no teste da placa quente, 120 e 90 minutos após a sua 

administração, respectivamente.  

É interessante que a curva dose-resposta para o B50 foi bifásica, com a maior 

dose (400 nmol) apresentando uma menor resposta, e que o efeito antinociceptivo 

deste derivado pirazol apareceu somente 90 minutos após sua administração. A 

curva dose-efeito bifásica relatada é similar àquelas relatadas por outros autores 

(Powell et al., 2002; Kolesnicov et al., 2003). Nesses estudos, eles propõem que 

doses das drogas maiores do que a  dose efetiva, poderiam permitir a interação com 

outros sítios de ligação,  que poderiam opor o efeito antinociceptivo causado por 

doses baixas do composto. Com respeito a isso, é de se ressaltar que doses muito 

baixas de antagonistas opióides não seletivos induzem antinocicepção e o aumento 

da analgesia da morfina quando administrados pela via sistêmica e i.t. (Powell et al., 

2002; Crain & Shen,1995, 1998). Foi sugerido que doses muito baixas (faixa 

picomolar a nanomolar) de um agonista  ativa  a proteína Gs acoplada ao do 

receptor opióide ativando a adenilato ciclase (AC) e aumentando a excitabilidade 

neuronal. Estes efeitos produzem o comportamento de hiperalgesia e são 

prevenidos por doses muito baixas  de antagonistas de receptor opióide (Powell et 

al., 2002; Crain & Shen,1995, 1998). 

 Por outro lado, os agonistas opióides em doses micromolares ativam a 

proteína Gi/Go, inibindo a atividade da AC e reduzindo a excitabilidade neuronal, 

produzindo esta antinocicepção que é revertida por doses maiores de antagonisas 

opióides. Portanto, considerando seu efeito antinociceptivo bifásico, o B50 parece 

ser semelhante a antagonistas opióides ou, como a nalbufina (antagonista opióide), 

produz efeitos agonistas em um subtipo de receptor e efeitos antagonistas em outro 

(De Souza et al.,1998). De fato, a descoberta de que a naloxona reverteu o efeito 

antinociceptivo de B50 sugere que ele ative  os mecanismos opióides, o que 

concorda com esta idéia. Entretanto, estudos  específicos são necessários para 

esclarecer se o B50 interage com receptores opióides.  

Uma descoberta interessante do presente estudo, foi que a administração i.t. 

de B50 causou antinocicepção apenas após 90-120 minutos. Estes resultados 
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sugerem que o B50 seja uma pró- droga, que deve ser metabolizada para causar 

antinocicepção.  

Uma grande preocupação nos experimentos designados para avaliar 

atividade antinociceptiva dos novos compostos é se o tratamento farmacológico 

causa outras alterações no comportamento, tais como, prejuízo motor ou sedação, o 

que poderia mascarar o efeito antinociceptivo do B50. No presente estudo, nós 

demostramos que o B50 não alterou as medidas de performance da locomoção 

forçada em  cilindro giratório ou  atividade exploratória no campo aberto. Portanto, o 

efeito antinociceptivo  do  B50 não é devido a efeitos motores ou ataxia. 

Em resumo, neste estudo nós descrevemos que a injeção intratecal do novo 

derivado pirazol-tiazol (B50) causou antinocicepção, com início tardio, em testes 

nociceptivos químico e térmico.  A  antinocicepção induzida por B50, foi revertida por 

naloxona, um antagonista não seletivo dos receptores opióides, sugerindo que 

mecanismos opióides estejam envolvidos em tal efeito. 
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 Tendo em vista os resultados obtidos no presente estudo, pode-se concluir 

que: 

 

1) A administração i.t. de  B50 apresenta efeito antinociceptivo no modelo de 

nocicepção química (teste das contorções abdominais) e também no modelo 

de nocicepção térmica (placa quente). 

 

 2) O B50 não causou ataxia nos camundongos submetidos ao teste       de  

locomoção forçada em cilindro giratório. 

 

  3) A atividade locomotora e exploratória de camundongos no campo aberto não 

foi alterada pela administração de B50. 

 

  4) O efeito antinociceptivo do B50  envolve mecanismos opióides.  
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