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RESUMO
Dissertacao de Mestrado
Programa de Pos-graduacéo em Bioquimica Toxicoldgica

Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brasil

ESTUDO DO POTENCIAL ANALGESICO E ANTIINFLAMATORIO DO 3-(4-
FLUORFENIL)-5-TRIFLUORMETIL-1H-1-TOSILPIRAZOL EM MODELOS DE DOR
EM CAMUNDONGOS

AUTORA: Sara Marchesan de Oliveira
ORIENTADOR: Juliano Ferreira
LOCAL E DATA DA DEFESA: Santa Maria, 17 de novembro de 2009

A dor € uma das maiores queixas na area meédica e a identificacdo de
compostos que possam tratar efetivamente os estados dolorosos, sem induzir
efeitos colaterais, permanece um grande desafio na pesquisa biomédica. O objetivo
do presente estudo foi investigar o efeito antinociceptivo de um novo composto 3-(4-
fluorfenil)-5-trifluormetil-1H-1-tosilpirazol (composto A) em diferentes modelos de dor
em camundongos e comparar oS seus efeitos com aqueles produzidos por um
pirazol contendo trifluormetil em sua estrutura, o celecoxibe. O composto A ou o
celecoxibe foram administrados por via oral (78-780 pmol/kg), intratecal (9—-22,5
nmol/sitio) ou intracerebroventricular (9—22,5 nmol/sitio). A administracdo oral do
composto A ou do celecoxibe aboliram a alodinia mecéanica, mas ndo o edema,
causado pela injecdo intraplantar de carragenina. Do mesmo modo, a administracao
do composto A reduziu a nocicepcdo, mas ndo o edema, produzido pela bradicinina
ou capsaicina. Entretanto, o composto A administrado por via oral (500 umol/kg) nédo
alterou a nocicepcdo nem o0 edema causados pela inje¢cdo intraplantar de
prostaglandina E, (PGE;) ou glutamato. J& o celecoxibe, reduziu somente a
nocicepcao induzida pela PGE,. Além disso, a administracdo oral ou intratecal do
composto A ou celecoxibe também reduziu a nocicepc¢édo induzida por &cido acético.
Quando administrados por via intracerebroventricular, somente o celecoxibe foi
capaz de reduzir a nocicepc¢ao induzida por acido acético. Finalmente, o composto A
ou o celecoxibe néo alteraram a nocicepg¢éo térmica aguda, a performance motora

ou a temperatura corporal dos animais, nem produziram lesGes gastricas quando



administrados por via oral. Consequentemente, o composto A parece ser um

interessante prototipo para o desenvolvimento de novas drogas analgésicas.

Palavras- chave: dor, nocicepcao, inflamacéo, edema, pirazois, analgésicos
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Dissertation of Master’s Degree
Graduate Course in Toxicological Biochemistry

Federal University of Santa Maria, RS, Brazil

STUDY OF THE ANALGESIC AND ANTIINFLAMMATORY POTENTIAL OF 3-(4-
FLUOROPHENYL)-5-TRIFLUOROMETHYL-1H-1-TOSYLPYRAZOLE IN PAIN
MODELS IN MICE

AUTHOR: Sara Marchesan de Oliveira
ADVISOR: Juliano Ferreira
PLACE AND DATE OF THE DEFENSE: Santa Maria, November, 17", 2009.

Pain is the most common complaint in the medical field and the identification
of compounds that can effectively treat painful states without induction of side-effects
remains a major challenge in biomedical research. The aim of the present study was
to investigate the antinociceptive effect of a novel compound, 3-(4-fluorophenyl)-5-
trifluoromethyl-1H-1-tosylpyrazole (compound A) in several models of pain in mice
and compare with those produced by the known trifluoromethyl-containing pyrazole
compound celecoxib. Compound A or celecoxib were administrated by oral (78—780
pmol/kg), intrathecal (9—22.5 nmol/site) or intracerebroventricular (9—22.5 nmol/site)
routes. Oral administration of either compound A or celecoxib abolished the
mechanical allodynia, but not the oedema caused by intraplantar injection of
carrageenan. Similarly, compound A reduced the overt nociception, but not the
oedema, produced by bradykinin or capsaicin. However, compound A (500 umol/kg,
orally) did not alter nociception nor oedema caused by intraplantar injection of
prostaglandin E, or glutamate, whereas celecoxib reduced only the nociception
induced by the former. Moreover, oral and intrathecal administration of compound A
or celecoxib also reduced the nociception induced by acetic acid. However, only
celecoxib reduced the acetic acid-induced nociception when it was injected by the
intracerebroventricular route. Finally, neither compound A nor celecoxib was able to
produce antinociceptive effect in the tail-flick test or to alter the motor performance

and the body temperature. Besides, compound A or celecoxib did not induce gastric

Vi



lesion. Thus, compound A seems to be an interesting prototype for the development
of novel analgesic drugs.

Key words: pain, nociception, inflammation, edema, pyrazoles, analgesics
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APRESENTACAO

No item INTRODUGCAO esta descrita uma revisdo sobre os temas trabalhados
nesta dissertagao.

Os resultados que fazem parte desta dissertacao estao apresentados sob a
forma de artigo, o qual encontra-se no item ARTIGO CIENTIFICO. As secbes
Materiais e Métodos, Resultados, Discusséo e Referéncias Bibliograficas encontram-
se no proprio artigo e representam a integra deste estudo.

Os itens DISCUSSAO e CONCLUSOES encontrados no final desta
dissertacéo, apresentam interpretacdoes e comentarios gerais sobre o artigo cientifico
contido neste trabalho.

As REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS referem-se somente as citacdes que
aparecem nos itens INTRODUCAO, REVISAO BIBLIOGRAFICA e DISCUSSAO

desta dissertacao.
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A dor tem importancia clinica fundamental, pois € uma das queixas mais
comuns dos pacientes que procuram centros de atendimento médico. No Brasil, e
em outros paises, de 10% a 50% dos individuos procuram auxilio médico por razdes
relacionadas a dor (Bovin et al., 1994; Teixeira et al., 1995; Teixeira, 2006). Destes,
cerca de 50% buscam atendimento devido a quadros de dores agudas e outros 50%
para o tratamento de quadros de dor persistente ou cronicas (Turk e Melzack, 1992).

A ocorréncia de dor é frequiente em decorréncia dos novos habitos de vida, do
decréscimo da tolerancia ao sofrimento pelo homem moderno, do prolongamento da
vida dos individuos em geral e dos doentes com afeccdes clinicas naturalmente
fatais (Pimenta e Teixeira, 2001).

A dor aguda tem funcao biolégica de preservacao, da integridade e da defesa
corporal, pois denota uma leséo ou iminéncia de leséo tecidual. Por outro lado, a dor
cronica € uma das principais causas de incapacidade e afastamento do trabalho,
perda da capacidade de cumprir as tarefas diarias e da qualidade de vida. Apesar
dos avancos nas diversas areas de conhecimentos relacionadas a dor, como
epidemiologia, fisiopatologia e terapéuticas, os resultados dos tratamentos bem
como a prevengdo de queixas recorrentes ainda ndo séo satisfatérios (Teixeira e
Figueird, 2001; Teixeira, 2006).

As duas principais classes de analgésicos utilizadas na terapia atual para o
tratamento da dor sdo os opidides e os antiinflamatorios nao-esteroidais (AINES),
gue embora eficazes, apresentam efeitos adversos que tornam o tratamento clinico
limitado (Negus et al., 2006; Woodcock et al., 2007). Os opidides estdo associados
principalmente a constipacdo, depressdo respiratdria, dependéncia, nauseas e
vomitos (Schug e Gandham, 2006), enquanto o uso de antiinflamatérios nao-
esteroidais classicos pode levar a uma grande variedade de eventos adversos, como
Ulceras e reducdo da funcédo plaquetaria, aumentando o risco de sangramento
(Brune, 2007).

Novos compostos contendo o nucleo pirazol tém sido sintetizados e avaliados
biologicamente. Na literatura, verifica-se uma grande variedade de diferentes efeitos
bioldgicos apresentados por pirazois inéditos e dentre eles detaca-se o celecoxibe
(Bonacorso et al., 2006; Funk e FitzGerald, 2007). O celecoxibe € um AINE que
possui efeito analgésico, antiinflamatério e antipirético. Ele foi o primeiro inibidor
seletivo da ciclooxigenase-2 (COX-2) desenvolvido para este fim e aprovado para o

tratamento da artrite reumatéide. Aléem disso, o0 celecoxibe tem como vantagem
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apresentar melhor tolerancia pelo trato gastrointestinal quando comparado com 0s
outros AINEs (Brune e Zeilhofer, 2006).

O controle eficaz e seguro da dor € de fundamental importancia para
proporcionar o maior grau possivel de conforto e satisfacdo ao paciente. Apesar da
existéncia de varios analgésicos opidides e ndo-opidides, muitos pacientes ainda
sofrem com o controle inadequado da dor. Entretanto, inibir a COX-2 parece ser uma
estratégia interessante para o tratamento de dores inflamatorias persistentes, as
quais sao bastante prevalentes e muitas vezes irresponsivas a terapéutica existente.
Assim, torna-se cada vez maior a procura por novos agentes analgésicos que

apresentem boa eficacia e poucos efeitos colaterais.
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2.1 -Dor

A dor € uma experiéncia subjetiva, conceituada como “experiéncia sensorial e
emocional desagradavel associada a leséo tecidual real ou potencial ou descrita em
termos de tal dano” (Merskey e Bogduk, 1994).

Além de uma sensacdo, a dor também possui um componente emocional. Isto
€ importante porque as sensacdes possuem vias neuroanatdmicas com receptores
especificos que permitem a deteccdo e medida de um estimulo. JaA as emocdes
incorporam componentes sensoriais com influéncias pessoais e ambientais
importantes. O componente sensorial da dor é denominado nocicepcdo. A
nocicepcdo leva a dor, que por sua vez causa o sofrimento. Além disso, a
nocicep¢ao ndo € uma sensacao uniforme, sendo formada por varias vias que ligam
varios componentes do sistema nervoso central e periférico de maneira hierarquica.
Os estimulos nocivos tais como calor, frio, compressdo intensa ou algumas
substancias quimicas ativam as terminacdes nervosas livres e periféricas de fibras
aferentes sensoriais delgadas do tipo C e Ad, denominadas nociceptores (para
revisdo ver Dray e Perkins, 1997; Russo e Brose, 1998; Besson, 1999; D'Mello e
Dickenson, 2008). A estimulacdo dos nociceptores leva os estimulos nocivos da
periferia ao sistema nervoso central (SNC), onde vérias respostas afetivo-
emocionais e discriminatério-sensoriais sao ativadas (Meyer et al., 1994).

O tipo de dor e o inicio das respostas protetoras sdo determinados por muitos
fatores que atuam ao nivel da medula espinhal e de estruturas cerebrais superiores
envolvidas na integracdo e modulacdo dos sinais nociceptivos (Russo e Brose,
1998). Existem vérios locais onde mediadores quimicos que participam da
perpetuacdo da resposta dolorosa sdo gerados, dentre 0os quais destacam-se 0S
tecidos lesados e adjacentes, o sistema vascular, as células imunes, 0s nervos
simpéaticos e sensoriais. Além disso, existem mecanismos complexos através dos
guais um transmissor pode agir, como receptores acoplados a multiplos mecanismos
de transducéo intracelular, sendo esses receptores amplamente distribuidos através
dos tecidos periféricos ou centrais (Millan, 1999).

Comumente, diferentes manifestacbes podem ocorrer em pacientes que
experimentam a dor, como a hiperalgesia (sensibilidade exacerbada a um estimulo

doloroso) e a alodinia (dor em resposta a um estimulo nao doloroso) (Besson, 1999).
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2.2 — Analgésicos

Alguns dos farmacos analgésicos “classicos”, notadamente os opiaceos e os
antiinflamatdrios ndo-esteroidais tém suas origens em produtos naturais que foram
usados por séculos (Dickeson e Kieffer, 2006; McQuay e Moore, 2006). Apesar de
as substancias originais, como a morfina e a aspirina estarem ainda em amplo uso,
diversas substancias sintéticas que agem pelos mesmos mecanismos tem sido
sintetizadas (Rainsford, 2007; Kawai et al., 2008).

2.2.1 — Analgésicos Opioides

O termo opidide se aplica a qualquer substancia, endégena ou sintética, a
qual possui efeitos semelhantes a morfina, e que sado bloqueados por antagonistas
dos receptores opidides, como a naloxona. O termo mais antigo, opiaceo, é restrito
aos farmacos sintéticos semelhantes a morfina com estruturas nao-peptidicas.
Existem trés tipos de receptores opiodides, denominados de u, d € K, todos eles séo
receptores tipicos acoplados a proteina G e medeiam o0s principais efeitos
farmacolégicos dos opidides (Fries, 1995).

Todos os receptores opiodides estao ligados através da proteina G a enzima
adenilato ciclase, e causam a ativacdo da mesma quando ativados. Eles também
facilitam a abertura dos canais de potassio (causando hiperpolarizacdo) e inibem a
abertura dos canais de calcio (inibindo a liberagcdo de neurotransmissores) (Fries,
1995; Dickeson e Kieffer, 2006).

Os opiodides continuam sendo os analgésicos mais eficazes, estando entre os
farmacos mais utilizados para o tratamento de dor intensa. Embora os opidides
sejam importantes ferramentas no alivio da dor, sua utilizagéo produz alguns efeitos
indesejaveis como depressao respiratdria, constipacao, nauseas, vomitos, euforia,
entre outros (Mercadante, 1999; Dickeson e Kieffer, 2006). Os opidides também
podem induzir tolerdncia e dependéncia. A tolerancia desenvolve-se rapidamente e
é verificada quando ha necessidade de um aumento nas doses do farmaco para
manter o efeito farmacologico desejado. A tolerdncia aos opidides possui
consideravel seletividade, no sentido de que o desenvolvimento de tolerancia a um
opidide ndo é necessariamente acompanhado por tolerancia a outros. Ja a

dependéncia é de dificil identificacdo e € caracterizada por uma clara sindrome de
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abstinéncia, causando irritabilidade, emagrecimento, e varios padrdes de
comportamento anormal como convulsao e sinais de agressdo, quando o farmaco é

retirado de uso abruptamente do paciente (Dickenson e Kieffer, 2006).

2.2.2 — Analgésicos Antiinflamatoérios N&o - Esteroidais (AINES)

Os AINEs classicos (como a aspirina, indometacina e ibuprofeno) tém
propriedades analgésica, antipirética e antiinflamatoéria, relacionadas a inibicdo do
sistema enzimatico da cicloxigenase (COX) que converte o acido araquiddénico em
prostaglandinas e tromboxanos (Hinz et al, 2007). As prostaglandinas,
especialmente a PGE,, sensibilizam o nociceptor periférico as acdes de outros
estimulos nocivos (Woolf and Mannion, 1999). Assim, salicilatos e outros
antiinflamatérios ndo-esteréidais mostram-se eficazes principalmente contra a dor
associada a inflamacao ou a leséo tecidual, visto que eles evitam a sensibilizacdo do
nociceptor (Brune e Zeilhofer, 2006).

A acdo antiinflamatoria se refere a reducédo de algumas PGs (PGE, e PGly)
produzidas via COX-2, as quais conduzem a um aumento da permeabilidade
vascular e edema (Rau e Knaus, 2008). Do mesmo modo, o efeito analgésico ocorre
através da reducédo da producédo de prostaglandinas pré-nociceptivas (PGE; e PGl,),
havendo menor sensibilizacdo de terminacfes nervosas nociceptivas a Varios
mediadores inflamatérios, tais como a bradicinina e a 5-hidroxitriptamina (Ferreira,
1972; Besson 1999; Brune e Zeilhofer, 2006). J4 o efeito antipirético deve-se em
parte a diminuicdo das prostaglandinas PGE; e PGE, (produzidas em resposta a
pirdgenos inflamatérios, como a interleucina-1), que séo responsaveis pela elevagao
do ponto de ajuste hipotalamico, para o controle da temperatura, causando febre
(Insel, 1996; Morimoto et al., 1998).

A ciclooxigenase possui duas isoformas, que sdao nomeadas de COX-1 e
COX-2. A COX-1 é expressa constitutivamente e € distribuida na maioria dos tecidos
(Funk et al., 1991; Kargman e Charleson et al., 1996) e acredita-se que medeia
varios processos fisioldégicos. A segunda isoforma € a COX-2 que, com poucas
excecOes, ndo é expressa sob condicbes fisiologicas e sim encontrada em
processos inflamatdrios sob a acdo de certas citocinas ou lipossacarideos, entre
outros, e sua expressao é prevenida por certos agentes corticosteréides. A COX-2 é

produzida localmente em sitios de dano tecidual em resposta a estimulos
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inflamatorios (Fu et al., 1990; De Witt, 1991; Kujubu et al., 1991; Xie et al., 1991; Lee
et al.,1992; Jones et al.,, 1993; Hempel et al., 1994). Além do mais, 0s niveis de
COX-2 e prostaglandinas aumentam nos neurdnios espinhais em resposta tanto aos
estimulos inflamatorios periféricos quanto a acdo direta de citocinas inflamatorias
(IL-1B, IL-6 e ENT-a) nos neurdnios do corno dorsal. Isso pode resultar em
hiperalgesia ou alodinia (Woolf e Salter, 2006). Esses sintomas séo frequentes em
quadros de dor persistente causada por dano tecidual (Woolf e Mannion, 1999).

Recentemente foi descoberta uma variante do gene da COX-1, descrito como
COX-3 (Chandrasekharan et al., 2002). Essa parece ser expressa em altos niveis no
sistema nervoso central e pode ser encontrada também no coracao e na aorta. Essa
enzima é seletivamente inibida por AINEs como paracetamol e dipirona. Essa
inibicdo pode representar um mecanismo primario central pelo qual essas drogas
diminuem a dor e possivelmente a febre. A relevancia desta isoforma ainda ndo esta
clara (Schwaba et al., 2003; Botting e Ayoub, 2005).

Dentre os efeitos adversos causados pelos AINEs classicos, os mais comuns
sdo dispepsia, naduseas e vOmitos como também lesdo gastrica em usuarios
cronicos, com o risco de hemorragia por anulacdo do efeito protetor da
prostaglandinas sobre a mucosa gastrica. Pode haver insuficiéncia renal reversivel
(em individuos que apresentam vasoconstricio noradrenérgica ou mediada pela
angiotensina) causada pela auséncia de vasodilatacdo compensatdria mediada pela
PGE,. Reacbes cutaneas, disturbios hepaticos e depressdo da medula Ossea
também podem ocorrer (Brune and Beck, 1991).

Embora os AINEs sejam bastante eficazes no tratamento de quadros
dolorosos, muitas vezes o seu uso € limitado devido a ocorréncia de efeitos
adversos. Entretanto, um agente capaz de bloquear a COX-2, tanto periférica quanto

central, seria ideal para um tratamento mais eficaz e seguro da dor.

2.3 — AINEs derivados do Pirazol

Os compostos pirazolinicos sdo drogas de origem sintética que possuem em
sua estrutura um anel pirazol, que é um heterociclo com dois atomos de nitrogénio e
trés atomos de carbono, o qual possui uma dupla ligacdo entre o nitrogénio 2 e o

carbono 3 e outra entre os carbonos 4 e 5 (Figura 1). O anel pirazolina possui
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apenas uma dupla ligagéo, entre os carbonos 3 e 4. A pirazolidina ndo possui
ligacbes duplas em sua estrutura. Ja a 3,5-pirazolidinadiona ndo possui duplas
ligacbes, mas substituicbes por oxigénios nos carbonos 3 e 5, enquanto que a 5-
pirazolona possui uma dupla ligacdo entre os oxigénios 3 e 4 e uma substituicdo por
um oxigénio no carbono 5. Esses compostos podem aliar atividade antiinflamatéria,
analgésica e antipirética (Borne, 1995; Glrsoy et al., 2000). Vérias substituicdes nos
diferentes anéis apresentados na Figura 1 podem ser utilizadas para a obtencéo de

novos derivados pirazolinicos com o potencial terapéutico.

£ e O
I

N |
H H H
Pirazol Pirazolidina Pirazolina
O
V4 _
N—H //[ N—H
o//\_N/\ 07 N’
|
H H

3,5- Pirazolidinadiona 5-Pirazolona

Figura 1 — Compostos derivados do anel central pirazol estando sujeitos a diversas substituicdes,

aliando assim as atividades analgésicas, antipiréticas e antiinflamatoérias.

Os derivados pirazolinicos foram descobertos por volta de 1884 pelo quimico
alemédo Ludwig Knorr quando ele tentava sintetizar derivados da quinolona com
atividade antipirética e acidentalmente obteve a antipirina (Figura 2), uma pirazolona
com atividade analgésica, antipirética e anti-reumatica. Mais tarde foi sintetizado um
derivado 3-metilamino da antipirina, a aminopirina, um analogo mais potente da
antipirina que foi amplamente utilizado como analgésico e antipirético nos Estados
Unidos e Europa até que fossem relatados casos de agranulocitose fatal associados
ao uso desse composto (Borne, 1995). Devido a ocorréncia desse efeito colateral
grave, o interesse pela pesquisa de novos compostos pirazolinicos foi pequeno até
meados de 1940, quando uma série de pirazolidinodionas mais seguras foram

sintetizadas (Insel, 1996). O representante mais importante dessa série é a
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fenilbutazona (Figura 2), um potente antiinflamatério. Mesmo potente, é restrita em
alguns paises ao tratamento de espondilite anquilosante devido aos seus efeitos
colaterais (Insel, 1996). Em 1921, o laboratério Hoechst obteve a dipirona (Figura 2),
(uma pirazolona), pela substituicio de uma das metilas do grupo amino da 5-
pirazolona por metilenosulfoxilato de sédio.

Estudos em animais e humanos revelaram que a dipirona € um antipirético
eficaz, apresentando boa atividade analgésica e fraca atividade antiinflamatoria
(Lecannelier, 1976). Esse produto € também denominado genericamente como
metamizol (Mardones, 1976). H& inimeros estudos sobre a dipirona na literatura,
devido a suas diferentes propriedades dos antiinflamatorios ndo esteroidais (AINES)
classicos. O mecanismo de acdo da dipirona ndo é completamente conhecido, mas
ha evidéncias do envolvimento de indmeros mecanismos, incluindo a inibicdo da
cicloxigenase (COX) (Campos et al., 1999; Shimada et al., 1994), da 6xido nitrico
sintase (Duarte et al., 1992), da liberacao de opidides enddgenos (Vlaskovska et al.,
1989), estimulacdo do canal de potassio sensivel ao ATP (Alves e Duarte, 2002) e
antagonismo de receptores do glutamato (Beirith et al., 1998).

Outro derivado pirazolinico estudado mais recentemente e que é usado na
clinica € o celecoxibe (Figura 2), um inibidor preferencial da COX-2. Este € um
agente anti-artritico eficiente e demonstra ter eficacia analgésica no alivio da dor,
como a que ocorre na dismenorréia ou apés cirurgia dentaria ou ortopédica. A
biodisponibilidade do celecoxibe é de 20-60%, enquanto a sua meia-vida de
eliminagéo é de aproximadamente 10 horas (Brune e Zeilhofer, 2006).

O primeiro AINE a ser vendido no mercado como um inibidor seletivo da
COX-2, foi o celecoxibe. Subsequentemente, varios inibidores seletivos da COX-2,
foram desenvolvidos. O rofecoxibe foi desenvolvido como um inibidor altamente
potente e seletivo da COX-2 e foi muito utilizado no tratamento da artrite reumatéide,
sendo posteriormente retirado do mercado (Dieppe et al., 2004; Funk e FitzGerald,
2007). Apods o celecoxibe e o rofecoxibe, varios coxibes foram desenvolvidos com
seletividade superior sobre a COX-2, em relacdo ao celecoxibe. Dentre eles
destaca-se valdecoxibe, etoricoxibe, parecoxibe (pro-droga do valdecoxibe) e
lumiracoxibe. O valdecoxibe apresentou-se eficaz na terapéutica da artrite
reumatodide, osteo-artrite e dor menstrual e foi aprovado para o uso nos Estados
Unidos em 2003, sendo posteriormente retirado do mercado. Mais tarde, o Food and
Drud Administration (FDA) nos Estados Unidos e a ANVISA (Agéncia Nacional de
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Vigilancia Sanitaria), no Brasil, proibiram a venda do etoricoxibe (Funk e FitzGerald,
2007; ANVISA). A retirada destes farmacos do mercado deveu-se principalmente
devido ao risco de doencas cardiovasculares, como infarto cardiaco e morte
cardiaca repentina (Dieppe et al., 2004; Saraiva, 2007). Da mesma forma, o mais
recente coxibe retirado do mercado foi o lumiracoxibe, sendo que sua retirada
deveu-se principalmente a sua toxicidade hepética (Rao e Knaus, 2008). Até o
presente momento, no entanto, ndo ha evidéncias que estes sejam efeitos
apresentados por todos os coxibes, mas sem duvida, sdo efeitos que devem ser
levados em consideracéo.

Mamdani e colaboradores (2004), compararam a relagdo entre o uso de
celecoxibe, rofecoxibe ou AINEs néo seletivos, em relacédo a controles (ndo usuarios
de AINES) e a hospitalizacdo por insuficiéncia cardiaca cronica (ICC). Pacientes em
uso de rofecoxibe e AINEs ndo seletivos apresentaram risco aumentado de
admissao hospitalar por ICC. O celecoxibe ndo apresentou tal risco. A diferenca de
toxicidade do celecoxibe em relacdo aos outros coxibs pode ser explicada pela taxa
de seletividade COX-2/ COX-1 desses farmacos (Krotz et al., 2005; Shi e Klotz,
2008). Entre os coxibes, incluindo o rofecoxibe e o valdecoxibe, o celecoxibe tem a
menor seletividade sobre a COX-2, enquanto o lumiracoxibe é o mais seletivo. A
seletividade do celecoxibe em inibir a COX-2 em relagdo a COX-1 esta entre 5 e 50
vezes em ensaios de sangue total, enquanto rofecoxibe, valdecoxibe, etoricoxibe e
lumiracoxibe inibem mais de 50 vezes a COX-2 em relacdo a COX-1 (Warner et al.,
1999; Shi e Klotz, 2008).

CH; /\/>\_\//o

Antipirina Fenilbutazona
(Fenazona)
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Figura 2 — Estrutura quimica de analgésicos contendo o anel pirazol

2.4 — Pirazois Pré- Clinicamente Testados

A busca por novos pirazois fez com que muitos outros compostos fossem
estudados. Em 1959, Oshima e colaboradores estudaram a atividade farmacoldgica
do 1-(4-metoxi-6-metil-2-pirimidinil)-3-metil-5-metoxipirazol e uma série de 43
analogos desse composto. Apos a triagem desses compostos em relacdo ao efeito
analgésico, os autores verificaram que seis eram promissores e investigaram o
potencial antipirético e antiinflamatorio, bem como a toxicidade desses derivados
pirazolinicos. Eles concluiram que compostos contendo um grupo metéxi na posicao
5 do anel pirazol apresentam acdo analgésica, antipirética e antiinflamatéria mais
pronunciadas do que os compostos analogos com outros substituintes nesta posicéo
(Oshima et al., 1969).

O pirazol FR140423 {3-(difluormetil)-1-(4-metoxifenil)-5-[4-(metilsulfinil) fenil
pirazol]} (Figura 3) foi sintetizado em 1997 durante a triagem de novos compostos
com potencial antiinflamatério (Tsuji et al., 1997). Esse composto apresenta acao
antinociceptiva e antiinflamatoria, inibindo seletivamente a COX-2 (Ochi et al.,
1999a). Além disso, o FR140423 tem efeito antinociceptivo em um modelo de dor
induzida por estimulo térmico (retirada da cauda), sendo este antagonizado por
naloxona, um antagonista dos receptores opidides (Ochi et al., 1999b). Os autores
consideram que o FR140423 é uma droga que tem por agdo dois mecanismos
distintos, ou seja, inibichio da COX-2 em tecidos inflamados e interagcdo com o
sistema opiodide (Ochi et al., 1999c).

12
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2.4.1 - Pirazéis Sintetizados pelo NUQUIMHE

Na procura por compostos com bons efeitos farmacologicos e baixo indice de
efeitos indesejaveis € que nosso grupo pesquisa em conjunto com o Nucleo de
Quimica de Heterociclos (NUQUIMHE) da UFSM busca desenvolver compostos com
atividade antinociceptiva e antiinflamatoria. A Figura 3 representa as estruturas
quimicas de alguns compostos sintetizados pelo NUQUIMHE e testados em nosso

laboratorio.

CHs3

CH3 CH3 CH3
"o HO \ \
N HO
ClsC N~ .G N/N N "o N
/L 3 O/k " | o |
A A A
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CHs
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Cly N/N
Hs N)\O H,N \O O/KNHz
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CHsS ) :
A
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N\N/ CHF, y

CHs o
FR140423 B50

Figura 3 — Novos compostos contendo o anel pirazol, testados pré-clinicamente.
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Os seguintes compostos 5-trialometilatedos-4,5-diidro-1H-pirazol metil ésteres
foram testados: 3-metil-5-trifluormetil-(MPF3), 4-metil-5-trifluormetil-(MPF4), 3-metil-
5-triclorometil-(MPCI3) e 4-metil-5-triclorometil-(MPCI4). Os compostos MPF3,
MPF4, MPCI3 e MPCI4 administrados por via intraperitoneal reduziram as fases
nociceptivas, neurogénica e inflamatdria, no teste da formalina, e, assim como a
dipirona, eles também produziram efeito antinociceptivo dose-dependente no teste
da placa quente sem causar alteracdo da coordenacédo motora dos animais no teste
do cilindro giratério ou da locomocao espontanea no teste do campo aberto. O efeito
antinociceptivo do MPF4 foi revertido pelo antagonista do receptor opidide naloxona,
mas nado pelo antagonista a2-adrenérgico ioimbina ou pelo tratamento com o inibidor
da sintese de serotonina p-clorofenilalanina etil éster (PCPA). O tratamento repetido
com o MPF4 nao causou tolerancia em relacdo ao seu efeito antinociceptivo, mas
reduziu o transito gastrointestinal dos camundongos, quando comparado com a
morfina (Milano et al., 2008a). Milano e colaboradores (2008b) também verificaram
gue o pirazol MPF4 administrado por via intraperitoneal e MPF4, dipirona e morfina
administrados por via oral produziram forte acdo antinociceptiva, mas nao
antiedematogénica na alodinia inflamatéria causada por adjuvante completo de
Freud (ACF), sendo o efeito antinociceptivo do MPF4 revertido com o pré-tratamento
dos animais com naloxona ou naltrindol. Além disso, MPF4, dipirona e morfina
também produziram efeito anti-alodinico no modelo de dor incisional.

Sauzem e colaboradores (2007) verificaram as propriedades analgésicas e
antiinflamatdrias de novos 3- ou 4-substituidos-5- trifluormetil-5-hidréxi-4,5-diidro-1H-
1-carboxamidapirazois. A administracdo subcutanea dos 5-trifluormetil-5-hidroxi-4,5-
diidro-1H-1-pirazois reduziu a nocicepcdo dos camundongos em modelo de dor
aguda, sendo que o composto mais efetivo reduziu o edema de pata causado por
carragenina. Na continuidade deste trabalho, Sauzem e colaboradores (2009)
avaliaram o efeito antinociceptivo e anti-edematogénico, bem como alguns
parametros de toxicidade dos derivados pirazolinicos 5-trifluormetil-4,5-diidro-1H-
pirazol EPFCA3 e MPFCA4 apds administragdo aguda ou crbnica (tratamento por 15
dias) em ratos submetidos a um modelo de artrite induzida por ACF. Foi verificado
que a administracdo subcutanea aguda ou crénica de EPFCA3 e MPFCA4 produziu
efeito antinociceptivo, mas ndo anti-edematogénico, sendo que nenhum sinal de
toxicidade foi observado nos animais tratados cronicamente com EPFCA3 ou
MPFCAA4.
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Prokopp e colaborados (2006) testaram o efeito do pirazol 2-[5-triclorometil-5-
hidroxi-3-fenil-4,5-dihidro-1H-pirazol-1-il]-4-(4-bromofenil)-5-metil tiazol (B50), o qual
apresentou acado antinociceptiva em modelo de dor aguda (teste das contorcdes
abdominais), a qual foi prevenida pela administracdo de naloxona. Sugerindo-se
assim, a participacéo do sistema opidide no seu mecanismo de acao.

Também foi testado o derivado pirazolinico 3-metil-5-hidroxi-5-triclorometil-1-
H-pirazolcarboxiamida (MPCA) (Figura 3) em modelo de dor aguda. O MPCA
reduziu o comportamento nociceptivo da fase neurogénica e inflamatéria no teste da
formalina. Esta atividade antinociceptiva do MPCA foi prevenida pela pré-
administracdo de naloxona, um antagonista ndo seletivo dos receptores opidides. No
entanto, ainda sdo necessarios mais estudos para elucidar seu mecanismo de agao
(Souza et al., 2001).

Os resultados acima descritos sugerem que estes novos pirazoéis sdo bons
candidatos para o desenvolvimento de novas drogas analgésicas para o tratamento
da dor.

Recentemente, o NUQUIMHE sintetizou, utilizando o método de substituicao
régio-especifica, uma série de pirazolinil sulfonas contendo trifluormetil na posicéo 5
e com substitui¢cdes aril nas posi¢cdes 1 e 3 no anel central pirazol (Bonacorso et al.,
2006), os quais apresentaram discreta atividade antimicrobiana e baixo efeito
citotoxico. Classicamente, trifluormetil pirazois com substituicbes aril nas posicoes 1
e 5 no anel central, como o celecoxibe, inibem seletivamente a COX-2 (Penning et
al., 1997). Porém, estudos recentes demonstram que compostos com substituicbes
aril nas posicoes 1 e 3 também podem inibir a COX-2 (Sui et al., 2000). Desta forma,
0 objetivo do presente estudo foi verificar se uma nova pirazolinil sulfona com
substituicBes aril nas posi¢des 1,3 (3-(4-fluorfenil)-5-trifluormetil-1H-1-tosilpirazol ou

composto A) possui atividade antinociceptiva em modelos de dor em camundongos.
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Objetivos

3.1 - Objetivo Geral

Avaliar o potencial antinociceptivo do novo composto 3-(4-fluorfenil)-5-

trifluormetil-1H-1-tosilpirazol (composto A) em camundongos.

3.2 - Objetivos Especificos

1 - Avaliar a atividade antinociceptiva e anti-edematogénica do composto A em
modelos de dor aguda e persistente;

2 - Investigar alguns dos possiveis efeitos adversos do composto A;

3 - Comparar os efeitos do composto A com aqueles causados pelo celecoxibe.
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Artigo

Os resultados que fazem parte desta dissertacdo estdo apresentados na
forma de artigo cientifico. Os itens Materiais e Métodos, Resultados e Discussao dos
Resultados encontram-se no proprio artigo. O artigo esta disposto na forma em que

foi publicado na revista cientifica Basic & Clinical Pharmacology & Toxicology.
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Abstract: Pain is the most common complaint in the medical field and the identification of compounds that can effectively
treat painful states without induction of side-effects remains a major challenge in biomedical research. The aim of the
present study was to investigate the antinociceptive effect of a novel compound. 3-(4-Auorophenyl)-3-trifluoromethyl-
| H-1-tosylpyrazole (compound A) in several models of pain in mice and compare with those produced by the known
trifluoromethyl-containing pyrazole compound celecoxib. Compound A or celecoxib were administrated by oral (78—
T80 pmol/kg), intrathecal (9-22.5 nmol/site) or intracerebroventricular (9-22.5 nmolfsite) routes. Oral administration of
either compound A or celecoxib abolished the mechanical allodynia. but not the cedema caused by intraplantar injection
of carrageenan. Similarly, compound A reduced the overt nociception, but not the cedema. produced by bradykinin or
capsaicin. However, compound A (500 pmol/kg, crally) did not alter nociception nor cedema caused by intraplantar
injection of prostaglandin E; or glutamate, whereas celecoxib reduced only the nociception induced by the former.
Moreover. oral and intrathecal administration of compound A or celecoxib also reduced the nociception induced by acetic
acid. However, only celecoxib reduced the acetic acid-induced nociception when it was injected by the intracerebroventricular
route. Finally, neither compound A nor celecoxib was able to produce antinociceptive effect in the tail-flick test or to alter
the motor performance and the body temperature. Besides, compound A or celecoxib did not induce gastric lesion. Thus,

compound A seems to be an interesting prototype for the development of novel analgesic drugs.

Pain is the most common complaint in the medical field;
however, the arsenal of effective and safe analgesics is still
relatively small [1]. Thus, pain continues to produce severe
distress for many patients, dominating and disrupting their
quality of life. Many of the currently available clinical treat-
ments are only partially effective and may be accompanied
by distressing side-effects or have abuse potential [2].

The identification of compounds that can effectively treat
painful states without induction of side-effects remains a
major challenge in biomedical research [3]. Pyrazoles and
their derivatives are widely known for their excellent
effectiveness as analgesics and antipyretics [1]. Dipyrone is a
well-documented and commercially available example of
pyrazole compound with great analgesic action and weak
anti-inflammatory effect [1.4]. Another well-known pyrazole
compound, celecoxib, was the first designed selective
cyclooxygenase-2 inhibitor. Celecoxib is a 1,5-diaryl-substituted
triflucromethyl-pyrazole compound that presents analgesic,
antipyretic and anti-inflammatory effects [3-7]. Our group has
been investigating the possible pharmacological potential of
new molecules that contain a pyrazole scaffold in animal
models of inflammation, fever and pain [3-13].

Authors for correspondence: Juliano Ferreira and Helio G.
Bonacorso, Department of Chemistry, Center of MNatural and
Exact Sciences, Federal University of Santa Maria, University
City, Camobi 97105-200, Santa Maria. Rio Grande do Sul. Brazil
(fax +55 553220 8978/8756, e-mail ferreiraj99@gmail.com,
helioghi@base.ufsm.br).

We have recently synthesized some trifluoromethyl-
containing pyrazolinyl sulfones with substitutions in 1,3
positions of the central pyrazole ring. using a regiospecific
substitution method [14]. The aim of the present study was to
investigate the antinociceptive effect of one of these compounds
[3-(4-Auorophenyl)-5-trifluoromethyl- 1 H-1-tosylpyrazole or
compound A], in several models of pain in mice, and compare
its effects with those produced by the trifluoromethyl-
containing pyrazole compound celecoxib.

Materials and Methods

Drugs. The novel pyrazole [3-(4-fluorophenyl)-S-trifiucromethyl-
I H-1-tosylpyrazole] (fig. 1), named here compound A, was
synthesized according to Bonacorso et al. [14]. Analyses of 'H
NMR and "C NMR spectra showed analytical and spectroscopic
data in full agreement with the assigned structure. Morphine sulphate
(Cristilia, Sio Paulo, Brazil), sodium diclofenac, capsaicin, glutamate,
bradykinin, prostaglandin E, and celecoxib (fig. 1) (Sigma Chemical
Co.. 5t. Louis, MO, USA) were also used. All compounds
(compound A, celecoxib and sodium diclofenac) were diluted in
dimethyl sulfoxide (10%4), Tween 80 (10%%) and saline (0.9% NaCl,
80%) for the oral route or in dimethyl sulfoxide (15%) and saline
(85%) for the intrathecal and intracerebroventricular routes. The
compounds were administered at the maximal possible dose in
accordance with their solubility in vehicle.

Animals. Male and female Swiss mice (2540 g) were kept in a
temperature-controlled room (22 £2°) under a 12-hr light:dark
cycle. Food and water were freely available, except in gastric lesion
assessment where mice were fasted for 18 hr prior to drug exposure.
Animals were acclimatized to the laboratory for at least 2 hr before
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Fig. I. Molecular structures of celecoxib and 3-(4-fluocrophenyl)-5-
triflucromethyl-1 H-1-tosylpyrazole (compound A).

experiments and were used only once. Data reported in this study
were carried out in accordance with current ethical guidelines for
the investigation of experimental pain in conscious animals [15].
The number of animals and intensities of noxious stimuli used were
the minimum necessary to demonstrate the consistent effects of the
drug treatments.

Drug treatment. Compound A (100-500 pmol'kg), celecoxib (78—
780 pymolkg). sodium diclofenac (130 pmolkg). morphine (150 pmolkg)
or their vehicles were usually administered orally 30 min. or 2 hr before
nociceptive stimuli. In different groups of animals, compound A
(9.0 nmol/site) or celecoxib (22.5 nmolfsite) were also administered
by intrathecal or intracerebroventricular routes 10 min. before
nociceptive stimuli. The intrathecal and the intracerebroventricular
injections were performed as previously described by Hylden &
Wilcox [16] and by Laursen & Belknap [17], respectively.

Carrageenan-induced inflammatory pain. Compound A (100-500
umolkg), celecoxib (78-780 umol/kg) or vehicle were given orally
30 min. before intraplantar injection of carrageenan (20 pl of a 1.5%
suspension in saline) under the skin of the dorsal surface of the
right hind paw according to the method of Kassuya etal. [18].
Mechanical allodynia (painful response to non-noxious mechanical
stimuli) was measured as a nociception index. Allodynia was
measured as the withdrawal response frequency to 10 applications of
0.06 g von Frey hair (Stoelting, Chicago, IL, USA), as described
previously [19]. Mice were placed individually in clear plexiglass
boxes on elevated wire mesh platforms to allow access to the ventral
surface of the hind paws. They were further acclimatized to the testing
chambers and the percentage of paw withdrawal was determined
before and after intraplantar injection of carrageenan. The variation
in the thickness paw was assessed as an oedema index. It was measured
with a calliper immediately prior to the injection of carrageenan
and thereafter at hourly intervals for 6 hr. Paw ocedema was
expressed as the increase in paw volume (mm) after carrageenan
injection relative to the pre-injection value for each animal.

Nociception and ocdema induced by capsaicin, bradykinin,
prostaglandin E2 or glutamaie. Compound A (300 pmol'kg, orally),
celecoxib (260 pmol/ke, orally) or vehicle were given orally 2 hr before
injection of capsaicin (| nmol/paw, [20]), glutamate (10 pmol/paw,
[21]), bradykinin {10 nmolpaw. [20]) or prostaglandin E, (3 nmol/paw,
[18]) under the skin of the dorsal surface of the right hind paw.
The observation peried started immediately after the algogen
injection and lasted for 5 min. for capsaicin, glutamate and bradykinin
or 20 min. for prostaglandin E;. The overt nociception was evaluated

as the time the animals spent licking or lifting the injected paw
using a stopwatch. The paw thickness was assessed as an oedema
index and was measured with a calliper immediately prior to the
algogen injection and thereafter nociception measurement.

Writhing test. The pretreatments {compound A, celecoxib or vehicle)
were carried out 10 min. (for the intrathecal or intracerebro-
ventricular routes) or 2 hr (for the oral route) prior to intraperitoneal
injection of acetic acid (0.6%, 10 ml/kg). which caused a typical
writhing response. The number of writhing responses was counted
for 200 min. by observers who were blinded to the treatment [22].

Tail-flick test. The warm-water tail-flick test was performed using a
water bath with temperature at 48 £ 0.2° [23]. Before injection,
baseline latency was determined. The test latency after drug treatment
was assessed at the appropriate time, and a 25 sec. maximum
cut-off time was imposed to prevent tissue damage.

Gastric lesion assessment. To evaluate the gastric tolerability of
animals after oral administration of compound A, mice were fasted
for 18 hr prior to drug exposure. The animals were killed with CO,
4 hr after the administration of the drugs. Stomachs were opened
by cutting along the greater curvature, washed with saline at 4°
and immediately the lesion index was assessed with support of a
magnifying glass. The quantification of gastric mucosal lesions was
carried out by assigning a score according to the number and size
of lesions on a scale from 0 up to 6 points [24].

Body temperature measurement. Rectal temperature was measured
with a digital thermometer. Baseline temperatures were recorded
before the test drug administration and were approximately
37.3 £ 0.2° [25]. The body temperature was recorded again after the
administration of each test drug and was used to calculate the change
in body temperature: AT = test temperature — baseline temperature.

Locomotor activity. The effect of the compounds on locomotor
performance was tested on the rota-rod apparatus as described
previously [10], to distinguish analgesia from drug-induced motor
changes. Before the experiments, all animals were trained in the
rota-rod (3.7 cm in diameter, 8 r.p.m.) until they could remain in
the apparatus for 60 sec. without falling. Each animal was tested in
the rota-rod 30, 20, 180 and 360 min. after oral administration of the
drugs. The latency to fall and the number of falls from the apparatus
were recorded for up to 240 sec.

Data analysis. Results are expressed as mean % standard error of
the mean, except 1Ds values (i.e. compound dose that reduces
nociceptive responses to the order of 50% related to the control
value), which are reported as geometric means accompanied by their
respective 95% confidence limits and gastric lesion scores, which are
reported as medians followed by their 25th and 75th percentiles.
Time-response data from carrageenan and tail-immersion tests were
analysed by two-way (time and treatment as factors) analysis of
variance (ANOVA) followed by Bonferroni test. In this case, F values
presented in the text are demonstrated by treatment versus time
interaction. The F values demonstrated in the text Lesion scores
were analysed by Mann—Whitney test. All other data were analysed
by one-way anova followed by Student-Newman—Keuls test. P values
less than 0.05 (P < 0.05) were considered as indicative of significance
and F values are presented in the text only when P < 0.05.

Results

Antinociceptive effect of compound A.

Antinociceptive effects of compound A and celecoxib were
evaluated initially in the mechanical allodynia and the paw
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Fig. 2. Time course (A and B) and dose-—response curves (C and D) of the antinociceptive and anti-oedematogenic effect produced by oral
administration of compound A in carrageenan-induced (300 pg/paw) mechanical allodynia (A and C) and paw oedema (B and D) in mice.
Dose-response curves were obtained 90 min. after the injection of carrageenan. Vertical bars represent the mean of 812 animals + S.E.M.
#*P < (.01 when compared with vehicle group, *P < 0.05 when compared with baseline (basal) group.

oedema induced by carrageenan. Our results indicate that
the oral treatment with either compound A [F(4.33) =
13.98, P < 0.0001] or celecoxib [F(4.33) = 8.82, P < 0.0001]
reduced mechanical allodynia, with calculated 1Ds, values
of 240 (72-802) and 93 (42-206) pmol/kg, respectively
(figs 2A and 3A). The maximal inhibition caused by
compound A was 1009 (with 500 pmol/kg, 90 min. after
carrageenan injection) and by celecoxib was 88 £ 9%, (with
780 pmol/kg, 180 min. after carrageenan). On the other
hand, compound A was not capable of altering carrageenan-
induced paw oedema in any dose or time tested (fig. 2B and
D). However, celecoxib (780 pmoel/kg) partially reduced paw
oedema [F(3.12) = 342, P <0.03] in a dose of 780 pmol/kg
with an inhibition of 39 + 13% (fiz. 3D).

When administered orally, compound A (300 pmol/kg) or
celecoxib (260 pmoel/kg) also reduced the overt nociception,
but not the paw cedema. caused by capsaicin (| nmol/paw) and
bradykinin ({10 nmol/paw) (fig. 4). The nociception inhibition
was 37 £ 8% or 51 £ 6% in capsaicin test [F(3,43) =2927. P <
0.0001] and 38 £ 16% and 77 £ 8% in bradykinin test F{3.26)
= 13.57, P < 0.0001] for compound A or celecoxib, respectively.
On the other hand. neither compound A (500 pmol/kg) nor
celecoxib (260 pmol/kg) was able to reduce overt nociception or
paw oedema caused by glutamate (10 pmol/paw) (fig. 5A and B),
as well as paw oedema induced by prostaglandin E; (3 nnol/paw)
(fig. 5D). However, celecoxib reduced prostaglandin E,-mediated
nociception [F(3.26) = 13.57, P < 0.0001] (fig. 5C).

Next, we assessed the effect of compound A in the writhing
test. Compound A (500 pmol/kg) or celecoxib (260 pmol/kg)
administered orally in mice reduced the writhing response
induced by acetic acid [Fi(2.21) = 5.58, P < 0.011], with
522 9% and 42 £ 10% of inhibition, respectively (fig. 6A).
When compound A (22.5 nmol/site) or celecoxib (9.0 nmol/site)
were administered by the intrathecal route both drugs
reduced the writhing response induced by acetic acid
[Fi2.20)=4.73, P <0.021], with 62+ 10 and 45 £ 12% of
inhibition, respectively (fig. 6B). On the other hand. when
drugs were administered through the intracerebroventricular
route, only celecoxib was able to reduce by 45 £ 10% the
writhing responses induced by acetic acid [F(2,20) = 3.87,
P < 0.040] (fig. 6C).

Figure 6D demonstrates the effect of compound A or
celecoxib on a thermal model of pain. Morphine was included
in this experiment as an internal standard. The oral treatment
with morphine (150 pmol/kg) increased tail withdrawal
latencies 30, 90 and 180 min. after its administration [F(12,30)
=12.97, P < 0.001], while compound A (500 pmol/kg) and
celecoxib (260 pmol/kg) did not alter tail flick latencies at
any tested time.

Side-effect assessment.

Gastric lesion formation was investigated in mice with a
single oral dose of the compounds. Neither compound A
(500 pmol/’kg) nor celecoxib (260 pmol/kg) produced gastric
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Fig. 3. Time-course (A and B) and dose-response curves (C and I) of the effect produced by the oral administration of celecoxib in
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lesions (the medians (25th-75th percentiles) of lesion scores
were | (0-1.5), 1 (0~1) and 0.5 (0-1.5) for vehicle, compound
A and celecoxib, respectively). In contrast, oral administration
of the non-selective cyclooxygenase inhibitor sodium diclofenac
(130 pmol/kg) induced extensive lesion (lesion scores were
I (0.5-1) and 9.5 (6.5-12.5) for wehicle and diclofenac.
respectively, P < 0.0022).

Neither compound A (500 pmol/kg) nor celecoxib
(260 pmol/kg) was able to modify body temperature in mice
(data not shown). In the same conditions. morphine-treated
(150 pmol/kg) mice showed significant [F(12.30)= 1297,
P < 0.001] hypothermia (decrease in body temperature from
—0.21 £ 0.14" in vehicle-treated animals to —2.58 = 0.49°
| hr after morphine administration).

Neither compound A (500 pmol/kg) nor celecoxib
(260 pmol/kg) altered the fall latency or number of falls in
the rota-rod test when compared with the vehicle group, 30,
90, 180 e 360 min. after oral administration (data not
shown). In contrast, morphine treatment (130 pmol/kg)
reduced the locomotor activity of the mice (the number of
falls was 2.18 £ (.60 in vehicle group and 7.27 £ 3.07 in
morphine-treated group [F(2,9) = 4.68, P < 0.04].

Discussion

There is a wide interest from academic and pharmaceutical
companies in developing safer and more effective drugs
to treat pain. Our findings show that the novel compound 3-(4-
fluorophenyl)-5-trifluoromethyl- 1 H-1-tosylpyrazole (compound
A) produced antinociceptive action in models of inflammatory
pain, without inducing gastric lesions, hypothermia or motor
deficits. Such observations suggest that this compound may
be worthy of further exploration as a potential novel analgesic.

Carrageenan-induced inflammation is widely used to
investigate the mechanisms of action of steroids and nons-
teroidal anti-inflammatory drugs, as well as to screen novel
anti-inflammatory/analgesic compounds. The acute inflam-
matory response induced by carrageenan is characterized by
mechanical allodynia and thermal hyperalgesia, accompanied
by an increase in vascular permeability leading to oedema
formation [26]. It has previously been demonstrated that
celecoxib reduced the painful hypersensibility caused by
carrageenan in rats [3,.27]. Our data confirm these previous
findings and demonstrate that orally administered celecoxib
also reduced carrageenan-related nociception in mice.
Similarly, oral treatment with compound A also reduced
inflammatory pain in carrageenan test. When compared
with celecoxib, compound A was about 2.5 times less potent
than celecoxib, but presented the same time-course for its
antinociceptive effect. Carrageenan-induced cedema in mice
was not altered by compound A, but was partially reduced
by celecoxib. Our data are in accordance with previous
findings where orally administered celecoxib partially reduced
(about 30-40%) carrageenan-induced oedema in rats [28,29].
Thus, compound A seems not to present the same profile as
celecoxib (and other cyclooxygenase-2 inhibitors) in the
carrageenan test, since it shows antinociceptive but not

anti-oedematogenic action. However, studies on cyclooxygenase
activity must be carried out to elucidate whether compound
A is a cyclooxygenase inhibitor.

Carrageenan-induced nociception and oedema are known
to be mediated by the release or production of several
inflammatory mediators, including prostaglandins, kinins
and glutamate [26.30.31]. We examined the effects of celecoxib
and compound A in the nociceptive and oedematogenic
responses induced by these mediators separately.

As previously described [20,32]. we observed that intra-
plantar injection of bradykinin in mice produces nociceptive
and oedematogenic actions. Both compound A and celecoxib
reduced the nociception, but not the cedema triggered by
bradykinin. We have previously demonstrated that peripheral
cyclooxyeenase did not mediate bradykinin-induced noci-
ception [20], suggesting that the observed antinociceptive
effect caused by systemic treatment with celecoxib is not
peripheral. An interesting finding was the lack of anti-
oedematogenic effect of celecoxib in bradykinin-induced
oedema, at a dose where it reduced the oedema caused by
carrageenan. It has been extensively demonstrated that
non-selective cyclooxygenase inhibitors reduce the oedema
caused by bradykinin [33]. Our results suggest that such effect
is mediated by cyclooxypenase-1. but not by cyclooxyzenase-2,
since celecoxib was devoid of effect in bradykinin-induced
oedema. As nociceptive effects mediated by bradykinin are
mediated by the stimulation of the vanilloid receptor
[20.34], we also examined the effect of compound A and
celecoxib on the nociceptive and oedematogenic actions
produced by capsaicin, an activator of the vanilloid receptor.
Similarly, both compound A and celecoxib reduced the
nociception, but not the oedema triggered by capsaicin. Our
results in mice differ from those obtained with rats, where
celecoxib did not alter capsaicin-induced overt nociception
[35]. This discrepancy might be explained not only by different
species used. but also by the lower dose of capsaicin used to
induce nociception in our study (1 nmol/paw) compared
with Joshi ef al. (8 nmol/paw) [35].

Several studies have demonstrated that glutamate is an
important mediator of pain not only in the central nervous
system, but also in the periphery [36]. Neither compound A
nor celecoxib altered nociception or ocedema caused by
peripheral injection of glutamate. In other studies, it has
been shown that cyclooxygenase is important for glutamate-
induced nociception at the spinal cord level [37]. Another
important proinflammatory mediator is prostaglandin E,. A
great number of in vive studies have shown that peripherally
injected prostaglandin E, produces nociception both in
experimental animals and in man [18.34]. We have found
that compound A did not alter nociception and ocedema
caused by prostaglandin E., but celecoxib treatment reduced
the nociceptive effect. This result reinforces the idea that
the antinociceptive effect produced by cyclooxygenase-2
inhibitors is dependent on the reduction of prostaglandin E,
levels in the central nervous system. but not necessarily in
inflamed tissue [27]. In fact., we observed that the spinal
administration of compound A or celecoxib reduced writhing
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responses induced by acetic acid, with similar antinociceptive
pattern obtained through oral delivery of these compounds.
At the supraspinal level, however, only celecoxib was able to
reduce the nociception induced by acetic acid. This result
supports the idea that prostaglandins mediate nociception
at the supraspinal site [38.39] and emphasize the different
pattern of action of celecoxib and compound A. These
data also suggest that compound A and celecoxib acted,
at least in part. in the central nervous system to produce
antinociception.

We also investigated the possible antinociceptive effect of
compound A in the tail-immersion test. We did not detect
any antinociceptive effect produced by orally administered
celecoxib or compound A in mice in the tail-flick test. As
expected, orally administered morphine was able to produce
antinociception in the tail-flick test. In accordance with our
data. there is another report showing that celecoxib did not
produce antinociceptive action in the tail-flick test when
intrathecally injected in rats [40]. Thus, compound A seems
only to reduce nociception related with a pathological
(inflammatory) process, but not with a physiological (thermal)
of noxious stimuli.

The major side-effect of non-steroidal antiinflammatory
drug use is gastrointestinal toxicity. The discovery of
cyclooxygenase-2 and the development of cyclooxygenase-2
selective inhibitors provided a strategy to circumvent this
toxicity that was hailed as a major therapeutic advance
[41]. Similarly to celecoxib and differently from sodium
diclofenac, compound A did not produce gastric lesions. A
major concern in experiments designed to evaluate the
analgesic action of new agents is whether pharmacoelogical
treatment causes other behavioural alterations, such as
altering motor coordination, which could be misinterpreted
as analgesia [11]. It is relevant to mention that neither
compound A nor celecoxib altered locomotor performance.
In the same experimental conditions, we have observed that
morphine impaired motor activity. In fact, it has been well
demonstrated that opioids produce locomotor alterations
in rodents [42]. Finally, we investigated the effect of
compound A in body temperature. Literature data have
shown that some opioids and cyclooxygenase-3 inhibitors
(such as dipyrone or acetaminophen) produce hypothermia
in rodents [42,43]. Accordingly, we have detected that
morphine produced hypothermia in orally treated mice.
However, neither compound A nor celecoxib altered body
temperature in the treated mice. In agreement, Pessini et al.
[44] also demonstrated that celecoxib did not change body
temperature in rats. Thus, compound A seems not to behave
as an opioid nor as a cyclooxygenase-3 inhibitor.

Taken together, our results demonstrate that compound
A has antinociceptive action against inflammatory nocicep-
tion. Moreover, it is devoid of ulcerogenic, hypothermic or
hypolocomotor potential. Further studies are necessary to
elucidate the exact mechanism of compound A action, but it
seems to be different from classical analgesic drugs, such
as opicids and selective or non-selective cyclooxygenase
inhibitors.
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Discusséao

Ha um amplo interesse de académicos e companias farmacéuticas em
desenvolver fdrmacos seguros e mais efetivos para o tratamento da dor. Nossos
resultados mostram que o novo composto 3-(4-fluorfenil)-5-trifluormetil-1H-1-
tosilpirazol (composto A) produziu acfes antinociceptivas em modelos de dor
inflamatodria, sem induzir lesbes gastricas, hipotermia ou déficits motores. Assim,
nossos resultados sugerem que este composto pode ser um valioso analgésico.

A inflamacéo induzida por carragenina tem sido amplamente usada para
investigar os mecanismos de acdo de AINEs e esterdides, assim como para o
triagem de novos compostos anti-inflamatérios/analgésicos. A resposta inflamatéria
aguda induzida por carragenina é caracterizada pela alodinia mecéanica e
hiperalgesia térmica, acompanhada por um aumento na permeabilidade vascular,
conduzindo a formacdo do edema (Posadas et al., 2004). Ja foi previamente
demonstrado que o celecoxibe reduziu a hipersensibilidade dolorosa causada pela
carragenina em ratos (Penning et al., 1997; Smith et al., 1998). Nossos dados
confirmam os achados prévios e demonstraram que o celecoxibe quando
administrado por via oral também reduz a nocicepcao relacionada a administracéo
de carragenina em camundongos. Similarmente, o tratamento oral com 0 composto
A também reduziu a dor inflamatéria no teste da carragenina. Quando comparado
com celecoxibe, o composto A foi aproximadamente 2,5 vezes menos potente do
que o celecoxibe, mas apresentou 0 mesmo decurso temporal para o
desenvolvimento do seu efeito antinociceptivo. O edema induzido por carragenina
em camundongos nao foi alterado pelo composto A, mas foi parcialmente reduzido
pelo celecoxibe. Nossos dados estédo de acordo com resultados prévios da literatura
onde celecoxibe administrado oralmente reduziu parcialmente (aproximadamente
30-40%) o edema induzido por carragenina em ratos (Abdel-Salam et al., 2005; Yin
et al., 2005). Por outro lado, 0 composto A parece nao apresentar o mesmo perfil do
celecoxibe (e outros inibidos da COX-2) no teste da carragenina, sendo que ele
apresenta acao antinociceptiva, mas nao anti-edematogénica. Entretanto, estudos
sobre a atividade da COX-2 devem ser realizados para elucidar se o composto A é
realmente um inibidor da ciclooxigenase.

A nocicepcdo e o edema induzidos pela carragenina sdo conhecidos por
envolver a liberacdo ou a produgcédo de véarios mediadores inflamatorios, incluindo
prostaglandinas, cininas e glutamato (Hargreaves et al., 1988; Jackson et al., 1995;

Posadas et al., 2004). Por isso, avaliamos o efeito do celecoxibe e do composto A
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na resposta nociceptiva e edematogénica induzida por esses mediadores
separadamente.

Como descrito previamente (De Campos et al., 1999; Ferreira et al., 2004),
observamos que a injecdo intraplantar de bradicinina em camundongos produz
nocicepcdo e edema. Tanto o composto A, quanto o celecoxibe reduziram a
nocicep¢cdo, mas nao o edema induzido pela bradicinina. Demonstramos
previamente que a ciclooxigenase periférica ndo medeia a nocicep¢ao induzida por
bradicinina (Ferreira et al., 2004), sugerindo que o0s efeitos antinociceptivos
causados pelo tratamento sistémico com celecoxibe n&do é periférico. Um
interessante achado foi a falta de efeito anti-edematogénico do celecoxibe no edema
induzido pela bradicinina na dose onde ele reduziu o edema causado pela
carragenina. Ha relatos de que inibidores seletivos da ciclooxigenase reduzem o
edema causado pela bradicinina (Neppl et al., 1991). Nossos resultados sugerem
gue os efeitos observados sao causados pela inibicdo da COX-1, mas nao da COX-
2 ja que o celecoxibe foi isento de efeito no edema induzido pela bradicinina.

Como o efeito nociceptivo mediado pela bradicinina € mediado indiretamente
pela estimulacdo de receptores vanildides (Chuang et al., 2001; Ferreira et al.,
2004), verificamos se o efeito do composto A e do celecoxibe se devem a
estimulacdo de receptores TRPV1, através da administracdo de capsaicina, um
ativador do receptor vaniléide. De maneira similar, ambos o composto A e o
celecoxibe, reduziram a nocicep¢do, mas ndo o edema resultante da administracéo
da capsaicina. Nossos resultados observados em camundongos diferem daqueles
obtidos com ratos, onde o celecoxibe n&o altera a nocicepgédo induzida pela
capsaicina (Joshi et al., 2006). Esta discrepancia pode ser explicada pelas diferentes
espécies usadas ou pela dose mais baixa de capsaicina usada para induzir a
nocicepcao em nosso estudo (1 nmol/pata), comparada com o estudo de Joshi e
colaboradores (8 nmol/pata) (Joshi et al., 2006).

Vérios estudos demostram que o glutamato € um importante mediador da dor,
nao somente no sistema nervoso central, mas também no periférico (Neugebauer et
al., 2007). Nem o composto A, nem o celecoxibe alterou a nocicepgéo ou o edema
causados pela injecado periférica de glutamato. Em outros estudos, tem sido
mostrado que a COX é importante para a nocicepcdo induzida por glutamato ao
nivel da medula espinhal (Svensson et al., 2002). Outro importante mediador pro-

inflamatorio € a prostaglandina E;. Um grande numero de estudos mostra que a
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prostaglandina E; injetada perifericamente produz nocicepc¢do tanto em animais
experimentais quanto em humanos (Chuang et al., 2001; Kassuya et al., 2007).
Observamos que o composto A ndo altera a nocicepcdo e edema caudado pela
prostaglandina E,, mas o tratamento com celecoxibe reduz o efeito nociceptivo
causado por este prostanoide. Estes resultados reforcam a idéia de que o efeito
antinociceptivo produzido pelos inibidores da COX-2 é dependente da reducdo do
nivel de PGE;, no sistema nervoso central, mas ndo necessariamente no tecido
inflamado (Smith et al., 1998). De fato, a acdo antinociceptiva do composto A ou
celecoxibe quando administrados por via i.t. foi semelhante aqueles obtidos por via
oral nas respostas de contor¢des induzidas por &cido acético. Ao nivel supra-
espinhal, entretanto, somente celecoxibe foi capaz de reduzir a nocicep¢ao induzida
por acido acético. Estes resultados suportam a idéia que prostaglandinas medeiam a
nocicepgdo ao nivel supra-espinhal (Heinricher et al., 2004; Oliva et al., 2006) e
enfatizam a diferenca padrédo da acéo do celecoxibe e do composto A. Estes dados
também sugerem que o composto A e o0 celecoxibe agem ao menos em parte, no
sistema nervoso central para produzir antinocicepcao.

Investigamos também, o possivel efeito antinociceptivo do composto A no
teste da imersdo da cauda. N&o foi detectado nenhum efeito antinociceptivo
produzido pela administracdo oral do celecoxibe ou do composto A neste teste.
Como esperado, a administracdo oral de morfina foi capaz de produzir
antinocicepcdo no teste de retirada de cauda. De acordo com Nishiyama e
colaboradores (2006) o celecoxibe ndo produz ac&o antinociceptiva no teste de
retirada de cauda, quando injetado intratecalmente em ratos. Consequientemente o
composto A parece somente reduzir a nocicepcao relacionada com um processo
patolégico (inflamacgéo), mas ndo com um estimulo nocivo fisioldgico (térmico).

O maior efeito adverso local dos AINEs é a toxicidade gastrointestinal. A
descoberta da COX-2 e o desenvolvimento de inibidores seletivos desta, conduz a
uma estratégia para evitar esta toxicidade, sendo considerada como grande avanco
terapéutico (Brune, 2007). De maneira similar ao celecoxibe e diferentemente do
diclofenaco de sodio, 0 composto A ndo produz lesdes gastricas. Um maior interesse
em experimentos designados para avaliar a acao analgésica de novos agentes é se
o tratamento farmacoldgico causa outras altera¢cdes comportamentais, assim como a
alteracdo da coordenacédo motora, que poderia ser falsamente interpretada como

analgesia (Tabarelli et al., 2004). E relevante mencionar que nem 0 composto A,
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nem o celecoxibe alteram a performance motora. Nas mesmas condi¢des
experimentais, ndés temos observado que a morfina enfraquece a atividade motora.
De fato, tem sido demonstrado que opidides produzem alteracbes motoras em
roedores (Tomazetti et al., 2005). Finalmente, investigamos o efeito do composto A
na temperatura corporal. Dados da literatura tém mostrado que alguns opidides e
inibidores da COX- 3 (assim como dipirona e acetaminofeno) produzem hipotermia
em roedores (Hayes et a., 1983; Tomazetti et al., 2005). Em concordancia,
detectamos que a morfina produziu hipotermia em camundongos tratados por via
oral. Entretanto, nem o composto A, nem o celecoxibe alteraram a temperatura
corporal de camundongos tratados. De acordo, Pessini e colaboradores (2006)
também demonstraram que celecoxibe ndo muda a temperatura corporal em ratos.
Consequentemente, o composto A parece ndo comporta-se como um opidide ou
como um inibidor da COX-3.

Dados prévios realizados em nosso laboratério, também realizados em
camundongos, demonstram efeitos antinociceptivos do composto A nos modelos de
dor incisional e neuropatica (dados nao publicados). Estes dados sugerem mais uma
vez que o composto A € um interessante protétipo de analgésico.

Inibidores muito seletivos para a COX-2, embora apresentem reduzida
toxicidade gastrointestinal (GIl) podem ser prejudiciais sobre o sistema
cardiovascular. Isto deve-se possivelmente pela distribuicdo homogénea dos
inibidores por todo o corpo (quando o ideal seria seu direcionamento para o tecido
inflamado e para o SNC) e inibicdo da COX-2 na camada endotelial dos vasos
sanguineos (Brune e Furst, 2007). A COX-2 esta associada com a modulacdo da
resposta vascular, devido principalmente a producédo de PGI, nas células endoteliais,
a qual produz vasodilatacéo e inibicdo da agregacao plaquetaria. Entretanto, o TXA;
sintetizado em plaquetas, principalmente através da atividade da COX-1, causa
agregacdo plaquetaria e vasoconstricdo. Assim, inibidores COX-2 suprimem a
sintese de PGI,, sem inibicdo concomitante da producdo de TXA,. Com este
desequilibrio na producdo de TXA, e PGI,, explica-se 0 aumento nos eventos
cardiovasculares (Graham et al., 2005; Salinas et al., 2007). Assim, iremos verificar
na continuidade do nosso estudo a acdo do composto A sobre estes parametros.
Além disso, iremos verificar o indice de seletividade do composto A sobre a inibi¢cao
da COX-1 e da COX-2 in vitro e a capacidade deste composto em reduzir 0s niveis

periféricos e central de prostanéides em processos dolorosos.
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Em conjunto, nossos resultados demonstram que o composto A tem acéo
antinociceptiva em modelos de dor inflamatoria. Além disso, ele € isento de efeitos
ulcerogénicos, hipotérmicos ou hipolocomotor. Entretanto, estudos sdo necessarios
para elucidar o mecanismo exato de acdo do composto A, pois ele parece ser
diferente de drogas analgésicas classicas, assim como opidides e inibidores néo
seletivos da COX.
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Conclusao

Tendo em vista os resultados obtidos no presente estudo, pode-se concluir
que:
» O derivado pirazolinico composto A apresenta efeito antinociceptivo em modelos
de nocicepcédo aguda e persistente em camundongos.
* O composto A nao foi efetivo em reduzir o edema de pata causado por
carragenina, do mesmo modo que nao causou efeito antinociceptivo no teste térmico
de imerséo da cauda.
» A atividade antinociceptiva do composto A nao esta relacionada com o efeito
inespecifico sobre a atividade locomotora. Além disso, ndo houve alteracao
significativa na temperatura corporal nem o aparecimento de lesdo gastrica dos

animais apos a administracdo do composto A.
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Perspectivas

Tendo em vista os resultados obtidos nesta dissertacdo, os conhecimentos
relacionados ao pirazol testado podem ser aprofundados ainda mais, seguindo as
perspectivas abaixo:

* Medida da atividade da COX in vitro, para verificar a possivel inibicdo e
seletividade do composto A sobre as enzimas COX-1 e COX-2;

* Dosagem da prostaglandina E, ex vivo para verificar se o efeito antinociceptivo
obtido in vivo esta relacionado com a redugcdo da producédo de prostandides nos
tecidos;

» Verificar o efeito do composto A sobre a agregacao plaquetaria e a funcgao
endotelial;

* Avaliar o efeito do composto A em outros modelos de dor clinicamente relevantes

(modelo de artrite, dor pés-cirargica e neuropatia).
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