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RESUMO 

GONÇALVES, Gabriela Mastrangelo. Avaliação farmacológica das atividades 

antinociceptiva e anti-inflamatória do composto (±)-4-cloro-6-(naftaleno-1-il)-tetrahidro-

2h-pirano-2-il-metanol. 2016. 63p. Dissertação (Mestrado em Ciências Fisiológicas, 

Farmacologia). Instituto de Ciências Biológicas e da Saúde, Departamento de Ciências 

Fisiológicas, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2016. 

Diversos fármacos de uso corrente foram descobertos durante ensaios experimentais e 

mediante a observação em animais. Quando um novo composto parece promissor, geralmente 

este sofre alterações em sua estrutura química a fim de aperfeiçoar a sua seletividade, potência 

e eficácia terapêutica. O objetivo deste estudo foi avaliar as atividades antinociceptiva e anti-

inflamatória de um novo composto sintético (±)-4-cloro-6-(naftaleno-1-il)-tetrahidro-2h-

pirano-2-il-metanol (CTHP) preparado a partir de um protótipo anterior, ácido (±)-cis-(6-etil-

tetrahidropirano-2-il) fórmico. O composto CTHP foi avaliado em ensaios de indução de dor 

aguda. A administração oral do composto foi capaz de induzir atividade antinociceptiva nos 

modelos de contorções abdominais induzidas por ácido acético, formalina (em ambas as 

fases) e retirada da cauda. Para elucidação do mecanismo de ação do composto, o modelo de 

retirada de cauda foi utilizado. Neste modelo foi realizada a administração prévia de naloxona 

(antagonista opioide não-seletivo), em que foi observada a inibição do efeito produzido pelo 

composto. Assim, foi então avaliada a participação seletiva de receptores opioides (μ, δ e κ), 

através de administração prévia de metilnaltrexona, naltrindol e nor-binaltorfimina, 

respectivamente, onde somente a nor-binaltorfimina foi capaz de reduzir o efeito 

antinociceptivo do composto. Para avaliar a possível participação da via NO/GMPc/KATP, os 

animais foram pré-tratados com N-nitro-arginina-L-metil éster (L-NAME), 1H-

[1,2,4]Oxadiazolo[4,3-a]quinoxalina-1-ona (ODQ) (inibidor da guanilato ciclase sensível ao 

óxido nítrico) e glibenclamida (bloqueador de canais de potássio regulados por ATP), foi 

observado redução do efeito antinociceptivo com a administração prévia de todos estes. No 

teste de indução de tolerância, tanto a morfina quanto o composto desenvolveram tolerância, 

porém o composto de forma mais lenta e houve desenvolvimento de tolerância cruzada com a 

morfina. Para avaliar o envolvimento da via serotoninérgica na atividade do composto, foi 

realizada a administração diária por 3 dias de 4-cloro-DL-fenilalanina (inibidor da enzima 

triptofano hidroxilase). Nenhuma alteração no efeito antinociceptivo do composto foi 

observado, no que diz respeito ao envolvimento da via serotoninérgica. Já o modelo de campo 

aberto foi utilizado para avaliar a possibilidade de interferência da performance motora sobre 

o efeito antinociceptivo, foi demonstrada ausência desta interferência. Quanto à atividade 

anti-inflamatória, o resultado no teste de edema de pata indica efeito antiedematogênico do 

composto. Houve uma diminuição na quantidade de leucócitos totais, indicando que o 

composto foi capaz de reduzir a migração leucocitária na inflamação existente na bolsa de ar 

subcutâneo. O composto também demonstrou atividade inibitória sobre a produção de TNF-α 

e inibição seletiva da enzima COX-2. Esses resultados indicam atividade antinociceptiva 

significativa do composto, sem evidências de comprometimento motor. O composto CTHP 

demonstrou efeito antinociceptivo central, tendo este último contribuição dos sistemas 

opioide (seletivo para receptores do tipo κ) e nitrérgico em seu mecanismo de ação. E ainda, 

atividade anti-inflamatória, com inibição da migração leucocitária, de TNF-α e atividade 

inibitória seletiva sobre COX-2. 

Palavras-chave: sistema opioide, migração leucocitária, nocicepção.  



 

 

ABSTRACT 

GONÇALVES, Gabriela Mastrangelo. Antinociceptive  and anti-inflammatory profile of 

(±)-4-chloro-6-(naphthalen-1-yl)-tetrahydro-2H-pyran-2-yl-methanol. 2016. 63p. 

Dissertation (Master of Physiological Sciences, Pharmacology). Institute of Biological 

Sciences and Health, Departament of Physiological Sciences, Federal Rural University of Rio 

de Janeiro, Seropédica, RJ, 2016. 

Several drugs in current use were discovered during experimental tests and by observing 

animals. When a new compound looks promising, it usually undergoes changes in its 

chemical structure in order to perfect its selectivity, potency and therapeutic efficacy. The aim 

of this study was to evaluate the antinociceptive and anti-inflammatory activities of a new 

synthetic hybrid compound (±)-4-chloro-6-(naphthalen-1-yl)-tetrahydro-2H-pyran-2-yl-

methanol (CTHP) prepared from a previous prototype acid, (±) - cis- (6-ethyl-

tetrahydropyran-2-yl) Formic. The compound CTHP was evaluated in acute pain induction 

assays. Oral administration of the compound was able to induce antinociceptive activity in 

models of writhing induced by acetic acid, formalin (both stages) and tail flick. To elucidate 

the mechanism of action of the compound, the tail flick model was used. This model was 

perform by prior administration of naloxone (opioid antagonist non-selective), where we 

observed the inhibition of the effect produced by the compound. The selective involvement of 

opioid receptors (μ, δ and κ) was then evaluated by prior administration of methylnaltrexone, 

naltrindol, and nor-binaltorphimine, respectively, where only nor-binaltorphimine was able to 

reduce the analgesic effect of the compound. To evaluate the possible role of the 

NO/cGMP/KATP, animals were pretreated with N-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME), 

1H- [1,2,4 ] oxadiazolo [4,3-a] quinoxalin-1-one (ODQ) (inhibitor of guanylate cyclase 

sensitive to nitric oxide), and glibenclamide (blocker of the ATP-regulated potassium 

channels), where reduction was observed with the administration of analgesic effect prior to 

all of these. In the tolerance induction test, both morphine and compound developed 

tolerance, however the compound perform at a slower rate and developed cross-tolerance with 

morphine. To assess the involvement of serotonin pathway in the activity of the compound, 

daily administration for 3 days of 4-chloro-DL-phenylalanine (inhibitor of the enzyme 

tryptophan hydroxylase) was performed. No changes in the analgesic effect of the compound 

was noted, with regard to the involvement of serotonin pathway. The open field model was 

used to assess the possibility of interference from motor performance on the analgesic effect, 

which demonstrated absence of this interference. As for anti-inflammatory activity results in 

paw edema test indicate anti-oedematogenic effect of compound. There was a decrease in the 

number of total leukocytes, indicating that the compound was able to reduce existing 

inflammation in leukocyte migration in the air pouch model. The compound also 

demonstrated an inhibitory activity on TNF-α production and selective inhibition of COX-2 

enzyme. These results indicate significant antinociceptive activity of the compound without 

evidence of motor impairment. The compound CTHP showed central analgesic effect, which 

has contribution of opioid systems (selective for the κ-like receptors) and nitrergic in its 

mechanism of action. It has also showed an anti-inflammatory activity, with inhibition of 

leukocyte migration, TNF-α production and selective inhibitory activity on COX-2. 

Keywords: opioid system, leukocyte migration, nociception. 
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1 INTRODUÇÃO 

A dor é uma experiência sensorial, com tonalidade afetiva desagradável, 

constituindo um dos componentes essenciais do sistema de defesa do organismo. 

Fornece um rápido aviso ao sistema nervoso para iniciar uma resposta motora e 

minimizar os possíveis danos. Nos animais analisa-se a nocicepção, definida como 

“processo neural de decodificação e processamento do estímulo nocivo”, a qual não 

envolve cognição.  

A inflamação é um processo complexo frequentemente associado à nocicepção e 

é resultante da interação entre o tecido danificado e os neurônios sensoriais nociceptivos 

periféricos, através da presença de mediadores inflamatórios, como a bradicinina, 

prostaglandinas e óxido nítrico. Estes atuam em determinados receptores e, através de 

vias de sinalização intracelular, levam ao desenvolvimento da sensibilização neuronal. 

A identificação de compostos capazes de combater a dor e a inflamação com 

efeitos adversos limitados é um objetivo proeminente na pesquisa biomédica. Embora 

sejam comprovadamente eficazes, os fármacos analgésicos mais utilizados, como os 

opioides e os anti-inflamatórios não esteroidais, geralmente não estão dissociados de 

efeitos adversos importantes, tais como depressão respiratória, irritação gástrica, 

sedação e constipação intestinal. Com isso, tem-se a necessidade de buscar medidas 

alternativas para o desenvolvimento de novos medicamentos analgésicos e anti-

inflamatórios. A pesquisa para obtenção de novas substâncias com fins terapêuticos 

pode ser realizada através de modificações na estrutura química de determinado 

composto, para que sua potência (quantidade de fármaco necessária para produzir um 

efeito) e eficácia terapêutica (resposta terapêutica máxima potencial que um fármaco 

pode produzir) sejam aperfeiçoadas, além de diminuição dos efeitos adversos.    

Na contínua busca por novos fármacos analgésicos obteve-se o composto ácido 

(+)-cis-(6-etil-tetrahidropirano-2-il)-fórmico, que apresentou importantes propriedades 

antinociceptivas (MARINHO e cols., 2006). A partir deste, alterações químicas foram 

propostas para o desenvolvimento de análogos com a finalidade de obter moléculas com 

melhor perfil de atividade e menos efeitos adversos. Sendo assim, obtiveram-se 10 

novas moléculas derivadas do ácido (+)-cis-(6-etil-tetrahidropirano-2-il)-fórmico 

(CAPIM e cols., 2012), e destas o composto (±)-4-cloro-6-(naftaleno-1-il)-tetrahidro-

2h-pirano-2-il-metanol (CTHP) se apresentou como sendo o mais promissor (Figura 1). 

O composto CTHP foi fornecido pelo grupo do Professor Doutor Mário Luiz Araujo de 

Almeida Vasconcellos do Laboratório de Síntese Orgânica Medicinal da Paraíba da 

Universidade Federal da Paraíba (UFPB). Neste contexto, entende-se a relevância do 

desenvolvimento de pesquisas que investiguem o potencial terapêutico de novos 

compostos, a fim de otimizar a resposta farmacológica no controle da dor e no 

tratamento de doenças inflamatórias.  

 
Figura 1 - Estrutura química do composto (±)-4-cloro-6-(naftaleno-1-il)-tetrahidro-2h-pirano-2-il-

metanol (CTHP) 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

2.1  Nocicepção e dor 

   Em 2008, a Associação Internacional para o Estudo da Dor (IASP) realizou 

modificações nas terminologias empregadas no estudo da dor. Por definição, dor é “uma 

experiência emocional e sensorial desagradável associada a um dano tecidual real ou 

potencial ou descrito em termos de tais danos” (LOESER E TREEDE, 2008). A versão 

de 2008 incluiu ainda outros termos fisiológicos importantes, como nocicepção, sendo 

definida como “o processo neural de decodificação e processamento do estímulo 

nocivo”. Essa versão de 2008 alertou também que é importante a distinção entre os 

termos nocicepção e dor, sendo a dor um fenômeno subjetivo, ao passo que nocicepção é 

objeto da fisiologia sensorial.  

  A nocicepção pode ser mensurada através de experimentos realizados com 

metodologias específicas, nos quais os animais apresentam reações comportamentais 

compatíveis com a sensação de dor, mimetizando os mecanismos de condições clínicas 

características. Medidas de comportamentos reflexivos, como limiares de retirada de 

estímulos nocivos têm sido utilizadas há décadas para examinar mecanismos da 

nocicepção. Estes modelos animais têm sido claramente úteis em avançar nossa 

compreensão da base fisiológica da dor, a identificação dos neurotransmissores, 

receptores mensageiros intracelulares, e genes envolvidos nesse processo. Além disso, ao 

longo das últimas décadas, a ação farmacológica (por exemplo, eficácia, potência, 

duração da ação) de um amplo espectro de analgésicos para reduzir respostas sensoriais 

reflexivas em modelos animais de nocicepção aguda e dor crônica demonstrou 

consistente correspondência para analgesia em humanos (GREGORY e cols., 2013). 

  De acordo com a Sociedade Brasileira para o Estudo da Dor (SBED), 

considerando a duração de sua ação, a dor pode ser classificada como aguda (aquela que 

se manifesta transitoriamente durante um período relativamente curto, de minutos a 

algumas semanas, associada a lesões em tecidos ou órgãos, ocasionadas por inflamação, 

infecção, traumatismo ou outras causas), ou crônica (tem duração prolongada, que pode 

se estender de vários meses a vários anos e que está quase sempre associada a um 

processo de doença crônica). A dor crônica também pode ser consequência de uma lesão 

já previamente tratada e recorrente (apresenta períodos de curta duração que, no entanto, 

se repetem com frequência, 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. 

  Em relação à localização do processo doloroso, pode-se classificar a dor como 

somática (os estímulos que geram a sensação dolorosa são oriundos da periferia do 

organismo) ou visceral (quando os estímulos referentes à dor são provenientes dos 

órgãos internos) (RAJA e cols., 1999). 

  A classificação pode ser também de acordo com a origem da estimulação do 

processo de dor, como a dor nociceptiva (desencadeada pela estimulação dos 

nociceptores localizados em várias partes do organismo), neurogênica (dano tecidual 

neuronal nos Sistemas Nervosos Periférico ou Central), neuropática (disfunção de 

nervos) e psicogênica (possivelmente desencadeada por fatores psicológicos) (MILLAN 

e cols., 1999).  
  A duração e intensidade do estímulo nocivo inicial leva a sensibilização tanto 

periférica quanto central, que sinergicamente exacerba a percepção da dor 

(VOSCOPOULOS E LEMA, 2010). 
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  O conhecimento da fisiologia, fisiopatologia e neuroanatomia das vias de 

condução da dor são de extrema importância, já que esse estudo facilita o avanço nas 

pesquisas relacionadas a novos tipos de tratamento. A partir de um estímulo nocivo, 

ocorrem potenciais de ação que, das fibras nervosas periféricas, são transferidos para o 

sistema nervoso central (VOSCOPOULOS E LEMA, 2010). 

  Os nociceptores (receptores específicos para a dor) estão localizados nas 

terminações das fibras nervosas Aδ e C (Tabela 1) e são capazes de traduzir um estímulo 

agressivo em estímulo elétrico que será transmitido até o sistema nervoso central e 

interpretado no córtex cerebral como dor. (ROCHA e cols., 2007). 

Tabela 1 – Subtipos das Fibras Nervosas Aδ e C (ROCHA e cols., 2007) 

Tipo de fibra  Características 

Fibras Aδ tipo I 

Respondem a temperatura em torno de 52°C, são 

insensíveis a capsaicina e possuem resposta 

mediada pelos receptores VR1 (receptor vanilóide 

tipo 1) 

Fibras Aδ tipo II 

São sensíveis a temperatura em torno de 43°C, a 

capsaicina e ativam, via receptores VR1, canais 

catiônicos não seletivos permeáveis ao cálcio 

Fibras C tipo I 

Contêm substância P e CGRP (peptídeo 

relacionado ao gene da calcitonina) e expressam 

receptores tirocinase A, para o fator de 

crescimento nervoso. São responsivas a capsaicina 

e a prótons 

Fibras C tipo II 

Expressam receptores purinérgicos P2X3 para 

adenosina e um grupo de carboidratos de 

superfície, a α-D-galactose, capaz de se ligar a 

lecitina IB-4, sensíveis seletivamente a prótons 

 

Quatro classes de nociceptores foram descritos: mecânicos, térmicos, polimodais 

e silenciosos. Os nociceptores mecânicos respondem à pressão intensa, os térmicos 

respondem às temperaturas extremas, quentes (> 45 °C) ou frios (< 5 °C). Ambos 

(mecânicos e térmicos) possuem fibras A mielinizadas, que conduzem impulsos na 

velocidade de 3 m/s a 40 m/s. Em conjunto, esses nociceptores de fibra A são 

denominados nociceptores mecanotérmicos; já os polimodais respondem aos estímulos 

nocivos mecânicos, térmicos ou químicos; e possuem pequenas fibras C amielinizadas 

que conduzem impulsos em velocidade menor que 3 m/s. E ainda, nociceptores 

silenciosos (são ativados por estímulos químicos, mediadores inflamatórios, respondem 

a estímulos mecânicos e térmicos somente depois de serem ativados. Estes nociceptores 

também possuem pequenas fibras C amielinizadas que conduzem impulsos em 

velocidade menor que 3 m/s). (FEIN, 2011). 

A ativação periférica destes nociceptores (transdução) é modulada pela ação de 

diversas substâncias químicas que são produzidas ou liberadas quando existe algum tipo 

de lesão. Alguns exemplos dessas substâncias são: acetilcolina, bradicinina, histamina, 

serotonina, substância P, prostaglandinas, interleucinas e fator de crescimento do nervo 

(NGF). (ROCHA e cols., 2007). 

O principal neurotransmissor excitatório em todos os nociceptores é o glutamato, 

embora as fibras sejam também sensibilizadas por outras substâncias químicas 
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endógenas liberadas no ambiente tecidual em condições anormais (SILVA e cols., 

2013).  

Os receptores ionotrópicos de glutamato (NMDA - N-metil-D-aspartato, AMPA 

- α-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropionato e cainatos) estão presentes em 

neurônios primários aferentes, e o glutamato está presente em uma alta concentração no 

citosol (CARLTON e cols., 1995).  A injeção de agonistas de NMDA, AMPA e 

cainatos na pele produz uma hiperalgesia mecânica e térmica transitória (ZHOU e cols., 

1996). 

De acordo com a Associação Internacional para o Estudo da Dor (IASP), a 

estimulação repetida dos mediadores químicos causa normalmente uma sensibilização 

das fibras nervosas periféricas, causando a redução dos limiares de dor e dor 

espontânea, um mecanismo que pode ser sentido sob a forma de hipersensibilidade 

cutânea.  Esse mecanismo de hipersensibilidade pode ser visto através de diferentes 

tipos de respostas, como alodinia (dor provocada por um estímulo inócuo, que 

normalmente não provoca dor) ou hiperalgesia mecânica e térmica transitória (resposta 

aumentada a um estímulo nocivo, que é normalmente doloroso, reflete a dor aumentada 

mediante estimulação supra-limiar) (Figura 2). 

 

 
 

Figura 2 - Mecanismo de Hiperalgesia Inflamatória (FERREIRA e cols., 2010) 
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A informação sensorial, após ser captada pelas estruturas do sistema nervoso 

periférico, é transmitida para as unidades do sistema nervoso central, onde é 

decodificada e interpretada. 

As fibras nociceptivas Aδ e C, ao entrarem na medula espinhal, bifurcam-se 

ascendendo e descendendo alguns segmentos por meio do trato de Lissauer. A partir 

daí, há conexões com neurônios envolvidos na retransmissão da dor para outras regiões 

do sistema nervoso, através das lâminas I, II e V da substância cinzenta. 

Neurotransmissores importantes participam deste processo, como o glutamato 

(envolvido na geração de potenciais sinápticos rápidos) e a substância P (responsável 

por potenciais sinápticos lentos). (AIRES, 2008). 

Uma importante via nociceptiva ascendente constitui o trato espinotalâmico, que 

será ativado quando ocorre dor aguda no organismo. Os axônios de neurônios espinhais 

de segunda ordem, cruzando a linha mediana ainda na medula, ascendem pelo quadrante 

ântero-lateral da substância branca projetando-se ao tálamo. Outra projeção nociceptiva 

é o trato espinomesencefálico que termina em algumas regiões do mesencéfalo onde se 

incluem a formação reticular mesencefálica e a substância cinzenta periaquedutal. Essa 

última região mantém conexões recíprocas com o sistema límbico por intermédio do 

hipotálamo. O trato espinomesencefálico é ativado quando há uma dor do tipo crônica. 

(AIRES, 2008). 

A modulação da sensibilidade dolorosa começou a ser estudada nos anos 1960 

por Melzack e Wall e ficou conhecida como “teoria da comporta”, em que a atividade 

de neurônios nociceptivos do corno posterior da medula seria modulada por intermédio 

de interneurônios inibitórios, pelo balanço entre as aferências nociceptivas veiculadas 

por fibras C e outras aferências, não-nociceptivas, transmitidas por fibras mielínicas Aα 

e Aβ. (AIRES, 2008). 

A nocicepção pode ser modulada também em outros pontos das vias centrais, 

como na analgesia induzida a partir de estímulos elétricos na substância cinzenta 

periaquedutal e em regiões do tálamo. Essa modulação ocorre graças a projeções 

descendentes que alcançam neurônios nociceptivos na medula espinhal. O mecanismo 

relacionado a essa analgesia está diretamente envolvido com os opioides, já que o bulbo 

rostroventral e a substância cinzenta periaquedutal são sensíveis à morfina. Outras 

regiões também participam dessa modulação descendente, como os núcleos da rafe, o 

núcleo do trato solitário (NTS) e o hipotálamo. Fica evidente então a integração de 

respostas tanto vegetativas como neuroendócrinas no processo de dor. Pode ocorrer 

também uma ação antinociceptiva diretamente na medula espinhal através da ação dos 

opioides. Um exemplo é a morfina, que inibe a atividade neuronal do corno posterior da 

medula, uma região com alta densidade de interneurônios que utilizam encefalinas e 

dinorfinas (peptídeos opioides) como neurotransmissores (AIRES, 2008). 

 

2.2  Processo inflamatório 

A primeira defesa do organismo a um dano tecidual é a resposta inflamatória; 

um processo biológico complexo que envolve componentes vasculares, celulares e uma 

diversidade de substâncias solúveis, além de apresentar como sinais clínicos 

característicos: rubor, calor, edema, dor e prejuízo funcional (Figura 3). A finalidade 

desse processo é remover o estímulo indutor da resposta e iniciar a recuperação tecidual 

local (CRUVINEL, 2010). 
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Figura 3 - Respostas desencadeadas pelo processo inflamatório (FELIPINI, 2013) 

A inflamação pode ser classificada como aguda e crônica. Na resposta 

inflamatória aguda, após uma agressão ao tecido, ocorre vasodilatação local e aumento 

da permeabilidade capilar mediados por aminas vasoativas (histamina e serotonina), que 

são liberadas por mastócitos e monócitos minutos após a lesão. Há saída de proteínas e 

água para o espaço extravascular, e marginalização dos leucócitos. O endotélio local 

torna-se ativado, favorecendo a aderência de leucócitos e eventual migração destes para 

os tecidos. Macrófagos residentes no tecido lesado liberam citocinas inflamatórias, 

como IL-1, TNF-α e quimiocinas. Uma vez no tecido, as células buscam fagocitar o 

patógeno, permitindo o reparo da lesão. Nesta resposta aguda, predominam elementos 

da resposta imune inata e as principais células envolvidas são os neutrófilos e 

macrófagos. Na inflamação crônica, em geral ocasionada por persistência do estímulo 

nóxico, o processo inflamatório se mantém e sofre alterações qualitativas, caracterizadas 

por mudança progressiva nos elementos celulares e solúveis que infiltram o tecido. A 

permanência do agente lesivo leva à cronificação do processo, havendo concomitância 

de destruição e reparo tecidual. Na resposta crônica, o tecido apresenta um infiltrado 

constituído por células mononucleares (monócitos, macrófagos e linfócitos), sinais de 

angiogênese e fibrose (CRUVINEL, 2010). 

O processo de coagulação devido à lesão tecidual está intimamente associado ao 

início da resposta inflamatória. A proteína calicreína liberada durante a coagulação 

produz bradicinina, um fator altamente algogênico (AMAYA e cols., 2013). Os 

receptores para bradicinina B2 são constitutivos e medeiam o aumento da 

permeabilidade vascular, broncoconstrição e estimulação de receptores algésicos. Já os 

receptores B1 são induzidos rapidamente em condições patológicas por diversos 

estímulos inflamatórios, como por exemplo, as citocinas (CALIXTO e cols., 2004). 

A ativação de mastócitos constitui outro processo relevante na resposta 

inflamatória. Esta ativação induz a liberação de várias moléculas contidas nos grânulos 

dessas células em um processo conhecido como desgranulação. As principais moléculas 

liberadas são as aminas vasoativas (histamina e serotonina), citocinas e quimiocinas 

(FRENZEL, 2013). Leucotrienos e prostaglandinas são sintetizados durante a ativação 
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de mastócitos, através do ácido araquidônico liberado pela ação das fosfolipases 

(THEOHARIDES, 2012). 

A histamina e a serotonina são os primeiros mediadores a serem liberados 

durante a inflamação. A histamina é encontrada principalmente nos mastócitos, mas 

também nos basófilos do sangue e nas plaquetas. É liberada através da desgranulação 

dos mastócitos devido a diversos estímulos, como uma injúria física, proteínas 

liberadoras de histamina derivadas de leucócitos, neuropeptídeos (substância P) e 

ligação de anticorpos aos mastócitos, que constitui a base das reações alérgicas. A 

histamina aumenta a permeabilidade vascular e este efeito é mediado principalmente 

pela ligação a receptores H1 nas células endoteliais microvasculares (ROBBINS & 

COTRAN, 2010). Além do aumento da permeabilidade vascular, seus efeitos 

fisiológicos incluem: contração do músculo liso, vasoconstrição pulmonar, aumento dos 

níveis de GMPc nas células, produção de prostaglandinas, aumento da secreção de ácido 

gástrico bem como de muco e ativação de células T supressoras (SCHRAMM e 

THORLACIUS, 2004) 

A serotonina (5-hidroxitriptamina) tem ações semelhantes à histamina. Ela está 

presente nas plaquetas e em certas células neuroendócrinas (como por exemplo, no trato 

gastrointestinal). Sua liberação é estimulada quando ocorre agregação plaquetária após 

o contato com colágeno, trombina e complexos antígeno-anticorpo. Esta liberação 

também resulta em aumento da permeabilidade vascular (ROBBINS & COTRAN, 

2010). 

Outro grupo de mediadores inflamatórios inclui as citocinas e quimiocinas. As 

principais citocinas pró-inflamatórias são as interleucinas (como por exemplo, a IL-1β) 

e o TNF-α (fator de necrose tumoral – α) (GRELLNER, 2002). Estudos comprovam que 

o tratamento local com citocinas pró-inflamatórias, incluindo o TNF – α e a interleucina 

(IL) -1β, induz hiperalgesia no sítio de injeção (AMAYA e cols., 2013). 

O TNF-α é produzido pelos neutrófilos, linfócitos, células naturais killer (NK), 

células do endotélio e mastócitos. Interage com as células endoteliais para induzir a 

expressão de molécula de adesão celular intercelular (ICAM-1), molécula de adesão 

celular vascular (VCAM-1) e E-selectina, o que permite o egresso de neutrófilos para 

áreas inflamatórias. Induz imunidade antitumoral através de efeitos citotóxicos diretos 

sobre células cancerosas e estimula respostas imunes antitumorais. Também é um 

potente ativador de neutrófilos, mediando a adesão, quimiotaxia e desgranulação 

(COMMINS e cols., 2010). 

No local da lesão, as interleucinas estimulam a fagocitose dos neutrófilos e 

macrófagos, propiciam a proliferação de linfócitos T e aumentam a liberação de óxido 

nítrico (NO) (GRELLNER, 2002). 

A IL-1 é produzida principalmente por células do sistema fagocítico 

mononuclear, mas também por células endoteliais, neutrófilos, queratinócitos, células 

sinoviais e numerosos outros tipos celulares. Possui função similar à do TNF-α 

(CUNNEEN e cols., 2004), pois induz a resposta inflamatória sistêmica em resposta a 

um agravo inicial (LOISA e cols., 2003). Uma das mais importantes atividades 

biológicas da IL-1 é a sua capacidade de ativar linfócitos T. Além disso, tem 

participação na febre, sono e anorexia, através de sua interação com o sistema nervoso 

central. Assim como o TNF-α, estimula a aderência celular endotelial de leucócitos 

através da regulação positiva da expressão de ICAM-1, VCAM e E-selectina 

(COMMINS e cols., 2010). 

As quimiocinas são uma família de pequenas proteínas (8 a 12kD) que agem 

primariamente como quimioatraentes em numerosos tipos celulares, incluindo 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Commins%20SP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19932918
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Commins%20SP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19932918
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neutrófilos, linfócitos, eosinófilos e fibroblastos. As quimiocinas inflamatórias recrutam 

e ativam leucócitos e auxiliam na resposta imune e iniciam o processo de cicatrização 

de feridas (COMMINS e cols., 2010). As quimiocinas medeiam suas atividades pela 

ligação de receptores acoplados a proteínas G. São classificadas em grupos, de acordo 

com o arranjo dos resíduos de cisteína (ROBBINS & COTRAN, 2010). As duas 

principais famílias são as quimiocinas C-X-C, (tipicamente quimiotáticas para 

neutrófilos) e as quimiocinas C-C (atraem e ativam monócitos e linfócitos) 

(MATSUKAWA e cols., 2000). 

Os metabólitos do ácido araquidônico também são mediadores químicos 

relevantes na inflamação e potentes agentes quimiotáticos. Através da enzima 

ciclooxigenase (COX) são liberadas as prostaglandinas. As mais importantes na 

inflamação são a PGE2, PGD2, PGI2 (prostaciclina) e o TXA2 (tromboxano). A PGI2 

causa vasodilatação e inibe a agregação plaquetária, enquanto o TXA2, sintetizado ao 

nível das plaquetas, causa forte vasoconstrição e induz fortemente à agregação 

plaquetária, é um forte quimiotático para os neutrófilos e promove a ativação e a adesão 

dos mesmos ao endotélio. (FRANCISCHETTI e cols., 2010). 

A PGE2 é de particular interesse porque está envolvida em todo o processo 

inflamatório, levando aos sinais clássicos da inflamação: eritema e edema (resultado do 

aumento do fluxo sanguíneo para o tecido inflamado através do aumento da dilatação 

arterial e permeabilidade microvascular – mediados por PGE2) e dor (resulta da ação da 

PGE2 nos neurônios sensoriais periféricos e em sítios centrais no interior da medula 

espinhal e do cérebro) (FITZGERALD e RICCIOTTI, 2011). 

A prostaglandina D2 (PGD2) tem sido associada à condições inflamatórias e 

atópicas. É o prostanóide predominante produzido por mastócitos ativados, que iniciam 

respostas alérgicas do tipo I mediadas por imunoglobulina E (IgE) (FITZGERALD e 

RICCIOTTI, 2011). 

Por outro lado, pela via da lipoxigenase, são formados os leucotrienos (LT). O 

LTC4 e LTD4 causam intensa vasoconstrição e permeabilidade vascular aumentada. O 

leucotrieno B4 (LTB4) dá origem a uma série de respostas, que incluem a ativação de 

adesão molecular das integrinas β2 e aderência à célula endotelial (FRANCISCHETTI e 

cols., 2010). 

 

2.3 Óxido nítrico 

 O óxido nítrico é uma molécula mensageira que possui numerosos alvos 

moleculares. Tem diversas funções, como neurotransmissão, controle do tônus vascular, 

regulação da transcrição e tradução gênica e atua como mediador químico na 

inflamação. Nos mamíferos, o óxido nítrico pode ser gerado por três isoformas 

diferentes da enzima NO sintase, que são referidas como: NOS neuronal (n-NOS), NOS 

induzível (i-NOS) e NOS endotelial (e-NOS). Todas as isoformas utilizam L-arginina 

como substrato (FÖRSTERMANN e SESSA, 2012). 

O óxido nítrico é um mediador importante de nocicepção. No entanto, as 

evidências experimentais e clínicas demonstraram que o NO também é capaz de induzir 

a analgesia. Em conjunto, estes dados indicam que o NO desempenha um papel 

complexo e diverso na modulação do processamento nociceptivo. Portanto, o óxido 

nítrico apresenta um duplo efeito sobre a transmissão e o controle da dor (CURY e 

cols., 2011). 

Apesar do óxido nítrico estar envolvido em vias nociceptivas, várias linhas de 

pesquisa têm indicado que o NO induz analgesia e também que medeia o efeito 
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antinociceptivo periférico e central de compostos analgésicos, como opioides 

(JAVANMARDI e cols., 2005; HERVERA e cols., 2009; NAPIMOGA e cols., 2009), 

anti-inflamatórios não esteroidais (LOZANO-CUENCA e cols., 2005) e produtos 

naturais (GUJINSKI e cols., 2009; GUTIERREZ e cols., 2012). 

Experimentos realizados no início de 1990 forneceram a primeira evidência de 

que o NO induz analgesia e também está envolvido no efeito antinociceptivo periférico 

de fármacos analgésicos. Os resultados deste estudo indicaram que o NO medeia a ação 

analgésica periférica de acetilcolina e também que o NO induz, por si só, o efeito 

analgésico. Além disso, estes dados sugerem que a ação analgésica de NO depende de 

uma via de sinalização intracelular envolvendo a formação de GMP cíclico (DUARTE e 

cols., 1990).  

 O papel do óxido nítrico no controle da dor também foi mostrado a nível central. 

Um experimento realizado com a administração intracerebroventricular de L-arginina e 

do doador de óxido nítrico 3- morfolinosidnoimina (SIN-1) em camundongos produziu 

antinocicepção. Esse efeito parece ser mediado por dinorfina e ser dependente de óxido 

nítrico. Essa sugestão foi baseada na observação de que a naloxona e também a 

administração intracerebroventricular de um anti-soro contra dinorfina bloqueou o 

efeito analgésico de ambas as substâncias. Além disso, o efeito induzido pela L-arginina 

também foi antagonizado por um inibidor de nNOS (CHUNG e cols., 2006). 

 Diversas linhas de pesquisa também têm indicado que, no sistema nervoso 

central, o óxido nítrico está envolvido no controle descendente inibitório da nocicepção 

(MILLAN, 2002). 

 Os mecanismos moleculares envolvidos na ação analgésica do óxido nítrico 

envolvem uma relação entre a via NO-GMPc e a abertura de canais de K+ sensíveis a 

ATP. Essa sugestão se baseia em dados experimentais que demonstram que o efeito 

antinociceptivo de doadores de óxido nítrico, bem como de um análogo permeável de 

GMPc (3: 5’monofosfato de dibutirilguanosina - ciclica - DbcGMP), é mediado através 

da abertura de canais específicos de K+ sensíveis a ATP (SOARES e cols., 2000; 

SOARES e cols., 2001).  

Outros estudos eletrofisiológicos indicam que a morfina induz, em neurônios 

nociceptivos, um aumento na abertura de canais de K+ sensíveis a ATP, seguido por 

uma hiperpolarização do neurônio (CUNHA e cols., 2010). Esses resultados indicam 

que o NO, ou fármacos capazes de ativar a via NO-GMPc, causa antinocicepção via 

abertura de canais de K+ sensíveis a ATP, com consequente aumento da concentração 

de K+, restaurando o alto limiar normal do nociceptor. 

Todos estes estudos citados anteriormente indicam que uma via NO-GMPc 

medeia o efeito analgésico de diversos fármacos, incluindo opioides, dipirona e alguns 

agentes anti-inflamatórios. Os mecanismos específicos que estes fármacos utilizam para 

estimular a produção de NO ainda não estão muito bem esclarecidos (CURY e cols., 

2011). 

 

2.4 Opioides 

O sistema opioide é um dos principais sistemas endógenos envolvidos em vários 

comportamentos fortemente conservados durante a escala evolutiva de organismos 

superiores, como a percepção da dor e seus mecanismos de modulação, o sistema de 

recompensa, de dependência e o controle do medo (LESNIAK e LIPKOWSKI, 2011).  
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Os analgésicos mais utilizados e eficazes para o tratamento de quadros de dor 

aguda intensa e crônica são os fármacos opioides. A morfina e o fentanil, por exemplo, 

estão entre os fármacos mais prescritos no mundo (AL-HASANI, 2011).  

Os opioides se dividem em quatro classes. A morfina e a codeína, mais 

conhecidas como opioides alcalóides, ocorrem naturalmente no ópio, a partir das folhas 

ainda verdes da papoula (Papaver somniferum). Os seus derivados semissintéticos 

incluem a oxicodona e a heroína. Os opioides totalmente sintéticos, como a metadona, 

também tem utilização terapêutica valiosa (MAZÁK e cols., 2009). Os peptídeos 

opioides endógenos são ligantes naturais que ativam diferentes receptores opioides 

durante eventos inflamatórios, neuropatias dolorosas ou câncer. Nos mamíferos três 

tipos de peptídeos opioides, endorfinas, encefalinas e dinorfinas, são sintetizados via 

clivagem de proteínas precursoras (COSTANTINO e cols., 2012). 

Por meio de pesquisas com preparações de tecidos de íleo de roedores foi 

possível identificar três receptores da classe dos opioides, e estes foram nomeados com 

letras gregas de acordo com a correspondente inicial de cada substância específica 

utilizada para estimulá-lo (MARTINS e cols., 2012). As endorfinas derivam da 

clivagem da proteína precursora proopiomelanocortina (POMC) e possuem afinidade 

pelos receptores μ opioides. As encefalinas derivam da proteína precursora 

proencefalina (PENK) e possuem afinidade pelos receptores μ e δ opioides. As 

dinorfinas, por sua vez, derivam da clivagem da prodinorfina e exibem afinidade pelos 

receptores κ opioides (AKIL e cols., 1998). 

Os receptores opioides são expressos principalmente no córtex, sistema límbico 

e tronco cerebral. Sítios de ligação para os três principais tipos de receptores opioides se 

sobrepõem na maioria das estruturas, mas algumas estruturas exibem maior expressão 

de um receptor sobre os outros (MERRER e cols., 2009). No entanto, em alguns estados 

de dor, incluindo danos nos nervos, dor inflamatória, destruição dos tecidos devido à 

expansão do câncer, os receptores opioides localizados na periferia desempenham um 

papel significativo no desenvolvimento da analgesia. Estão também presentes em outros 

tecidos não neurais, tais como o epitélio vascular ou queratinócitos (Tabela 2) 

(LESNIAK e LIPKOWSKI, 2011). 

 
Tabela 2 - Locais de expressão dos receptores opioides (LESNIAK e LIPKOWSKI, 2011) 

Tipo de receptor 

opioide 
Expressão 

  
Sistema Nervoso 

Central 

Sistema Nervoso 

Periférico 
Tecidos não neurais 

μ 

Neocórtex, caudado-

putâmen, núcleo 

accumbens, tálamo, 

hipocampo, amígdala, 

núcleo do trato solitário 

Gânglio da raiz dorsal, 

estômago, duodeno, 

jejuno, íleo, cólon distal 

e proximal 

Endotélio vascular, 

epitélio cardíaco, 

queratinócitos, 

canais deferentes, 

células de Sertoli 

δ 

Neocórtex, caudado-

putâmen, núcleo 

accumbens, amígdala 

Gânglio da raiz dorsal   

κ 

Caudado-putâmen, 

núcleo accumbens, 

amígdala, lobo 

posterior da hipófise 

Gânglio da raiz dorsal, 

estômago, duodeno, 

jejuno, íleo, cólon distal 

e proximal 

  



11 

 

 

 

De acordo com o subtipo dos receptores e sua localização no sistema nervoso, 

algumas ações são bem definidas. Os receptores δ são responsáveis primariamente pela 

analgesia, mas também por modular funções cognitivas e de dependência física. Cabem 

aos receptores κ as funções de nocicepção, termorregulação, controle de diurese e 

secreção neuroendócrina. Quanto aos receptores μ, estes regulam funções como a 

nocicepção, o ciclo respiratório e o trânsito intestinal (MARTINS e cols., 2012). 

O receptor δ foi o primeiro a ser clonado em laboratório. Possui como agentes 

agonistas principais a encefalina (deltorfina) cuja seletividade é baixa, mas possui alta 

afinidade, e também o SIOM (7- spiroindanyloxymorphone), derivado da oximorfona, 

mais seletivo e potente. Antagonizando tal substância, encontra-se o naltrindol, também 

derivado da naltrexona, sendo este, o primeiro a ser sintetizado em laboratório. Nos 

receptores κ, o primeiro agonista identificado foi a cetociclazocina e como antagonista 

possui a nor-binaltorfimina, de potente ação. Por fim, nos receptores μ, teve como 

primeiro agonista identificado a morfina, e como antagonista, a naloxona (um 

antagonista não-seletivo opioide) (MARTINS e cols., 2012). 

O mecanismo de ação pelo qual os opioides agem está bem caracterizado. Os 

receptores opioides são receptores acoplados à proteína Gi. Após o opioide se ligar ao 

receptor, mudanças conformacionais permitem o acoplamento intracelular da proteína 

Gi à porção C-terminal dos receptores opioides. Na subunidade Gα, GDP é substituído 

por GTP e ocorre uma dissociação do complexo trimérico proteico em subunidades Gα 

e Gβγ. A dissociação entre as subunidades inicia uma cascata de eventos intracelulares 

que medeiam o efeito antinociceptivo de opioides em neurônios aferentes primários. 

Essas subunidades da proteína G podem inibir adenilil ciclase e a produção de 

adenosina 3',5'-monofosfato cíclico (AMPc), e/ou interagir diretamente com canais 

iônicos para K+, Ca++ e outros íons na membrana. Os três tipos de receptores opioides 

(μ, δ e κ) modulam vários canais iônicos para Ca++, suprimindo o influxo de cálcio e a 

liberação de neurotransmissor em muitos sistemas neuronais. Um exemplo proeminente 

é a inibição da liberação da substância P (um neuropeptídeo pró-nociceptivo e pró-

inflamatório) de neurônios sensoriais centrais e periféricos. Na membrana pós-sináptica, 

os receptores opioides medeiam hiperpolarização, através da abertura de canais para K+, 

dessa forma prevenindo a excitação e/ou propagação de potenciais de ação (STEIN, 

2009). 

Além de modulação da dor e da dependência, os receptores opioides são 

amplamente envolvidos em várias atividades fisiológicas e fisiopatológicas, incluindo a 

regulação da homeostase, proliferação celular, resposta emocional, ataques epilépticos, 

função imunitária, alimentação, obesidade, controle respiratório e cardiovascular, bem 

como algumas doenças neurodegenerativas (FENG e cols., 2012). 

Embora os analgésicos opioides orais sejam comumente utilizados no tratamento 

de diversas formas de dor moderada a grave, eles estão associados a efeitos adversos 

que comprometem a qualidade do manejo da dor. Ensaios clínicos revelam que 

constipação, náusea, êmese, prurido e sonolência são os efeitos adversos mais 

frequentemente relatados por pacientes com dor crônica, neuropática, dor associada ao 

câncer e dor pós-operatória (GREGORIAN e cols., 2010). Outros efeitos incluem ainda 

tonturas, euforia ou disforia e depressão respiratória (KELLEY e TEPPER, 2012). Além 

disso, o uso prolongado de opioides conduz ao desenvolvimento de tolerância e 

dependência (COSTANTINO e cols., 2012).  No entanto, abordagens específicas para 

analgesia opioide periférica oferecem uma alternativa interessante para o tratamento da 
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dor por evitarem ou pelo menos minimizarem os efeitos adversos de fármacos opioides 

de ação central (STEIN, 2009). 

 

3  OBJETIVOS 

3.1 Objetivos Gerais 

 Avaliar a ação antinociceptiva do composto CTHP sob condições de dor aguda; 

 Avaliar a atividade anti-inflamatória do composto CTHP sob condições de 

inflamação aguda; 

 Avaliar a indução de tolerância produzida pelo composto CTHP durante a 

administração crônica; 

 Elucidar os mecanismos responsáveis pelas suas atividades antinociceptiva e 

anti-inflamatória. 

3.2 Objetivos Específicos 

 Avaliar a atividade antinociceptiva do composto CTHP sobre a dor aguda 

através dos modelos de formalina, contorções abdominais induzidas por ácido 

acético e retirada da cauda; 

 Avaliar a possibilidade de interferência da performance motora sobre o efeito 

anti-nociceptivo demonstrado pelo composto CTHP, através do teste de campo 

aberto; 

 Avaliar a participação do sistema opioide sobre o efeito antinociceptivo do 

composto CTHP, através da administração prévia de naloxona e antagonistas 

seletivos opioides no modelo de retirada da cauda; 

 Avaliar a possível participação da via NO/cGMP/KATP no mecanismo de 

antinocicepção do composto CTHP, através do pré-tratamento com: L-NAME 

(inibidor não-seletivo da óxido nítrico sintase); ODQ (inibidor seletivo da 

guanilil ciclase sensível ao óxido nítrico) e glibenclamida (bloqueador seletivo 

de canal de K+ sensível ao ATP); 

 Avaliar o envolvimento da via serotoninérgica na atividade do composto CTHP, 

através da administração diária por 3 dias de 4-cloro-DL-fenilalanina (inibidor 

da enzima triptofano hidroxilase). 

 Avaliar o desenvolvimento de tolerância e tolerância cruzada com opioides no 

modelo de retirada da cauda; 

 Avaliar a atividade antiedematogênica do composto CTHP no modelo de edema 

de pata induzido por carragenina; 

 Avaliar a atividade enzimática das enzimas cicloxigenases 1 e 2 frente ao 

composto CTHP; 
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 Avaliar a migração de leucócitos e promover a quantificação de citocinas  

(TNF α e IL-1β) a partir do modelo de bolsa de ar subcutâneo (air pouch); 

 Avaliar a toxicidade aguda do composto CTHP; 

4 MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Animais 

Foram utilizados camundongos Swiss machos, com peso de 20-24g. O protocolo 

para este estudo foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais do Instituto de 

Ciências Biológicas e da Saúde (CEUA/ICBS – UFRRJ) – sob o número 007/2014. Os 

animais foram mantidos em ambiente com temperatura controlada (22 ± 1° C) e ciclo 

claro-escuro de 12h. Água e alimentação foram mantidas à disposição dos animais, 

porém a ração foi retirada 8h antes da administração oral do composto, morfina, ácido 

acetilsalicílico e veículo. 

 

4.2 Reagentes 

As seguintes substâncias foram usadas: ácido acético (Vetec), formaldeído 

(Merck), ácido acetilsalicílico (pureza – 99%), L-NAME (pureza > 98%), brometo de 

metilnaltrexona (pureza > 97%), 1H-[1,2,4]Oxadiazol[4,3-a]quinoxalina-1-ona (ODQ) 

(pureza > 98%), cloridrato de naltrindol (pureza > 98%), dicloridrato de nor-

binaltorfimina (pureza > 98%), 4-cloro-DL-fenilalanina (PCPA - pureza > 98,5%), 

glibenclamida (pureza > 99%) e dimetil sulfóxido (pureza > 99,5%) (Sigma-aldrich), 

morfina (pureza - 97%), naloxona (pureza - 99%) (Cristália) e dexametasona 

(Decadron®, Aché Lab. Farm). 

 

4.3 Administração dos fármacos 

O composto CTHP foi testado nas doses de 1, 5, 10 e 30 mg/kg e administrado 

em volume final de 10 mL/kg (via oral, v.o.) em camundongos. A morfina e o ácido 

acetilsalicílico foram usados como fármacos de referência e foram administrados pela 

mesma via de administração que o composto em cada experimento. A dexametasona 

também foi usada como fármaco de referência, porém foi administrada por via 

subcutânea. As substâncias (naloxona, L-NAME, ODQ, glibenclamida, metilnaltrexona, 

naltrindol e nor-binaltorfimina) foram administradas 15 minutos antes da administração 

do composto e o PCPA foi administrado por 3 dias consecutivos anteriormente à 

administração do composto em volume final de 20 mL/kg (via intraperitoneal, i.p.). 

 

4.4 Tratamentos 

 Veículo: água destilada com dimetilsulfóxido, na concentração de 5% (v/v), para 

a solubilização do composto. Os grupos de animais tratados com veículo foram 

feitos para demonstrar que este não é o responsável pela atividade 

antinociceptiva e/ou anti-inflamatória. 

 Ácido acético: foi preparado na concentração de 1,2% (v/v) em água destilada e 

injetado por via intraperitoneal (i.p), 60 minutos após a administração oral do 

composto CTHP, morfina e veículo no modelo de contorções abdominais.  

 Formalina: foi preparada na concentração de 2,5% (v/v) em água destilada e 

injetada em uma das patas traseiras dos animais, 60 minutos após a 
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administração oral do composto CTHP, morfina, ácido acetilsalícílico ou veículo 

no modelo de formalina. 

 Carragenina: A carragenina foi preparada na concentração de 10 mg/ml. 

Administrada em volume de 0,1 mL, 60 minutos após a administração oral do 

composto CTHP ou veículo e 15 minutos após a administração i.p. de 

dexametasona no modelo de edema de pata e de bolsa de ar subcutâneo. No 

modelo de edema de pata a carragenina foi administrada em uma das patas 

traseiras dos animais e no modelo de bolsa de ar subcutâneo foi administrada na 

bolsa subcutânea estéril.  

 Composto: (±)-4-cloro-6-(naftaleno-1-il)-tetrahidro-2h-pirano-2-il-metanol 

(CTHP). Administrado por via oral (v.o) nas doses de 1, 5, 10 e 30 mg/kg.  

 Morfina: agonista de receptores opioides. Utilizada como controle positivo em 

modelos nociceptivos com envolvimento do sistema nervoso central. 

Administrado por via oral (v.o) na dose de 5,01 mg/kg no modelo de contorções 

abdominais induzidas por ácido acético e na dose de 8,15 mg/kg no modelo de 

retirada da cauda.  

 Ácido acetilsalicílico: anti-inflamatório não esteroidal. Utilizado como controle 

positivo em modelos algesimétricos na avaliação da dor de origem inflamatória. 

Administrado por via oral (v.o) na dose de 100 mg/kg. 

 Dexametasona: anti-inflamatório esteroidal. Utilizado como controle positivo 

em modelos de avaliação inflamatória. Administrado por via subcutânea (s.c.) na 

dose de 2,25 mg/kg. 

 Naloxona: antagonista não-seletivo opioide. Administrado previamente por via 

intraperitoneal (i.p) nas doses de 0,01; 0,1; 1 e 3 mg/kg no modelo de retirada da 

cauda. 

 N-nitro-arginina-L-metil éster (L-NAME): inibidor da óxido nítrico sintase, 

reduzindo assim a produção de óxido nítrico (NO). Administrado previamente 

por via intraperitoneal (i.p) nas doses de 0,1; 0,5 e 1 mg/kg no modelo de 

retirada da cauda. 

 1H-[1,2,4]Oxadiazol[4,3-a]quinoxalina-1-ona (ODQ): inibidor seletivo da 

guanilato ciclase sensível ao óxido nítrico. Administrado previamente por via 

intraperitoneal nas doses de 0,5; 1 e 2 mg/kg no modelo de retirada da cauda. 

 Glibenclamida: bloqueador de canal de potássio sensível a ATP. Administrado 

previamente por via intraperitoneal (i.p) nas doses de 0,1; 0,5 e 1mg/kg no 

modelo de retirada da cauda. 

 4-cloro-DL-fenilalanina (PCPA): inibidor da enzima triptofano hidroxilase 

(enzima responsável pela biossíntese de serotonina (5-HT). Administrado 

previamente na dose de 100 mg/kg por via intraperitoneal (i.p), por 3 dias 

consecutivos no modelo de retirada da cauda. 

 Naltrindol: antagonista seletivo de receptor opioide do tipo δ. Administrado 

previamente por via intraperitoneal (i.p) nas doses de 0,1; 1 e 3 mg/kg no 

modelo de retirada da cauda. 

 Metilnaltrexona: antagonista seletivo periférico de receptor opioide do tipo μ. 

Administrado previamente por via intraperitoneal (i.p) nas doses de 0,1; 1 e 3 

mg/kg no modelo de retirada da cauda. 

 Nor-binaltorfimina: antagonista seletivo de receptor opioide do tipo κ. 

Administrado previamente por via intraperitoneal (i.p) nas doses de 0,1; 1 e 3 

mg/kg no modelo de retirada da cauda. 
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A dose de morfina (5,01 [2,47 – 8,68] mg/kg e (8,15 [6,24 – 10,44] – v.o.- 

fármaco analgésico opioide) e a dose de dexametasona (2,25 [1,82 – 2,79] mg/kg s.c. – 

anti-inflamatório esteroidal) foram obtidas pelo cálculo de DE50 - dose responsável por 

50% do efeito máximo - (limites de confiança) no modelo de contorções abdominais 

induzidas por ácido acético, teste de retirada da cauda e teste de edema de pata,  

respectivamente, que foram obtidas anteriormente. O valor de DE50 para a ação 

antinociceptiva e anti-inflamatória foi obtida por regressão não-linear (curva dose-

resposta sigmoidal), usando o software Graph Pad Prism 6.0. A dose utilizada do ácido 

acetilsalicílico foi de 100 mg/kg (v.o.), de acordo com Guilhon e cols. (2011). 

 

4.5 Modelos experimentais 

 

4.5.1 Teste de contorções abdominais induzidas por ácido acético 

Este modelo é usado para triagem da atividade antinociceptiva (KOSTER e 

cols., 1959). Veículo, morfina (5,01 mg/kg) e o composto CTHP (1, 5, 10 e 30 mg/kg) 

foram administrados por via oral. As contorções abdominais são induzidas pela 

administração intraperitoneal de 0,01 mL/g de ácido acético (1,2%). A contagem do 

número de contorções é iniciada imediatamente após a injeção e permanece por um 

período de 30 minutos. O padrão de contorção abdominal estabelecido para contagem é 

o aparecimento de fortes contrações abdominais, alongamento de todo o corpo do 

animal, seguido pelo alongamento dos membros posteriores e contato do abdômen com 

o assoalho do recipiente em que o animal se encontra (Figura 4).  

 
 

Figura 4 - Protocolo do modelo de contorções abdominais induzidas por ácido acético 

4.5.2 Teste da formalina 

Este modelo é utilizado para avaliação da dor inflamatória e não-inflamatória 

(HUNSKAAR e HOLE., 1987). Veículo, morfina (5,01 mg/kg), ácido acetilsalicílico 

(100 mg/kg) e o composto CTHP (1, 5, 10 e 30 mg/kg) foram administrados por via 

oral. Injeta-se 0,02 mL de uma solução de formalina à 2,5% em uma das patas traseiras. 

Posteriormente, mede-se o tempo (em segundos) que o animal permanece lambendo a 

pata em que foi administrada a solução. A medida do tempo é feita em duas fases: a 

primeira chamada neurogênica, entre 0 e 5 minutos após a injeção da formalina e a 

segunda fase chamada inflamatória, entre 15 e 30 minutos após a injeção (Figura 5). 
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Figura 5 - Protocolo do modelo da formalina 

4.5.3 Modelo de retirada da cauda 

O modelo foi realizado como previamente descrito por D’AMOUR e SMITH, 

1941. Veículo, morfina (8,15 mg/kg) e o composto CTHP (1, 5, 10 e 30 mg/kg) foram 

administrados por via oral. Os animais foram mantidos em um tubo de acrílico e 

colocados em aparelho específico (analgesímetro “tail flick”). Um feixe de luz nocivo 

foi focado a aproximadamente 4 cm da ponta da cauda e a latência de retirada da cauda 

é registrada automaticamente. A intensidade da fonte de luz radiante foi ajustada para 

valores de linha de base entre 2 e 4 segundos; esta intensidade não é alterada e os 

animais que apresentaram valores de linha de base fora destes limites foram excluídos 

do experimento. Foram feitas várias medidas dos tempos de latência (TL) com 

intervalos de 20 minutos entre cada uma delas. As primeiras duas medidas foram 

realizadas antes da administração dos fármacos (e são chamadas de medidas controle). 

A média das medidas controle é denominada “linha de base” (LB). Para se evitar danos 

teciduais causados pela temperatura na cauda dos animais, calculou-se um tempo de 

corte (“cut off”) de 3 vezes o valor da linha de base. A antinocicepção foi quantificada 

como tempo de reação (TR) obtido em cada tempo de medida ou pela área sob a curva 

(ASC) das respostas obtidas entre os tempos de 20-120 min após a administração do 

composto, morfina ou veículo, calculado de acordo com a fórmula da área do trapézio, 

conforme segue abaixo: 

 

ASC = 20 x TR [(20 min) + (40 min) + … + (120 min)/2]. 

 

 Na tentativa de elucidação do mecanismo de ação do composto CTHP, grupos 

experimentais receberam antagonistas específicos (PCPA, L-NAME, ODQ, naloxona, 

glibenclamida, metilnaltrexona, nor-binaltorfimina e naltrindol) por via intraperitoneal, 

15 minutos antes da administração oral do composto (Figura 6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 6 - Protocolo do modelo de retirada da cauda 
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4.5.4 Indução de tolerância 

Na avaliação do desenvolvimento de tolerância, os animais foram tratados com 

morfina (8,15 mg/kg) ou com o composto CTHP (30 mg/kg) por administrações orais a 

cada 24h, por 6 e 7 dias, respectivamente. A resposta no modelo de retirada da cauda foi 

avaliada 1h após cada administração oral.  Para avaliar o desenvolvimento de tolerância 

cruzada, os animais receberam a morfina do dia 1 ao 6 e no 7° dia receberam o 

composto. Morfina e o composto não foram administrados concomitantemente em 

nenhum momento. Para descartar a hipótese dos animais desenvolverem resistência ao 

modelo, um grupo foi constituído por animais que receberam somente o veículo, pelo 

mesmo período usado pelo grupo administrado com o composto CTHP (Figura 7).  

 

Dias de Aplicação 

1 2 3 4 5 6 7 

M M M M M M CTHP 

CTHP CTHP CTHP CTHP CTHP CTHP CTHP 

V V V V V V V 

 

Figura 7 - Protocolo das aplicações diárias na indução de tolerância 

Legenda: M – Morfina, CTHP – Composto CTHP e V – veículo 

4.5.5 Modelo de campo aberto  

Para avaliar o prejuízo motor induzido pelo composto, 5 dias antes do início do 

experimento os animais foram treinados no equipamento. O procedimento foi similar ao 

descrito por BARROS e colaboradores em 1991. Os camundongos receberam o 

composto CTHP (30 mg/kg), morfina (8,15 mg/kg) e o veículo por via oral e foram 

colocados individualmente em uma câmara de observação (60 minutos após 

administração oral) cujo assoalho foi dividido em quadrados (5 x 5 cm). A atividade 

espontânea foi quantificada pelo número de quadrados percorridos durante o intervalo 

de 5 minutos. 

 

4.5.6 Modelo de edema de pata 

Este modelo de avaliação edematogênica utiliza a técnica de pletismografia 

(FERREIRA, 1979), que consiste na utilização do pletismômetro, um equipamento 

capaz de registrar pequenas variações no volume de líquido deslocado pela inserção da 

pata, até a articulação tíbio-társica. Veículo e o composto CTHP (5, 10 e 30 mg/kg) 

foram administrados por via oral, e a dexametasona foi administrada por via subcutânea 

(2,25 mg/kg). O edema foi induzido pela injeção intraplantar de 0,02 mL de carragenina 

(1%, p/v) em uma das patas traseiras do animal. Na outra pata injeta-se o mesmo 

volume de água destilada. O edema é avaliado nos tempos de 1, 2, 3 e 4 horas após a 

injeção da carragenina (Figura 8).  
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Figura 8 - Protocolo do modelo de edema de pata 

4.5.7 Modelo da bolsa de ar subcutâneo (air pouch) 

A bolsa de ar subcutâneo foi realizada como descrito por VIGIL e cols., 2008. 

Veículo e o composto CTHP (5, 10 e 30 mg/kg) foram administrados por via oral, e a 

dexametasona foi administrada por via subcutânea (2,25 mg/kg). Uma área do dorso dos 

animais (3cm x 2,5 cm) foi desinfetada. 7 mL de ar estéril foi injetado subcutaneamente 

em um único ponto. As bolsas de ar foram injetadas com ar estéril em dias alternados 

por 3 dias. Durante este período, eritema, inchaço, exsudação e vazamento de ar não 

sendo observados sugerem que o modelo foi estabelecido com sucesso. No quarto dia, 

os animais receberam carragenina (1%) administrada por via subcutânea e 4 horas 

depois foram eutanasiados com uma sobredose de pentobarbital. Os animais foram 

então fixados em uma mesa cirúrgica e uma incisão na pele foi feita para perfurar a 

bolsa de ar. A cavidade subcutânea foi lavada com 1 ml de tampão fosfato salina estéril 

(pH 7,6 contendo NaCl (130 mM), Na2PO4 (5 mM) e KH2PO4 (1 mM) e heparina (20 

UI/mL) em água destilada. Após a eutanásia, as amostras de lavado subcutâneo foram 

coletadas e o conteúdo de leucócitos totais foi determinado em câmara de Neubauer. 

Uma alíquota de 20µL do lavado subcutâneo de cada animal foi transferida para 

um Eppendorf® contendo 380µL de líquido de Türk, possibilitando assim a coloração 

dos leucócitos e sua posterior contagem em câmara de Neubauer sob microscopia óptica 

(Figura 9). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9 - Protocolo do modelo de bolsa de ar subcutânea 
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4.5.8 Quantificação de citocinas 

Objetivando quantificar as citocinas IL-1β e TNF-α presentes nos exsudatos, 

estes foram centrifugados a 170 x g por 10 min a 4° C, os sobrenadantes foram 

coletados e procedeu-se a determinação da concentração destas citocinas em alíquotas 

(50µL) do lavado subcutâneo no teste de air pouch. Para isto, foram utilizados kit’s de 

imunoensaio enzimático (Mouse IL-1β ELISA Kit Mouse, Immunoleader® e TNF-α 

ELISA Kit mouse, Cayman Chemical®), os quais mensuram as concentrações de IL-1β 

e TNF-α na amostra através do método de ELISA, semelhante ao estudo de RAMANA 

e cols (2007). 

4.5.9 Avaliação da atividade enzimática de COX-1 e COX-2 

Foi utilizado um kit de imunoensaio enzimático (COX INHIBITOR 

SCREENING ASSAY KIT – 96 WELLS, Cayman Chemical®), que determina a 

produção de prostaglandina a partir da atividade das enzimas COX-1 e COX-2. A partir 

dos dados obtidos com a utilização do kit, foi construída uma curva padrão através do 

percentual da razão entre a taxa de ligação de uma amostra e a taxa de ligação máxima 

(%B/B0) e do log da concentração de prostaglandina em pg/mL (Figura 10). Este gráfico 

permitiu a obtenção de valores referentes à concentração de prostaglandina (pg/mL) 

obtida pela ação das enzimas COX-1 e COX-2 e também a porcentagem de inibição de 

ambas as enzimas frente à utilização de doses crescentes do composto CTHP. 

 

L o g  c o n c e n tra ç ã o  (p g /m L )

%
B

/B
0

1 2 3 4

0

2 0

4 0

6 0

8 0

1 0 0

 
Figura 10 - Curva Padrão de Prostaglandina utilizada para avaliação da atividade enzimática de 

COX-1 e COX-2. %B/B0 - percentual da razão entre a taxa de ligação de uma amostra e a taxa de 

ligação máxima. 
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4.5.10 Avaliação toxicológica aguda in vivo 

 A toxicidade aguda foi determinada de acordo com o modelo experimental 

descrito por Lorke (1983). Uma única dose oral do composto CTHP (500 mg/kg) foi 

administrado a um grupo de 10 animais. Esta dose equivale a mais de dez vezes a maior 

dose testada do composto CTHP, que foi de 30 mg/kg. Os animais foram colocados 

posteriormente em uma câmara de observação. Parâmetros comportamentais foram 

avaliados por um período de 7 dias e incluíram a observação de convulsão, 

hiperatividade, perda do reflexo, alteração da frequência respiratória e sedação. Um 

grupo controle de 10 animais foi administrado com o veículo e foi exposto ao mesmo 

protocolo. 

  

4.6 Análise estatística 

 Os grupos experimentais foram constituídos por 7-10 animais. Os resultados são 

apresentados como média ± erro padrão da média (EPM). A significância estatística 

entre os grupos foi realizada pela aplicação de análise de variância (One-Way ANOVA) 

acompanhada pelo teste de Bonferroni para os testes de contorções abdominais 

induzidas por ácido acético, formalina, campo aberto, quantificação de leucócitos e 

quantificação de citocinas. E foi realizada pela aplicação de análise de variância (Two-

Way ANOVA) acompanhada pelo teste de Bonferroni para os testes de retirada da 

cauda e edema de pata. Os valores de p menor que 0,05; 0,01 e 0,001 foram usados 

como nível de significância. A regressão não-linear foi utilizada para o cálculo de CI50 

(concentração inibitória de 50%) da atividade enzimática de COX-1 e COX-2. 
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5 RESULTADOS 

5.1 Teste de contorções abdominais induzidas por ácido acético 

A administração intraperitoneal (i.p.) de ácido acético (1,2%) produziu 54,2 ± 

6,1 contorções em um intervalo de 30 minutos (no grupo controle). A administração 

oral do composto (±)-4-cloro-6-(naftaleno-1-il)-tetrahidro-2h-pirano-2-il-metanol 

(CTHP) nas doses de 5, 10, 30 mg/kg e morfina (5,01 mg/kg) foi  capaz de inibir o 

número de contorções abdominais em relação ao grupo experimental controle (tratado 

com veículo e ácido acético), de forma dose-dependente, indicando atividade 

antinociceptiva deste composto (Figura 11). Os percentuais de inibição do número de 

contorções abdominais obtidos foram: 51,5% (26.3 + 7.4 contorções), 53,3% (25.3 + 4.6 

contorções) e 88,2% (6.4 + 2.3 contorções), respectivamente para as doses de 5, 10 e 30 

mg/kg. A administração oral de morfina (5,01 mg/kg) inibiu o número de contorções 

abdominais em aproximadamente 50%, quando comparada ao grupo veículo. 
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Figura 11 - Efeito antinociceptivo do composto (±)-4-cloro-6-(naftaleno-1-il)-tetrahidro-2h-pirano-

2-il-metanol (CTHP) (1, 5, 10 e 30 mg/kg), veículo (veículo e ácido acético) e morfina (5,01 mg/kg) 

no modelo de contorções abdominais induzidas por ácido acético. Os tratamentos foram realizados 

por via oral. Os resultados são expressos como média + E.P.M. (n = 7-10) do número de contorções. 

A significância estatística (* p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001) foi calculada entre o grupo veículo 

e os grupos tratados com morfina e doses crescentes do composto, por One-Way ANOVA 

acompanhado pelo teste de Bonferroni. 

5.2 Teste da formalina 

 Os animais foram tratados com o composto (±)-4-cloro-6-(naftaleno-1-il)-

tetrahidro-2h-pirano-2-il-metanol (CTHP) (1, 5, 10 e 30 mg/kg; v.o).  O fármaco padrão 

morfina (5,01 mg/kg) foi utilizado como controle positivo e apresentou percentual de 



22 

 

inibição de 50% em relação ao tempo de lambedura. No grupo de animais tratados 

somente com o veículo e formalina, o tempo obtido na 1° fase foi de 50,8 ± 3,6 

segundos e na 2° fase foi de 173,9 ± 7,8 segundos. O tratamento com o composto CTHP 

reduziu significativamente o tempo que os animais permaneceram lambendo as patas 

após a injeção de formalina. Na 1ª e 2ª fases, o efeito inibitório somente foi observado 

com as maiores doses (10 e 30 mg/kg). Na 1° fase do modelo os percentuais de inibição 

do tempo de lambedura foram de aproximadamente 49% para as doses de 10 (27 + 6,1 

segundos) e 30 mg/kg (27,3 + 8,2 segundos), já na 2° fase os percentuais foram de 

aproximadamente 40% para as doses de 10 (105,2 + 10,4 segundos) e 30 mg/kg (105,1 

+ 4,0 segundos) (Figura 12). 
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Figura 12 - Efeito antinociceptivo do composto (±)-4-cloro-6-(naftaleno-1-il)-tetrahidro-2h-pirano-

2-il-metanol (CTHP) (1, 5, 10 e 30 mg/kg), veículo (veículo e formalina) e morfina (5,01 mg/kg) no 

modelo de formalina. Os tratamentos foram realizados por via oral. Os resultados são expressos 

como média + E.P.M. (n = 7-10) do tempo de lambedura. A significância estatística (* p < 0,05, **p 

< 0,01 e ***p < 0,001) foi calculada entre o grupo veículo e os grupos tratados com morfina e doses 

crescentes do composto, por One-Way ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni.  

5.3 Modelo de retirada da cauda 

 Neste teste, os animais foram tratados com o composto CTHP (1, 5, 10 e 30 

mg/kg; v.o). A morfina (8,15 mg/kg) foi utilizada como controle positivo. A figura 13 

demonstra que as doses de 10 e 30 mg/kg do composto CTHP apresentaram diferença 



23 

 

significativa em relação ao grupo veículo, apresentando percentual de aumento da área 

sob a curva de 22% e 77%  nas respectivas doses de 10 e 30 mg/kg, confirmando assim 

o seu efeito antinociceptivo central. 
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Figura 13 - Efeito antinociceptivo do composto (±)-4-cloro-6-(naftaleno-1-il)-tetrahidro-2h-pirano-

2-il-metanol (CTHP) no modelo de retirada da cauda. Em A, os animais foram tratados por via oral 

com veículo, morfina (8,15 mg/kg) e doses crescentes do composto (1, 5, 10 e 30 mg/kg). Em B, o 

gráfico representa a área sob a curva calculada para cada curva tempo-efeito no teste de retirada 

da cauda. Os resultados são expressos como média + E.P.M. (n = 7-10) do tempo de reação em 

segundos.  A significância estatística (* p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001) foi calculada entre o 
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grupo veículo e os grupos tratados com morfina e doses crescentes do composto, por Two-Way 

ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni em A e por One-Way ANOVA seguida pelo teste de 

Bonferroni em B. 

5.3.1 Avaliação do sistema opioide sobre o efeito antinociceptivo do composto (±)-

4-cloro-6-(naftaleno-1-il)-tetrahidro-2h-pirano-2-il-metanol no modelo de retirada 

da cauda 

 A figura 14 mostra o efeito induzido pela administração isolada do composto 

(±)-4-cloro-6-(naftaleno-1-il)-tetrahidro-2h-pirano-2-il-metanol (CTHP) na dose de 30 

mg/kg e combinada com a prévia administração de doses crescentes de naloxona (0,01; 

0,1; 1 e 3 mg/kg, i.p.; antagonista não-seletivo de receptor opioide). Deste modo, 

podemos observar uma redução do efeito antinociceptivo produzido pelo composto (±)-

4-cloro-6-(naftaleno-1-il)-tetrahidro-2h-pirano-2-il-metanol (CTHP) com a prévia 

administração de naloxona de forma dependente da dose do antagonista, sendo 

observado uma redução completa com a dose de 3 mg/kg (não possuindo diferença 

significativa em relação ao grupo veículo), de modo a apresentar uma possível 

participação do sistema opioide na ação do composto.  
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Figura 14 - Influência da administração prévia de naloxona sobre o efeito antinociceptivo induzido 

pelo composto (±)-4-cloro-6-(naftaleno-1-il)-tetrahidro-2h-pirano-2-il-metanol (CTHP) no modelo 

de retirada da cauda. Em A, os animais foram pré-tratados intraperitonealmente com naloxona (N 

– 0,001; 0,1; 1 e 3 mg/kg) 15 minutos antes da administração do composto. Em B, o gráfico 

representa a área sob a curva calculada para cada curva tempo-efeito no teste de retirada da 

cauda. Os resultados são expressos como média + E.P.M. (n = 7-10) do tempo de reação em 

segundos.  A significância estatística (* p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001) foi calculada entre o 
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grupo veículo e os grupos tratados com o composto isoladamente e combinado a doses crescentes de 

naloxona, por Two-Way ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni em A e por One-Way ANOVA 

seguida pelo teste de Bonferroni em B. 

Considerando a possível participação do sistema opioide no mecanismo de ação 

do composto, foi então avaliada a participação seletiva de receptores opioides (μ, δ e κ). 

Na figura 15 foi avaliada a interferência da administração prévia de naltrindol 

(antagonista seletivo do receptor δ opioide) sobre o efeito antinociceptivo do composto 

CTHP, sendo observado que nenhuma das doses utilizadas do antagonista foi capaz de 

reduzir o efeito do composto. 
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Figura 15 - Influência da administração prévia de naltrindol sobre o efeito antinociceptivo induzido 

pelo composto (±)-4-cloro-6-(naftaleno-1-il)-tetrahidro-2h-pirano-2-il-metanol (CTHP) no modelo 

de retirada da cauda. Em A, os animais foram pré-tratados intraperitonealmente com naltrindol 

(Nal –0,1; 1 e 3 mg/kg) 15 minutos antes da administração do composto. Em B, o gráfico representa 
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a área sob a curva calculada para cada curva tempo-efeito no teste de retirada da cauda. Os 

resultados são expressos como média + E.P.M. (n = 7-10) do tempo de reação em segundos.  A 

significância estatística (* p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001) foi calculada entre o grupo veículo e 

os grupos tratados com o composto isoladamente e combinado a doses crescentes de naltrindol, por 

Two-Way ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni em A e por One-Way ANOVA seguida pelo 

teste de Bonferroni em B. 

 No entanto, a administração prévia de nor-binaltorfimina (antagonista seletivo 

do receptor κ opioide) reduziu o efeito antinociceptivo do composto em todas as doses 

utilizadas, demonstrando o envolvimento deste receptor no mecanismo de ação do 

composto (Figura 16). 
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Figura 16 - Influência da administração prévia de nor-binaltorfimina sobre o efeito antinociceptivo 

induzido pelo composto (±)-4-cloro-6-(naftaleno-1-il)-tetrahidro-2h-pirano-2-il-metanol (CTHP) no 

modelo de retirada da cauda. Em A, os animais foram pré-tratados intraperitonealmente com Nor-

Binaltorfimina (Nor –0,1; 1 e 3 mg/kg) 15 minutos antes da administração do composto. Em B, o 

gráfico representa a área sob a curva calculada para cada curva tempo-efeito no teste de retirada 

da cauda. Os resultados são expressos como média + E.P.M. (n = 7-10) do tempo de reação em 
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segundos.  A significância estatística (* p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001) foi calculada entre o 

grupo veículo e os grupos tratados com  o composto isoladamente e combinado a doses crescentes 

de Nor-Binaltorfimina, por Two-Way ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni em A e por One-

Way ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni em B. 

A administração prévia de metilnaltrexona (antagonista seletivo periférico do 

receptor μ opioide) não interferiu no efeito antinociceptivo do composto CTHP em 

todas as doses utilizadas (Figura 17). 
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Figura 17 - Influência da administração prévia de metilnaltrexona sobre o efeito antinociceptivo 

induzido pelo composto (±)-4-cloro-6-(naftaleno-1-il)-tetrahidro-2h-pirano-2-il-metanol (CTHP) no 

modelo de retirada da cauda. Em A, os animais foram pré-tratados intraperitonealmente com 

Metilnaltrexona (MN –0,1; 1 e 3 mg/kg) 15 minutos antes da administração do composto. Em B, o 

gráfico representa a área sob a curva calculada para cada curva tempo-efeito no teste de retirada 

da cauda. Os resultados são expressos como média + E.P.M. (n = 7-10) do tempo de reação em 
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segundos.  A significância estatística (* p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001) foi calculada entre o 

grupo veículo e os grupos tratados com  o composto isoladamente e combinado a doses crescentes 

de metilnaltrexona, por Two-Way ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni em A e por One-Way 

ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni em B. 

5.4 Indução de tolerância 

Neste teste, os animais foram tratados com o composto (±)-4-cloro-6-(naftaleno-

1-il)-tetrahidro-2h-pirano-2-il-metanol (CTHP) na dose de 30 mg/kg ou morfina (8,15 

mg/kg). Os resultados mostram que, com a progressão do tratamento, tanto a morfina 

quanto o composto CTHP desenvolveram tolerância. E o pré-tratamento com veículo 

não induziu qualquer alteração na linha de base, isso indica que os animais não se 

tornaram adaptados ao equipamento (Figura 18). Com a administração da morfina, 

podemos notar que houve uma redução drástica da atividade antinociceptiva já no 2° dia 

de tratamento, e no 6º dia, atingindo efeito similar ao apresentado pelo grupo veículo. Já 

com a administração crônica do composto, a tolerância se manifestou somente no 4° dia 

de tratamento.  

Pode-se observar ainda que houve o desenvolvimento de tolerância cruzada, pois 

após serem realizados seis dias consecutivos de administração do fármaco opioide 

(morfina) e este desenvolveu tolerância, administramos o composto CTHP no 7º dia e 

este manteve o baixo nível de efeito, demonstrando tolerância a um fármaco que até 

então estes animais não haviam recebido (tolerância cruzada), sendo esta mais uma 

evidência da ação do composto CTHP sobre os receptores opioides.   

1 2 3 4 5 6 7

2

3

4

5

6

M o rfin a

3 0  m g /k g

V e íc u lo
**

**
**

** **

# #

D ia s

T
e

m
p

o
 d

e
 r

e
a

ç
ã

o
 (

s
)

# ## #

#

 

Figura 18 - Desenvolvimento de tolerância e tolerância cruzada induzida pelo composto (±)-4-cloro-

6-(naftaleno-1-il)-tetrahidro-2h-pirano-2-il-metanol (CTHP) no modelo de retirada da cauda. A 

resposta de retirada de cauda foi registrada 60 minutos após cada administração do composto, 

diariamente. Tolerância cruzada: efeito antinociceptivo após a administração do composto (30 

mg/kg) no 7º dia, após 6 dias de tratamento com morfina (8,15 mg/kg). Os resultados são expressos 

como média + E.P.M. (n = 7-10) do tempo de reação em segundos.  A significância estatística (* p < 

0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001) foi calculada entre o 1º dia de tramento da morfina com os dias 
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subsequentes de tratamento com a morfina e a significância estatística (# p < 0,05, ##p < 0,01 e ###p 

< 0,001) foi calculada entre o 1º dia de tramento do composto com os dias subsequentes de 

tratamento com o composto, por Two-Way ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni. 

5.5 Avaliação da via NO/GMPc/KATP sobre o efeito antinociceptivo do composto 

(±)-4-cloro-6-(naftaleno-1-il)-tetrahidro-2h-pirano-2-il-metanol no modelo de 

retirada da cauda. 

Para avaliar a possível participação da via NO/GMPc/KATP no mecanismo de 

antinocicepção do composto (±)-4-cloro-6-(naftaleno-1-il)-tetrahidro-2h-pirano-2-il-

metanol (CTHP), os animais foram pré-tratados com N-nitro-arginina-L-metil éster - L-

NAME (0,1; 0,5 e 1 mg/kg, i.p.; inibidor da óxido nítrico sintase), como demonstrado 

na figura 19. Os resultados demonstram que a via L-arginina-NO tem uma possível 

participação no mecanismo do composto, já que a maior dose de L-NAME utilizada (1 

mg/kg) foi capaz de inibir completamente a antinocicepção causada pelo composto 

CTHP. 
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Figura 19 - Influência da administração prévia de N-nitro-arginina-L-metil éster - L-NAME sobre 

o efeito antinociceptivo induzido pelo composto (±)-4-cloro-6-(naftaleno-1-il)-tetrahidro-2h-pirano-

2-il-metanol (CTHP) no modelo de retirada da cauda. Em A, os animais foram pré-tratados 

intraperitonealmente com N-nitro-arginina-L-metil éster (L-NAME 0,1; 0,5 e 1 mg/kg) 15 minutos 

antes da administração do composto. Em B, o gráfico representa a área sob a curva calculada para 
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cada curva tempo-efeito no teste de retirada da cauda. Os resultados são expressos como média + 

E.P.M. (n = 7-10) do tempo de reação em segundos.  A significância estatística (* p < 0,05, **p < 

0,01 e ***p < 0,001) foi calculada entre o grupo veículo e os grupos tratados com  o composto 

isoladamente e combinado a doses crescentes de L-NAME, por Two-Way ANOVA seguida pelo 

teste de Bonferroni em A e por One-Way ANOVA  via seguida pelo teste de Bonferroni em B. 

Posteriormente, foi avaliado a influência da pré-tratamento dos animais com 1H-

[1,2,4]Oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-one (ODQ) (inibidor da guanilato ciclase sensível 

ao óxido nítrico). O tratamento prévio dos animais com ODQ foi capaz de reduzir o 

efeito antinociceptivo induzido pelo composto, não havendo diferença significativa 

entre o veículo e o grupo pré-tratado com a dose de 2 mg/kg de ODQ (Figura 20). 
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Figura 20 - Influência da administração prévia de 1H-[1,2,4]Oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-one 

(ODQ) sobre o efeito antinociceptivo induzido pelo composto (±)-4-cloro-6-(naftaleno-1-il)-

tetrahidro-2h-pirano-2-il-metanol (CTHP) no modelo de retirada da cauda. Em A, os animais 

foram pré-tratados intraperitonealmente com 1H-[1,2,4]Oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-one  (ODQ 

0,5; 1 e 2 mg/kg) 15 minutos antes da administração do composto. Em B, o gráfico representa a 

área sob a curva calculada para cada curva tempo-efeito no teste de retirada da cauda. Os 
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resultados são expressos como média + E.P.M. (n = 7-10) do tempo de reação em segundos.  A 

significância estatística (* p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001) foi calculada entre o grupo veículo e 

os grupos tratados com  o composto isoladamente e combinado a doses crescentes de ODQ, por 

Two-Way ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni em A e por One-Way ANOVA seguida pelo 

teste de Bonferroni em B. 

Avaliou-se também o envolvimento de canais de potássio regulados por ATP no 

mecanismo de ação do composto CTHP administrando-se glibenclamida previamente à 

administração do composto. A glibenclamida reduziu completamente o efeito 

antinociceptivo com a maior dose utilizada (1 mg/kg) (Figura 21). 
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Figura 21 - Influência da administração prévia de glibenclamida sobre o efeito antinociceptivo 

induzido pelo composto (±)-4-cloro-6-(naftaleno-1-il)-tetrahidro-2h-pirano-2-il-metanol (CTHP) no 

modelo de retirada da cauda. Em A, os animais foram pré-tratados intraperitonealmente com 

glibenclamida (G 0,1; 0,5 e 1 mg/kg) 15 minutos antes da administração do composto. Em B, o 

gráfico representa a área sob a curva calculada para cada curva tempo-efeito no teste de retirada 
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da cauda. Os resultados são expressos como média + E.P.M. (n = 7-10) do tempo de reação em 

segundos.  A significância estatística (* p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001) foi calculada entre o 

grupo veículo e os grupos tratados com  o composto isoladamente e combinado a doses crescentes 

de Glibenclamida, por Two-Way ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni em A e por One-Way 

ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni em B. 

5.6 Avaliação da via serotoninérgica sobre o efeito antinociceptivo do composto 

(±)-4-cloro-6-(naftaleno-1-il)-tetrahidro-2h-pirano-2-il-metanol no modelo de 

retirada da cauda. 

Para avaliar o envolvimento da via serotoninérgica no que diz respeito à produção e 

liberação de serotonina endógena na atividade do (±)-4-cloro-6-(naftaleno-1-il)-

tetrahidro-2h-pirano-2-il-metanol (CTHP), foi realizada a administração diária por 3 

dias de 4-cloro-DL-fenilalanina (inibidor da enzima triptofano hidroxilase). Nenhuma 

alteração no efeito antinociceptivo do composto CTHP foi observado (Figura 22). 
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Figura 22 - Envolvimento do sistema serotoninérgico no efeito do composto (±)-4-cloro-6-

(naftaleno-1-il)-tetrahidro-2h-pirano-2-il-metanol (CTHP). Os animais foram pré-tratados com 4-

cloro-DL-fenilalanina (PCPA) intraperitonealmente na dose de 100 mg/kg por 3 dias consecutivos e 

posteriormente receberam o composto ou  foram administrados somente com o composto (30 

mg/kg). Os resultados são expressos como média + E.P.M. (n = 7-10) do tempo de reação em 

segundos.  A significância estatística (* p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001) foi calculada entre o 

grupo veículo e os grupos tratados com o composto isoladamente e combinado ao tratamento prévio 

com PCPA, por Two-Way ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni. 

5.7 Modelo de campo aberto 

Neste modelo, os animais foram tratados por via oral com o composto (±)-4-

cloro-6-(naftaleno-1-il)-tetrahidro-2h-pirano-2-il-metanol (CTHP) (30 mg/kg; v.o), 

veículo e morfina (8,15 mg/kg). A figura 23 demonstra que esta dose de 30 mg/kg não 

apresentou diferença significativa em relação ao grupo controle, mostrando que a 

atividade observada nos modelos nociceptivos não está relacionada ao desenvolvimento 

de déficit motor. O grupo da morfina apresentou diferença significativa em relação ao 

grupo controle (tratado somente com veículo), pois apresenta atividade hipnótica, 

possivelmente responsável pelo efeito observado. 
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Figura 23 - Avaliação do composto (±)-4-cloro-6-(naftaleno-1-il)-tetrahidro-2h-pirano-2-il-metanol 

(CTHP) no modelo de campo aberto. Os tratamentos com o veículo, composto (30 mg/kg) e morfina 

(8,15 mg/kg) foram realizados por via oral. A significância estatística (* p < 0,05, **p < 0,01 e ***p 

< 0,001) foi calculada entre o grupo veículo e os grupos tratados com morfina e composto, por One-

Way ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni. 

5.8 Modelo de edema de pata 

 Neste teste, os animais foram tratados com o composto (±)-4-cloro-6-(naftaleno-

1-il)-tetrahidro-2h-pirano-2-il-metanol (CTHP) (5, 10 e 30 mg/kg; v.o). O fármaco 

padrão dexametasona (2,5 mg/kg; s.c) foi utilizado como controle positivo. Os animais 

receberam carragenina 1% (0,02 mL; intraplantar). A figura 24 demonstra que todas as 

doses do composto CTHP apresentaram diferença significativa em relação ao grupo 

veículo, indicando o efeito antiedematogênico do composto. 
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Figura 24 - Efeito do composto (±)-4-cloro-6-(naftaleno-1-il)-tetrahidro-2h-pirano-2-il-metanol 

(CTHP) no teste de edema de pata. Em A, os animais foram pré-tratados com veículo, 

dexametasona (2,5 mg/kg; s.c.) e o composto (5, 10 e 30 mg/kg). Em B, o gráfico representa a área 

sob a curva calculada para cada curva tempo-efeito no teste de edema de pata. A carragenina foi 

aplicada nas patas dos animais em todos os grupos. Os resultados são expressos como média + 

E.P.M. (n = 6) do volume de edema da pata. A significância estatística (* p < 0,05, **p < 0,01 e ***p 

< 0,001) foi calculada entre o grupo veículo e os grupos tratados com  a dexametasona  e doses 
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crescentes do composto, por Two-Way ANOVA  seguida pelo teste de Bonferroni em A e por One-

Way ANOVA  seguida pelo teste de Bonferroni em B. 

5.9 Modelo da bolsa de ar subcutâneo (air pouch) 

 O tratamento foi realizado com o composto (±)-4-cloro-6-(naftaleno-1-il)-

tetrahidro-2h-pirano-2-il-metanol (CTHP) (5, 10 e 30 mg/kg; v.o). A dexametasona (2,5 

mg/kg) administrada por via subcutânea foi usada como controle positivo. E o grupo 

veículo foi tratado com solução salina ou com carragenina 1% (0,1 mL; s.c). Os grupos 

tratados com as doses de 5, 10 e 30 mg/kg do composto e  2,5 mg/kg da dexametasona 

foram comparados com o grupo veículo. Observamos que houve uma diminuição na 

quantidade de leucócitos totais nos grupos tratados com as doses de 10 e 30 mg/kg, 

indicando que o composto CTHP foi capaz de reduzir a migração leucocitária na 

inflamação existente na bolsa de ar subcutâneo (Figura 25). 
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Figura 25 - Efeito do composto (±)-4-cloro-6-(naftaleno-1-il)-tetrahidro-2h-pirano-2-il-metanol 

(CTHP) na quantificação de leucócitos totais a partir do teste bolsa de ar subcutâneo. Os animais 

foram pré-tratados com veículo, dexametasona (2,5 mg/kg; s.c.) e o composto (5, 10 e 30 mg/kg). Na 

bolsa de ar subcutâneo foram aplicadas solução salina e carragenina. Os resultados são expressos 

como média + E.P.M. (n = 7-10) do número de leucócitos totais. A significância estatística (* p < 

0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001) foi calculada entre o grupo veículo e os grupos tratados com  a 

dexametasona  e doses crescentes do composto e a significância estatística (# p < 0,05, ##p < 0,01 e 

###p < 0,001) foi calculada entre o grupo que recebeu solução salina e o que recebeu carragenina, 

por One-Way ANOVA   seguida pelo teste de Bonferroni.  

5.10 Quantificação de citocinas 

Na determinação da produção de TNF-α, observamos que a administração do 

composto CTHP foi capaz de inibir a produção desta citocina somente com a dose de 30 

mg/kg; por outro lado não alterou a concentração de IL-1β no exsudato inflamatório 

(Figura 26). A administração subcutânea de dexametasona reduziu a concentração de 

ambas as citocinas. 
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Figura 26 - Efeito do composto (±)-4-cloro-6-(naftaleno-1-il)-tetrahidro-2h-pirano-2-il-metanol 

(CTHP) na quantificação de citocinas a partir do teste bolsa de ar subcutâneo. Os animais foram 

pré-tratados com veículo, dexametasona (2,5 mg/kg; s.c) e o composto (5, 10 e 30 mg/kg; v.o). Na 

bolsa de ar subcutâneo foram aplicadas solução salina e carragenina. Os resultados são expressos 

como média + E.P.M. (n = 7-10) da concentração de TNF-α (A) e IL-1β (B). A significância 

estatística (* p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001) foi calculada entre o grupo veículo e os grupos 

tratados com  a dexametasona  e doses crescentes do composto e a significância estatística (# p < 

0,05, ##p < 0,01 e ###p < 0,001) foi calculada entre o grupo que recebeu solução salina e o que 

recebeu carragenina, por One-Way ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni.  
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5.11 Avaliação da atividade enzimática de COX-1 e COX-2  

A tabela 3 foi construída com o auxílio da curva padrão de prostaglandina 

(Figura 10). Observamos a capacidade do composto em diretamente inibir a enzima 

cicloxigenase (COX), tendo como consequência uma redução na síntese de 

prostaglandina. A partir do cálculo dos percentuais de inibição enzimática, obtidos a 

partir da concentração de prostaglandina sintetizada, construiu-se os gráficos para 

determinação do CI50 (concentração inibitória de 50%). A CI50 do composto CTHP 

frente à COX-1 foi de 840,4 μg/mL, já a CI50 do composto frente à COX-2 foi de 73,16 

μg/mL. Esta inibição enzimática promovida pelo composto se dá de forma seletiva para 

a isoforma COX-2, pois apresenta um CI50 inferior para a COX-2, ou seja, o composto 

consegue inibir 50% da atividade enzimática de COX-2 com a utilização de uma 

concentração mais baixa do composto (Figura 27). O índice de seletividade (IS) obtido 

para o composto foi de 11,49; sendo que IS = CI50COX-1/CI50COX-2;  IS>1 – 

seletividade para COX-2, IS<1 – seletividade para COX-1.  

 
Tabela 3 - Influência de concentrações crescentes do composto sobre a atividade das enzimas COX-

1 e COX-2, através do método de imunoensaio enzimático. 

Concentração 

do composto 

(µg/mL) 

Concentração 

de 

prostaglandina 

(pg/mL) obtida 

pela COX-1 

Concentração 

de 

prostaglandina 

(pg/mL) obtida 

pela COX-2 

Inibição 

enzimática da 

COX-1(%) 

Inibição 

enzimática da 

COX-2(%) 

0 225,45 201,53 0 0 

12,5 218,44 175,05 3,11 13,14 

25 206,85 160,94 8,25 20,14 

50 202,43 127,41 10,21 36,78 

100 183,65 89,40 18,54 55,64 

200 168,37 31,62 25,32 84,31 
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Figura 27 - Efeito de concentrações crescentes do composto (±)-4-cloro-6-(naftaleno-1-il)-

tetrahidro-2h-pirano-2-il-metanol (CTHP) sobre a atividade enzimática de COX-1 e COX-2. Os 

resultados são expressos como percentuais de inibição enzimática. Foi utilizado o método de 

regressão não-linear para o cálculo de CI50. O índice de seletividade (IS) obtido para o composto foi 

de 11,49; sendo que IS>1 – seletividade para COX-2, IS<1 – seletividade para COX-1. 
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5.12 Avaliação toxicológica aguda in vivo.  

         O composto CTHP foi avaliado para a toxicidade aguda em camundongos. 

Nenhum sintoma de intoxicação (convulsão, hiperatividade, perda de reflexo, alteração 

da frequência respiratória e sedação) foi observado nos animais. O composto CTHP não 

produziu toxicidade após administração oral (DL50 > 500 mg/kg). 
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6 DISCUSSÃO 

Neste trabalho, as atividades antinociceptiva e anti-inflamatória do composto 

(±)-4-cloro-6-(naftaleno-1-il)-tetrahidro-2h-pirano-2-il-metanol (CTHP) foram testadas 

em modelos de nocicepção e de inflamação em camundongos. 

Para iniciar o estudo da atividade antinociceptiva, o modelo de contorções 

abdominais induzidas por ácido acético foi o primeiro a ser realizado. Este modelo tem 

sido utilizado como um modelo clássico para avaliar o potencial antinociceptivo de 

novos agentes analgésicos (MOHAMAD e cols., 2010).  

Quando o ácido acético é administrado por via intraperitoneal, ocorre uma 

reação dolorosa e uma inflamação aguda na área peritoneal. A estimulação de 

nociceptores é indireta e ocorre com a liberação de substâncias endógenas, que por sua 

vez, estimulam terminações nervosas (ALVARENGA e cols., 2013). A nocicepção 

observada neste modelo tem sido relacionada a mediadores como PGE2, PGF2α e PGI2, 

bem como produtos da lipoxigenase (PARVEEN e cols., 2007). Este modelo também 

induz a liberação de TNF-α e IL-1β, mediadores diretamente ligados aos processos 

inflamatório e nociceptivo, tendo sido caracterizado que anticorpos anti-TNF-α e anti-

IL-1β inibem as contorções abdominais (VERRI e cols., 2006), comprovando a relação 

do modelo com estes processos. 

O composto CTHP foi capaz de inibir o número de contorções abdominais em 

relação ao grupo controle nas doses de 5, 10 e 30 mg/kg, demonstrando atividade 

antinociceptiva. O resultado apresentado neste modelo mostra uma atividade 

antinociceptiva inespecífica, incapaz de esclarecer sobre a ação central ou periférica do 

composto (NESS e GEBHART, 1990).  

Para melhor caracterizar a atividade antinociceptiva do composto foi utilizado o 

teste da formalina, que se trata de um modelo mais específico, que permite discriminar a 

ação antinociceptiva sobre a dor inflamatória e não inflamatória. O mecanismo 

responsável pela ação nociceptiva da 1ª fase do teste, que se inicia imediatamente após a 

administração da formalina, é caracterizado pela direta ativação de fibras C sensoriais 

através de receptores TRPA1 (MCNAMARA e cols., 2007). Tem sido também relatado 

que mediadores como substância P e bradicinina participam deste mecanismo 

neurogênico (PARADA e cols., 2001). Fármacos que atuam a nível central (opioides) 

constituem os principais agentes atuantes nesta fase neurogênica de nocicepção 

(FERREIRA e cols., 2006).  Na 2ª fase do teste, que ocorre após 15-30 min, mediadores 

inflamatórios resultantes da administração de formalina são liberados, incluindo 

prostaglandinas, serotonina, bradicinina, histamina, aminas simpatomiméticas, fator de 

necrose tumoral alfa (TNF-α) e interleucinas (HUNSKAAR e HOLE, 1987; TORNOS e 

cols., 1999; MILANO e cols., 2008). Fármacos que atuam principalmente no sistema 

nervoso central inibem igualmente ambas as fases, enquanto os fármacos de ação 

periférica inibem somente a fase II (FISCHER e cols., 2008). 

Os resultados apresentados sugerem que as maiores doses do composto CTHP 

(10 e 30 mg/kg), assim como a morfina (um fármaco de ação central),  demonstraram 

atividade sobre as duas fases do modelo, sugerindo atividade antinociceptiva central, 

enquanto o ácido acetilsalicílico demonstrou atividade somente na 2° fase, sugerindo 

atividade antinociceptiva periférica-inflamatória.  

Na tentativa de comprovar a atividade antinociceptiva central do composto 

CTHP, realizamos o teste de retirada de cauda com o uso de doses crescentes do 

composto, pois este método avalia os mecanismos espinhais envolvidos na 

antinocicepção, através de um estímulo térmico que provoca uma reação de retirada da 
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cauda dos animais por meio de um movimento reflexo de origem espinhal rápido e 

vigoroso (CAMARATA e YAKSH, 1985). Esse teste é considerado um reflexo 

espinhal, mas também pode envolver estruturas neurais superiores e, portanto, identifica 

principalmente analgésicos de ação central (LE BARS e cols., 2001). Além disso, é 

sensível para identificar a atividade de compostos presentes em extratos vegetais ou 

isolados a partir desses, além de sintéticos, cujos mecanismos sejam semelhantes aos 

promovidos pelos analgésicos opioides (OLIVEIRA e cols., 2008). 

O composto CTHP produziu atividade antinociceptiva no teste de retirada da 

cauda com as maiores doses administradas (10 e 30 mg/kg), assim como a morfina. O 

composto CTHP apresentou um efeito mais precoce quando comparado à morfina, visto 

que por via oral a morfina apresenta biodisponibilidade reduzida devido à absorção 

intestinal irregular e efeito de primeira passagem hepático (BALTIERI e cols., 2004). 

Posteriormente, ainda com o modelo de retirada de cauda, os resultados demonstram 

que a naloxona (antagonista não-seletivo opioide) foi capaz de reduzir o efeito 

antinociceptivo do composto CTHP, evidenciando a participação da via opioide no seu 

mecanismo de ação. 

O desenvolvimento de tolerância devido ao uso prolongado são características 

presentes em todos os fármacos opioides conhecidas, e essas são as principais 

limitações clínicas aos seus usos (OSSIPOV e cols., 2003; MERRER e cols., 2009). 

Exposições prolongadas e repetidas aos agonistas opioides reduzem a responsividade da 

proteína G acoplada a receptores opioides. Essa redução na função do receptor é 

responsabilizada por contribuir para a tolerância a opioides (VARGA e cols., 2003). 

Desse modo, foi avaliada a indução de tolerância através do teste de retirada da cauda 

para avaliar se com a administração crônica do composto CTHP, o mesmo 

desenvolveria tolerância. Conforme observado nos resultados, a morfina apresentou 

tolerância no 2º dia de tratamento, enquanto a administração diária do composto CTHP 

induziu tolerância mais tardia (somente no 4° dia).  

A morfina é um poderoso analgésico, mas também um potente indutor de 

tolerância e dependência. A tolerância induzida por morfina requer um ajuste na dose 

(aumento) para que os níveis de analgesia sejam mantidos (BOHN e cols., 2000). A 

tolerância aos efeitos analgésicos da morfina resulta de complexas mudanças em várias 

vias bioquímicas e moleculares (STAROWICZ e cols., 2005). 

O composto CTHP também demonstrou induzir tolerância cruzada, uma vez que 

após a administração diária de morfina por 6 dias consecutivos, a administração do 

composto no 7° dia não foi capaz de produzir efeito antinociceptivo.  

No aprofundamento da investigação da participação seletiva de receptores 

opioides (μ, δ e κ), nossos resultados demonstram que a nor-binaltorfimina (antagonista 

seletivo do receptor κ opioide) reduziu o efeito antinociceptivo do composto CTHP em 

todas as doses utilizadas, demonstrando o envolvimento deste receptor no mecanismo 

de ação do composto. Por sua vez, o bloqueio dos receptores μ e δ (pelos antagonistas 

metilnaltrexona e naltrindol, respectivamente) se mostraram ineficazes em reduzir o 

efeito do composto, determinando assim a ausência do envolvimento destes receptores 

na ação do composto. 

O receptor opioide κ está presente no terminal pré-sináptico de neurônios e sua 

ativação causa hiperpolarização que previne a liberação do neurotransmissor excitatório 

na fenda sináptica, inibindo a geração de impulsos nos neurônios pós-sinápticos 

(MILLER, 1998). A literatura tem relatado que a ativação do receptor opioide κ é 

diretamente responsável pelo fechamento de canais de sódio (SU e cols., 2002; SU e 

cols., 2009) e pela abertura de canais de potássio sensíveis ao ATP, que é responsável 
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pela analgesia induzida pelo receptor opioide μ (OCANA e cols., 2004). Os receptores 

opioides κ são encontrados na periferia, no gânglio da raiz dorsal, medula espinhal e 

regiões supra-espinhais associadas com a modulação da dor (VANDERAH, 2010). 

Além disso, os receptores opioides κ têm demonstrado ativar vias inibitórias de 

condução da dor no sistema nervoso central (PAN e cols., 1997).  

Diversos mecanismos moleculares estão envolvidos na ação analgésica dos 

opioides. Estes mecanismos incluem a abertura de canais de potássio, com consequente 

hiperpolarização da membrana celular e/ou a inibição do sistema adenil ciclase, 

diminuindo a produção de AMPc (SCHULTZ E GROSS, 2001) e inibindo canais de 

cálcio voltagem dependentes. A redução do influxo de cálcio nas fibras nervosas 

acarreta em inibição da liberação de neurotransmissores, contribuindo para a diminuição 

da transmissão sináptica do impulso nervoso (DICKENSON E SULLIVAN, 1987; 

LAW e cols., 2000). 

A participação do óxido nítrico (NO) e do GMPc no efeito analgésico periférico 

de opioides foi evidenciada pela observação de que inibidores da enzima responsável 

pela síntese de NO, ou da guanilil ciclase, revertem o efeito destes fármacos, quando 

avaliados em modelos de hipernocicepção inflamatória aguda (FERREIRA, 1990; 

AMARANTE E DUARTE, 2002).  

Um estudo demonstrou, por meio de ensaios in vivo e in vitro, que a ativação da 

via do NO, pela morfina e de agonista de receptores opioides do tipo κ, é dependente da 

estimulação de PI3Kγ/AKT. Uma vez sintetizado, o NO é capaz de estimular a enzima 

guanilato ciclase a catalisar a conversão do trifosfato de guanosina (GTP) em GMPc 

(CUNHA e cols., 2010) 

Vários estudos experimentais demonstram que a síntese de GMPc pelo NO, 

promove a abertura de canais para potássio sensíveis à ATP (KATP) (SOARES E 

DUARTE, 2001). O GMPc é capaz de modular, direta ou indiretamente (via ativação da 

proteína quinase G, PKG), a atividade destes canais, favorecendo o efluxo de íons 

potássio e a hiperpolarização da célula neuronal, resultando em antinocicepção (HAN e 

cols., 2001). A PKG é uma proteína quinase que é estimulada seletivamente, mas não 

exclusivamente, pelo GMPc. Uma vez estimulada, a PKG induz a inibição da atividade 

da fosfolipase C, do 1, 4, 5-inositol trifosfato e de canais de Ca2+, além de estimular a 

atividade da Ca2+ ATPase e de canais de K+
ATP (SACHS e cols., 2004). 

Baseado nisto, a prévia administração de doses crescentes de L-NAME (inibidor 

não-seletivo da óxido nítrico sintase), ODQ (inibidor seletivo da guanilil ciclase 

sensível ao óxido nítrico) e glibenclamida (bloqueador seletivo de canal de K+ sensível 

ao ATP) foram capazes de reduzir o efeito antinociceptivo do composto CTHP, 

mostrando que existe o envolvimento de uma via em seu mecanismo de ação (via 

NO/GMPc/KATP), através de sua ativação sequencial (Figura 28). Este efeito é 

consequência da ativação da guanilato ciclase, com subsequente elevação dos níveis 

intracelulares de GMPc , ativação de proteína quinase G (PKG) e abertura de canais de 

potássio (ALVES e DUARTE, 2002). 
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Figura 28 - Proposta do mecanismo de ação do composto CTHP (Adaptada de Cury e cols., 2011) 

O sistema serotoninérgico é uma das vias que tem um papel relevante na 

modulação da nocicepção, por isso também foi avaliada sua participação na atividade 

antinociceptiva do composto. A serotonina tem sido associada com o processamento e 

modulação da dor tanto no Sistema Nervoso Central quanto no Periférico. É liberada 

das plaquetas e mastócitos após lesão, sendo o efeito algésico ou analgésico dependente 

do sítio de ação e do subtipo de receptor ativado. Existem vários receptores para 

serotonina e estudos mostram que os receptores 5HT1A, 5HT2 e 5HT3 estão presentes 

nas fibras aferentes do tipo C. A serotonina atua em combinação com outros mediadores 

inflamatórios e pode estimular e sensibilizar as fibras aferentes, contribuindo para uma 

sensibilização periférica e hiperalgesia inflamatória (SOMMER, 2004). O PCPA é um 

inibidor reversível da enzima triptofano hidroxilase e incorpora-se à enzima para 

produzir uma proteína inativa. Esta inativação provoca depleção de estoques de 5-HT 

no encéfalo, tecidos periféricos e sangue. Porém, esta depleção serotoninérgica não 

interfere com os efeitos demonstrados pelo composto CTHP, indicando que não há 

envolvimento da via serotoninérgica sobre o efeito do composto.  

O modelo do campo aberto foi realizado para excluir a possibilidade da ação 

antinociceptiva do composto CTHP estar relacionada a um comprometimento na 

atividade locomotora dos animais. Os resultados mostraram que as doses do composto 

que tiveram ação antinociceptiva não alteraram o desempenho motor dos camundongos. 

Nesse contexto, foi relatado que vários fármacos analgésicos com ação depressora sobre 

o sistema nervoso central e muscular podem reduzir a coordenação motora em animais, 

bem como a expressão de comportamentos nociceptivos (SOJA e cols., 2002). 

No estudo da atividade anti-inflamatória, o composto CTHP foi avaliado no 

modelo do edema de pata induzido por carragenina, onde o mesmo foi capaz de reduzir 

significativamente o edema com todas as doses testadas (5, 10 e 30 mg/kg). Este é um 

modelo experimental amplamente utilizado para triagem de substâncias de caráter anti-

inflamatório e tem sido frequentemente utilizado para avaliar o efeito 

antiedematogênico, exibindo um elevado grau de reprodutibilidade (THOMAZZI e 

cols., 2010). 
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Este envolve a participação de uma ampla variedade de mediadores 

inflamatórios, como histamina e serotonina (primeira fase, que ocorre entre 1 e 2 horas), 

responsáveis pelo desenvolvimento de eventos vasculares, e em uma segunda fase (entre 

3 e 6 horas) ocorre a participação de citocinas (IL-1β e TNF-α), prostaglandinas e óxido 

nítrico (DI ROSA e cols., 1971; ZHU e cols., 2011). O edema também é caracterizado 

por um intenso infiltrado de células, onde a presença de neutrófilos se destaca 

(WINTER e cols., 1962; DAWSON e cols., 1991). 

Para melhor caracterizar o efeito anti-inflamatório do composto CTHP, foi 

executado o modelo da bolsa de ar subcutâneo. O tecido da bolsa é composto por 

linhagens de células que consistem inicialmente de macrófagos e fibroblastos, 

semelhantes à cavidade sinovial. Este modelo permite quantificar a resposta 

inflamatória a partir da avaliação do volume e composição do exsudato, pois pode ser 

injetada uma variedade de substâncias consideradas irritantes para produzir inflamação 

nesta área (DUARTE e cols., 2012). 

A injeção de carragenina na bolsa de ar produz uma reação inflamatória não 

imunológica, caracterizada pela produção acentuada de mediadores inflamatórios, 

incluindo prostaglandinas, leucotrienos e citocinas, bem como influxo significativo de 

leucócitos, principalmente neutrófilos. Estes parâmetros podem ser quantificados e 

utilizados para determinar o grau de inflamação, a resolução da inflamação ou a 

atividade anti-inflamatória de fármacos (DUARTE e cols., 2012; JAIN e cols., 2011). O 

influxo leucocitário a partir do sangue para o sítio da inflamação representa um passo 

crucial na resposta inflamatória. Reações inflamatórias iniciais são caracterizadas por 

um influxo de neutrófilos para o tecido inflamado, enquanto que mais tardiamente um 

intenso fluxo de eosinófilos e células mononucleares são observados. Nossos resultados 

mostram uma significativa migração leucocitária na bolsa de ar 4h após a aplicação de 

carragenina. Esta migração foi inibida pela administração do composto CTHP. 

O tratamento com o composto resultou em um pronunciado efeito contra a 

inflamação aguda induzida pela carragenina. Tem sido demonstrado que a resposta 

inflamatória aguda induzida por carragenina em camundongos induz liberação de 

mediadores, como histamina, bradicinina, substância P e prostaglandinas, acompanhada 

pela exsudação e infiltração leucocitária no sítio inflamatório. Esta resposta inflamatória 

aguda é inibida pelos anti-inflamatórios não-esteroidais (MENEGAZZI e cols., 2008). 

Nossos resultados revelam que o composto CTHP foi capaz de reduzir a 

concentração de TNF-α no exsudato inflamatório, mas não de IL-1β. TNF-α é uma 

citocina que desempenha um papel chave na resposta imune inata e está associada com 

migração celular e exsudação (VIGIL e cols., 2008). Já a IL-1β promove a expressão de 

moléculas de adesão, migração leucocitária e aumento da permeabilidade vascular, 

indicando que ela atua como importante mediador pró-inflamatório (HALLEGUA e 

WEISMAN, 2002). A inibição da migração leucocitária observada pode estar 

relacionada à redução dos níveis de TNF-α induzida pelo composto. 

Nossos resultados também mostram a atividade inibitória seletiva do composto 

CTHP sobre a enzima cicloxigenase-2 (COX-2). A enzima cicloxigenase, também 

chamada de prostaglandina H sintase, é uma enzima bifuncional exibindo atividades 

ciclooxigenase e peroxidase. O componente cicloxigenase converte ácido araquidônico 

em prostaglandina G2 (PGG2), e o componente peroxidase reduz o endoperóxido no 

álcool correspondente (Prostaglandina H2, PGH2), o precursor das prostaglandinas, 

tromboxanos e prostaciclinas (NUGTEREN e HAZELHOF, 1973). 

Existem 3 isoformas de COX, que utilizam os mesmos substratos, produzem os 

mesmos produtos e catalisam a mesma reação, usando mecanismos catalíticos idênticos, 
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mas diferem na seletividade do inibidor (BALAJI e cols., 2014). A isoforma COX-1 

apresenta um papel fundamental na manutenção da homeostase, principalmente em 

órgãos como os rins e estômago. Já a COX-2 é responsável por induzir condições 

inflamatórias e mediar a dor. A inibição da COX-1 é responsável pelos efeitos adversos 

gastrointestinais, enquanto a inibição da COX-2 seria responsável pelos efeitos 

terapêuticos dos anti-inflamatórios não-esteroidais (BANSAL e cols., 2014). Desta 

forma, podemos observar um menor potencial do composto CTHP em desenvolver 

efeitos adversos devido a sua seletividade pela isoforma COX-2. Esta ausência de 

efeitos adversos foi confirmada pela ausência destes após a administração oral aguda de 

500mg/kg do composto CTHP no ensaio de toxicidade aguda. 
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7 CONCLUSÕES 

Podemos pontuar as seguintes conclusões: 

 

 O composto (±)-4-cloro-6-(naftaleno-1-il)-tetrahidro-2h-pirano-2-il-metanol 

(CTHP) possui atividade contra a nocicepção aguda induzida quimicamente , 

conforme observado nos modelos de contorções abdominais induzidas por 

ácido acético 1,2% e da indução de dor pela injeção intraplantar de formalina 

2,5%. 

 O composto CTHP possui atividade antinociceptiva central, conforme 

observado pela ação nas 2 fases do modelo de formalina e no modelo de 

retirada de cauda. 

 O mecanismo de ação antinociceptivo do composto CTHP está envolvido 

com o sistema opioide, mais especificamente envolvendo os receptores 

opioides κ, pois houve uma redução do efeito produzido pelo composto 

CTHP com a prévia administração de naloxona (antagonista não seletivo 

opioide) e nor-binaltorfimina (antagonista seletivo do receptor κ opioide) de 

forma dependente da dose do antagonista, no modelo de retirada de cauda.  

 O composto CTHP, assim como a morfina, desenvolveu tolerância. Porém, a 

tolerância diante do composto se manifestou mais tardiamente, comparada à 

morfina. Houve desenvolvimento de tolerância cruzada, o que seria mais 

uma evidência da ação do composto CTHP sobre os receptores opioides.  

 A via NO/cGMP/KATP demonstra participação na atividade farmacológica do 

composto CTHP, comprovada devido à inibição completa da antinocicepção 

causada pelo composto com a administração prévia de L-NAME, 1H-[1,2,4] 

Oxadiazolo[4,3-a] quinoxalin-1-one (ODQ) e glibenclamida. 

 A atividade antinociceptiva observada pelo composto CTHP não parece 

envolver diretamente a via serotoninérgica, uma vez que não foi observada 

nenhuma alteração na atividade do composto diante do tratamento prévio 

diário por três dias de 4-cloro-DL-fenilalanina. 

 A atividade observada nos modelos nociceptivos não está relacionada ao 

desenvolvimento de déficit motor, conforme demonstrado pelo modelo de 

campo aberto. 

 O composto CTHP apresenta efeito antiedematogênico, conforme 

demonstrado pelo modelo de edema de pata induzido por carragenina 1%. 

 O composto CTHP possui atividade anti-inflamatória, conforme constatado 

pela sua capacidade em reduzir a migração leucocitária e a produção da 

citocina TNF-α na inflamação induzida pela carragenina no modelo de bolsa 

de ar subcutâneo.  

 O composto CTHP inibiu de forma seletiva a atividade da enzima COX-2, 

conforme avaliação in vitro da atividade enzimática de COX. 
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