
UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIÁS 

INSTITUTO DE CIÊNCIAS BIOLÓGICAS 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM CIÊNCIAS BIOLÓGICAS 

GOIÂNIA-GO 

2014 

 

 

 

 

 

 

 

 

ATIVIDADE ANALGÉSICA, ANTI-INFLAMATÓRIA E 

VASORELAXANTE DE DOIS DERIVADOS PIRAZÓLICOS: 5-[1-(4-

FLUORFENIL)-1H-PIRAZOL-4-IL]-2H-TETRAZOLA (LQFM 020) E 5-

[1-(2-FLUOROFENIL)-1H-PIRAZOL-4-IL]-2H-TETRAZOLA (LQFM 

039). 

 

 

 

 

LANUSSY PORFIRO DE OLIVEIRA 

 

 

 

 

  



 

GOIÂNIA-GO 

2014 

 

LANUSSY PORFIRO DE OLIVEIRA 

 

 

 

 

 

 

 

ATIVIDADE ANALGÉSICA, ANTI-INFLAMATÓRIA E 

VASORELAXANTE DE DOIS DERIVADOS PIRAZÓLICOS: 5-[1-(4-

FLUORFENIL)-1H-PIRAZOL-4-IL]-2H-TETRAZOLA (LQFM 020) E 5-

[1-(2-FLUOROFENIL)-1H-PIRAZOL-4-IL]-2H-TETRAZOLA (LQFM 

039). 

 

 

 

 

 

Dissertação apresentada ao Programa de 

Pós-Graduação em Ciências Biológicas 

do Instituto de Ciências Biológicas da 

Universidade Federal de Goiás, como 

requisito parcial para obtenção do título 

de Mestre em Ciências Biológicas. 

 

Orientador: Prof. Dr. Elson Alves Costa 

 

 



 

GOIÂNIA-GO 

2014 

 



 
 

GOIÂNIA-GO 

2014 

LANUSSY PORFIRO DE OLIVEIRA 

 

 

 

 

ATIVIDADE ANALGÉSICA, ANTI-INFLAMATÓRIA E 

VASORELAXANTE DE DOIS DERIVADOS PIRAZÓLICOS: 5-[1-

(4-FLUORFENIL)-1H-PIRAZOL-4-IL]-2H-TETRAZOLA (LQFM 

020) E 5-[1-(2-FLUOROFENIL)-1H-PIRAZOL-4-IL]-2H-

TETRAZOLA (LQFM 039). 

 
 

 

 

 

BANCA EXAMINADORA 

 

 

_____________________________________________ 

Prof. Dr. Ricardo Menegatti 
Universidade Federal de Goiás 

 
 

_____________________________________________ 

Prof. Dr. Claudio André Barbosa de Lira 
Universidade Federal de Goiás 

 

 

_____________________________________________ 

Prof. Dr. Elson Alves Costa 
Universidade Federal de Goiás 

 

 

Aprovada em: ____/____/________ 



 
 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Dedicatória 

 

A Deus, por me amparar nos momentos difíceis, dar força interior para 

superar as dificuldades, mostrar os caminho nas horas incertas e suprir todas 

as minhas necessidades. 

Ao meu esposo Thiago Sardinha de Oliveira, por seu companheirismo, 

amizade, paciência, compreensão, apoio, alegria e amor, e ainda, por ter 

permanecido ao meu lado, me incentivando a percorrer este caminho, por 

compartilhar angústias e dúvidas estendendo sua mão amiga em todos os 

momentos difíceis. Obrigada por me amar e acreditar na minha capacidade, 

este trabalho é tão seu quanto meu. 

 

 

À minha mãe Domisália Porfiro de Oliveira, por sempre acreditar na minha 

capacidade e fazer de tudo para que fosse possível a realização de todos os 

meus sonhos. Obrigada pelo seu amor incondicional em todos os momentos da 

minha vida. 

  

Ao meu irmão Gesley Porfiro de Oliveira (in memorian), que mesmo 

não estando mais presente, permanece no meu coração, me dando força pra 

continuar esta caminhada. 

 



 
 

 

Agradecimentos 

Ao meu orientador Prof° Dr. Elson Alves Costa, por me conceder a 

oportunidade de ingressar no mestrado, por me ensinar os caminhos da 

pesquisa me mostrando o quão bom é estudar quando sentimos a necessidade 

de aprender, foi assim que amadureci não somente como profissional, mas 

também como pessoa, acreditando que sou capaz de ir além do que 

imaginava. Muito obrigada pelos ensinamentos, críticas, confraternizações e 

momentos de descontração, agradeço sinceramente à oportunidade concedida. 

Aos amigos do Laboratório de Farmacologia de Produtos Naturais 

(LFPN), pelos ensinamentos, pela companhia e momentos de descontração: 

Iziara, James, José Luis, Pablinny, Roberta, Daiany Priscilla, Oscar, 

Dayane Moreira, Danillo, Laiza e Patrícia.  

À Ms. Iziara Ferreira Florentino, que foi minha guia nesta caminhada e 

com muita paciência me presenteou com seus ensinamentos.  

Aos colegas do Laboratório de Farmacologia Bioquímica e Molecular 

(LFBM), pelo apoio e pelos momentos de descontração, em especial à Lais, 

Luanna e Thiago, pela amizade e apoio científico. 

Ao prof° Dr. Paulo César Ghedini, por ceder o laboratório para que eu 

pudesse desenvolver parte do meu trabalho e por lutar junto à coordenação 

para que o Programa de Pós-graduação em Ciências Biológicas (PPGCB) 

possa oferecer um curso com qualidade cada vez melhor. 

Ao prof° Dr. Ricardo Menegatti, por tornar este trabalho possível 

realizando a síntese dos compostos estudados e pelas contribuições dadas 

durante todo o seu desenvolvimento.   

Aos professores do Programa de Pós-graduação em Ciências 

Biológicas e aos membros da banca examinadora, pelo tempo dedicado na 

leitura e pelos ensinamentos, críticas e sugestões feitas para enriquecer este 

trabalho. 

À Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior 

(CAPES) pelo auxílio financeiro a mim concedido. 

Quero agradecer a todos aqueles que sempre confiaram em mim, desde 

sempre. 



 
 

 

 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ñO sucesso nasce do querer, da determina«o e persist°ncia em se chegar a 

um objetivo. Mesmo não atingindo o alvo, quem busca e vence obstáculos, no 

m²nimo far§ coisas admir§veis.ò  

José de Alencar 



 
 

 

Sumário 

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS ............................................................. X 

LISTA DE FIGURAS ...................................................................................... XIV 

LISTA DE TABELAS ...................................................................................... XVI 

RESUMO............................................................................................................ 1 

ABSTRACT ........................................................................................................ 3 

1. Introdução ................................................................................................... 4 

1.1. Inflamação ................................................................................................ 4 

1.2. Dor e nocicepção .................................................................................... 10 

1.3. Compostos heterocíclicos derivados do pirazol...................................... 16 

2. Objetivo ..................................................................................................... 19 

2.1. Objetivos Específicos ............................................................................. 19 

3. Material ..................................................................................................... 20 

3.1. Planejamento dos LQFM’s ..................................................................... 20 

3.2. Animais ................................................................................................... 21 

3.3. Fármacos e Reagentes .......................................................................... 21 

3.4. Protocolos experimentais ....................................................................... 22 

3.5. Avaliação da Atividade Analgésica ......................................................... 22 

3.5.1. Teste de contorções abdominais induzidas por ácido acético ............ 22 

3.5.2. Teste de dor induzida por formalina .................................................... 22 

3.5.3. Teste da flexão de cauda .................................................................... 23 

3.6. Avaliação da Atividade Anti-inflamatória ................................................ 24 

3.6.1. Avaliação sobre a atividade anti-inflamatória ...................................... 24 

3.6.1.1. Teste de edema de pata induzido por carragenina .......................... 24 

3.6.1.2. Teste de pleurisia induzida por carragenina .................................... 24 

3.7. Avaliação sobre a atividade enzimática in vitro ...................................... 25 

3.7.1. Efeito na atividade da cicloxigenase (COX) ........................................ 25 

3.7.2. Efeito na atividade da Fosfolipase A2 .................................................. 25 

3.8. Reatividade Vascular .............................................................................. 26 

3.8.1. Avaliação do efeito da LQFM 020 ou LQFM 039 frente às contrações 

induzidas por Phe em preparações de anéis de aorta de rato com e sem 

endotélio ........................................................................................................... 27 



 
 

 

3.8.2. Avaliação da participação da via NO/GMPc no efeito vasorelaxante de 

LQFM 020 ou LQFM 039.................................................................................. 27 

3.8.3. Avaliação da participação de prostanóides vasodilatadores no efeito 

vasorelaxante de LQFM 020 ou LQFM 039 ..................................................... 28 

3.8.4. Avaliação da participação de dos canais de potássio vasodilatadores 

no efeito vasorelaxante de LQFM 020 ou LQFM 039 ....................................... 28 

3.8.5. Avaliação do efeito de LQFM 020 ou LQFM 039 sobre as contrações 

induzidas por CaCl2 ......................................................................................... 29 

3.9. Análise estatística ................................................................................... 29 

4. Resultados ................................................................................................ 30 

4.1. Avaliação da Atividade Analgésica ......................................................... 30 

4.1.1. Teste de contorções abdominais induzidas por ácido acético ............ 30 

4.1.2. Teste de dor induzida por formalina .................................................... 31 

4.1.3. Teste de Flexão de Cauda .................................................................. 32 

4.2. Avaliação da Atividade Anti-inflamatória ................................................ 33 

4.2.1. Avaliação sobre a atividade anti-inflamatória ...................................... 33 

4.2.1.1. Edema de pata induzido por carragenina ........................................ 33 

4.2.1.2. Teste da pleurisia induzida por carragenina .................................... 34 

4.3. Avaliação sobre a atividade enzimática in vitro ...................................... 35 

4.3.1. Efeito na atividade da cicloxigenase (COX) ........................................ 35 

4.3.2. Avaliação da atividade da Fosfolipase A2 ........................................... 36 

4.4. Reatividade Vascular .............................................................................. 37 

4.4.1. Efeito de LQFM 020 e LQFM 039 frente à contração induzida por Phe 

em preparações de anéis de aorta de rato com e sem endotélio ..................... 37 

4.4.2. Avaliação da participação da via NO/GMPc no efeito vasorelaxante de 

LQFM 020 e LQFM 039 ................................................................................... 39 

4.4.3. Avaliação da participação dos canais de potássio no efeito 

vasorelaxante de LQFM 020 e LQFM 039 ....................................................... 41 

4.4.4. Avaliação da participação dos prostanóides vasodilatadores no efeito 

vasorelaxante de LQFM 020 e LQFM 039 ....................................................... 44 

4.4.5. Avaliação do efeito de LQFM 020 ou LQFM 039 sobre as contrações 

induzidas por CaCl2 ......................................................................................... 46 

5. Discussão .................................................................................................. 47 

6. Conclusão ................................................................................................. 54 

7. Referências ............................................................................................... 56 

 



X 
 

 

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 

12-LOX: 12-lipoxigenase 

15-LOX: 15-lipoxigenase 

5-LOX: 5-lipoxigenase 

AA: ácido araquidônico 

AC: adenilato ciclase 

AINES: anti-inflamatórios não-esteroidais 

AMPA: alfa-amino-3-hidroxi-metil-5-4-isoxazolpropiônico – receptor de 

glutamato 

AMPc: adenosina monofosfato cíclico 

ATP: adenosina-trifosfato 

CGRP: peptídeo relacionado ao gene da calcitonina  

COX: enzima cicloxigenase  

COX-1: enzima cicloxigenase 1 

COX-2: enzima cicloxigenase 2 

COX-3: enzima cicloxigenase 3 

DHA: docosahexaenóico 

eNOS: óxido nítrico sintase endotelial 

EPA: eicosapentaenóico 

FLAP: proteína ativadora da 5-LOX 

GC: guanilato ciclase 

GLU: glutamato 

GMPc: guanosina monofosfato cíclico 



XI 
 

 

GRD: gânglio da raiz dorsal  

ICAM-1: molécula de adesão intracelular-1 

iGLuR: receptor ionotrópico de glutamato 

IL: interleucina 

IL-1: interleucina-1 

IL-1β: interleucina-1 beta 

IL-2: interleucina-2 

IL-6: interleucina-6 

INF: interferon 

INF-γ: interferon gama 

iNOS: óxido nítrico sintase induzível 

KATP: canais de potássio sensíveis ao ATP 

LOX: lipoxigenase 

LQFM: Laboratório de química farmacêutica medicinal 

LTA4: leucotrieno A4 

LTB4: leucotrieno B4 

LTC4: leucotrieno C4 

LTD4: leucotrieno D4 

LTE4: leucotrieno E4 

LTs: Leucotrienos 

LXs: lipoxinas 

mGLuR: receptor metabotrópico de glutamato 

NF-κB: fator nuclear kappa B 



XII 
 

 

NMDA: N-metil-D-aspartato – receptor de glutamato  

nNOS: óxido nítrico sintase neuronal 

NO: óxido nítrico 

NOS: óxido nítrico sintase 

PDE: fosfodiesterase 

PDE-3: fosfodiesterase 3 

PDs: protectinas 

PG: prostaglandina 

PGD2: prostaglandina D2 

PGE2: prostaglandina E2 

PGF2: prostaglandina F2 

PGG2: prostaglandina G2 

PGH2: prostaglandina H2 

PGI2: prostaciclina 

PKG: proteína quinase G 

PLA2: fosfolipase A2 

PMN: polimorfonucleares 

RVD: resolvinas série D 

RVE: resolvinas série E 

RVs: resolvinas 

SP: substância P 

TNF: fator de necrose tumoral 

TNF-R: receptor de TNF 



XIII 
 

 

TNF-α: Fator de necrose tumoral alfa 

TRP: potencial receptor transiente 

TX: tromboxano 

TXA2: tromboxano A2 

WDR: neurônios de faixa dinâmica ampla 

    



XIV 
 

 

LISTA DE FIGURAS 

Figura 1. Geração de metabólitos do ácido araquidônico e seus papéis na 

inflamação. 

Figura 2. Representação das fibras nociceptivas. 

Figura 3. Mecanismo de geração e transmissão do impulso nociceptivo a partir 

da ação dos principais mediadores envolvidos na nocicepção 

Figura 4. Estrutura do pirazol. 

Figura 5. Estrutura do dipirona e seus metabólitos. 

Figura 6. Estrutura do celecoxibe e fenilbutazona. 

Figura 7. Síntese dos compostos LQFM 020 e LQFM 039. 

Figura 8.  Efeito do LQFM 020 e LQFM 039 sobre o número de contorções 

abdominais induzidas por ácido acético. 

Figura 9. Efeito do LQFM 020 e LQFM 039 no teste de dor induzida por 

formalina na fase neurogênica (0-5 min.) e fase inflamatória (15-30 min.). 

Figura 10. Efeito do LQFM 020 e LQFM 039 sobre a latência ao estímulo 

térmico no teste de flexão de cauda 

Figura 11. Efeito do LQFM 020 e LQFM 039 sobre a migração leucocitária no 

teste de pleurisia induzida por carragenina. 

Figura 12. Efeito do LQFM 020 e LQFM 039 sobre o edema de pata induzido 

por carragenina. 



XV 
 

 

Figura 13. Efeito vasorrelaxante dos compostos LQFM 020 e LQFM 039 em 

aorta torácica de ratos com e sem endotélio. 

Figura 14. Efeito vasorelaxante dos compostos LQFM 020 e LQFM 039 em 

aorta torácica de ratos na presença dos inibidores da NOS (L-NAME) e da GC 

(ODQ). 

Figura 15. Efeito vasorelaxante dos compostos LQFM 020 e LQFM 039 em 

aorta torácica de ratos na presença do inibidor dos canais de potássio 

dependentes de voltagem – TEA 

Figura 16. Efeito vasorrelaxante dos compostos LQFM 020 e LQFM 039 em 

aorta torácica de ratos na presença do inibidor dos canais de potássio 

sensíveis a ATP – Glibenclamida 

Figura 17. Efeito vasorelaxante dos compostos LQFM 020 e LQFM 039 em 

aorta torácica de ratos na presença de Indometacina 

Figura 18. Efeito vasorelaxante dos compostos LQFM 020 e LQFM 039 sobre 

as contrações induzidas por CaCl2 

 

 

  



XVI 
 

 

LISTA DE TABELAS 

Tabela 1. Efeito do LQFM 020 sobre a atividade das enzimas COX-1 e COX-2. 

Tabela 2. Efeito do LQFM 020 e LQFM 039 sobre a atividade da enzima PLA2. 

Tabela 3 – Valores de efeito máximo (Emax) e da concentração efetiva 50% 

(CE50), determinados para o composto LQFM 020 e LQFM 039 em 

preparações de aorta torácica de ratos Wistar com (E+) ou sem (E-) endotélio 

pré-contraídas com fenilefrina (Phe). 

Tabela 4 – Valores de efeito máximo (Emax) e da concentração efetiva 50% 

(CE50), determinados para o composto LQFM 020 e LQFM 039 em 

preparações de aorta torácica de ratos Wistar na presença dos inibidores da 

NOS (L-NAME) e da GC (ODQ). 

Tabela 5 – Valores de efeito máximo (Emax) e da concentração efetiva 50% 

(CE50), determinados para o composto LQFM 020 e LQFM 039 em 

preparações de aorta torácica de ratos Wistar na presença do inibidor dos 

canais de KATP (Glibenclamida). 

Tabela 6 – Valores de efeito máximo (Emax) e da concentração efetiva 50% 

(CE50), determinados para o composto LQFM 020 e LQFM 039 em 

preparações de aorta torácica de ratos Wistar na presença do inibidor não 

seletivo dos canais de K+ dependentes de voltagem (TEA). 

Tabela 7 – Valores de efeito máximo (Emax) e da concentração efetiva 50% 

(CE50), determinados para o composto LQFM 020 e LQFM 039 em 

preparações de aorta torácica de ratos Wistar na presença do inibidor de COX 

(Indometacina). 

 



1 
 

 

RESUMO 

A inflamação é um processo complexo que tem como objetivo proteger o 

organismo, eliminando o agente lesivo, e promover a reparação tecidual sendo 

caracterizada por: dor, calor, rubor, edema e como consequência da não 

resolução do processo inflamatório pode ocorrer a perda da função. O controle 

da dor e inflamação leva a busca por novos fármacos tanto analgésicos quanto 

anti-inflamatórios com boa eficácia para auxiliar no tratamento destas doenças. 

O objetivo desse trabalho foi avaliar os efeitos farmacológicos de dois 

derivados pirazólicos. Nos testes de nocicepção aguda, LQFM 020 (9, 17,5 e 

35 mg/kg) e LQFM 039 (17,5, 35 e 70 mg/kg), reduziram o número de 

contorções abdominais de maneira dose dependente para 53, 48 e 35 e para  

57, 52 e 42, respectivamente, enquanto que no grupo controle o número de 

contorções foi de 88. No teste da formalina este efeito antinociceptivo foi 

confirmado com a redução no tempo de reatividade à dor nas duas fases do 

teste, o tempo no grupo controle foi de 78 e 72s na primeira fase e de 150 e 

128s na segunda fase sendo que para LQFM 020 e LQFM 039 na primeira fase 

a redução foi para 50 e 47s e na segunda fase para 97 e 74s respectivamente. 

No teste de flexão de cauda os grupos de camundongos tratados com LQFM 

020 e LQFM 039 não aumentaram a latência ao estímulo térmico 

demonstrando que o efeito analgésico não envolve mecanismos centrais. Os 

resultados dos testes de atividade enzimática de cicloxigenase (COX) e 

fosfolipase (PLA2) in vitro sugere que a inibição destas enzimas não faz parte 

do mecanismo de ação envolvido na atividade desses compostos. Nos testes 

de reatividade vascular LQFM 020 promoveu efeito vasorrelaxante 

apresentando efeito máximo (Emax) de 93% em preparações de aorta com 

endotélio e efeito máximo (Emax) de 91% sem o endotélio. LQFM 039 também 

promoveu efeito vasorrelaxante com efeito máximo (Emax) de 80% quando 

testadas em preparações com endotélio e efeito máximo (Emax) de 76% sem o 

endotélio, dado este resultado, foi investigado o mecanismo de ação desses 

compostos. Os resultados mostraram que LQFM 020 e 039 LQFM demonstram 

o envolvimento da via NO / GMPc e também sugerem o envolvimento de 

canais de Ca2+ sensíveis à voltagem na membrana plasmática.  
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ABSTRACT 

Inflammation is a complex process that aims to protect the body 

eliminating the harmful agent and to promote tissue repair is characterized by 

classic signs: pain, heat, redness and swelling as a result of failure to resolve 

the inflammatory process may occur loss of function. Control of pain and 

inflammation leads to the search for new drugs both analgesic and anti-

inflammatory drugs with good efficacy to aid in the treatment of these deseases. 

The aim of this study was to evaluate the pharmacological effects of two 

pyrazole derivatives. In acute nociception tests LQFM 020 (9, 17.5 and 35 

mg/kg) and LQFM 039 (17.5, 35 and 70 mg/kg) reduced the number of writhing 

dose dependent manner to 53, 48 and 35; and 57, 52, 42, respectively, while 

the control group the number of writhes was 88. In the formalin test this 

antinociceptive effect was confirmed by the reduction in time reactivity to pain in 

both test phases, the time in the control group was 78 and 72s in the first phase 

and 150 and 128s in the second phase, with LQFM for 020 and 039 LQFM in 

the first phase was to reduce 50 and 47s and the second phase to 97 and 74s 

respectively. In bending the tail the groups of mice treated with LQFM 020 and 

LQFM 039 test were not able to increase the latency to thermal stimulus 

demonstrated that the analgesic effect does not involve central mechanisms. 

Furthermore, the results of the enzymatic activity of cyclooxygenase (COX) and 

phospholipase  (PLA2) in vitro tests indicated no part of the mechanism of 

action involved in the activity of these compounds. In vascular reactivity tests 

LQFM 020 promoted vasorelaxant effect presenting maximum effect (Emax) of 

93% in aortic preparations with endothelium and maximum effect (Emax) of 91% 

without endothelium . LQFM 039 also promoted vasorelaxant effect with 

maximum effect (Emax) of 80% when tested in preparations with endothelium 

and maximum effect  (Emax) of 76% without endothelium, given this result, we 

investigated the mechanism of action of these compounds. Our results showed 

that LQFM 020 and LQFM 039 demonstrated the involvement of NO/cGMP 

pathway and suggest also the involvement of sensitive Ca2+ channels in the 

plasma membrane voltage. 

Keywords: antinociceptive, anti-inflammatory, pyrazole, vasorelaxant. 
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1. Introdução 

1.1. Inflamação 

A inflamação é considerada um processo fisiopatológico complexo que 

envolve centenas de mediadores e diferentes tipos de células. Este processo 

pode ser iniciado por qualquer estímulo que cause lesão celular, podendo 

surgir em qualquer tecido, sendo esta uma resposta a agentes biológicos, 

químicos ou uma lesão física (1). 

A resposta inflamatória tem como objetivo final proteger o organismo, 

eliminando o agente agressor e promovendo sua reparação (2). 

A inflamação pode ser classificada quanto ao tempo em aguda e 

crônica. O processo inflamatório agudo é de curta duração, caracterizado pela 

exsudação plasmática e pelo rápido recrutamento de granulócitos como, 

neutrófilos, eosinófilos e basófilos para o local da inflamação. Os granulócitos 

desempenham um papel fundamental na defesa contra infecções bacterianas, 

fúngicas, virais e na resistência à invasão de parasitas, além da resposta 

alérgica. A migração destas células para foco inflamatório é necessária para a 

neutralização e remoção dos agentes nocivos, nesta fase apresentam-se 

alguns dos sinais clássicos da inflamação, como a dor, a febre e o edema (3). 

Já a inflamação crônica apresenta duração mais longa com duração de dias a 

anos e é caracterizada pela presença de células mononucleares, macrófagos, 

linfócitos e proliferação do tecido conectivo, na fase crônica da inflamação 

também pode ocorrer a perda da função do órgão ou tecido afetado (4). 

Os sinais cardinais da inflamação foram descritos por Aulus Cornelius 

Celsus, um escritor romano do século I d.C.: tumor (inchaço), rubor 

(vermelhidão), dolor (dor) , calor (calor), e modificados no século 19 por 

Rudolph Virchow, que adicionou a perda de função (functio laesa) como uma 

consequência da não resolução do processo inflamatório (5).   

Os sinais cardinais descritos por Celsus são decorrentes de alterações 

vasculares e celulares que ocorrem durante a inflamação, estas alterações são 

caracterizadas pela vasodilatação de pequenas arteríolas, resultando no 

aumento do fluxo sanguíneo e um aumento localizado da permeabilidade das 

vênulas pós-capilares com exsudação de líquido. As etapas que constituem 
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esse processo inflamatório como vasodilatação, aumento da permeabilidade 

vascular e migração celular, são reguladas pela ação de vários mediadores 

liberados durante uma lesão tecidual. A vasodilatação é efetuada por 

mediadores, incluindo histamina, prostaglandina (PGE2), prostaciclina (PGI2) e 

óxido nítrico (NO), produzidos por meio da interação do agente lesivo com o 

tecido. Alguns destes mediadores atuam juntamente com as citocinas no 

aumento da permeabilidade vascular. Além disso, o exsudato inflamatório 

contém ainda componentes de cascatas enzimáticas proteolíticas, tais como o 

o sistema complemento, o sistema de coagulação, o sistema fibrinolítico e o 

sistema das cininas (6, 7). 

As aminas vasoativas, histamina e serotonina, são mediadores pré-

formados armazenados nas células e estão entre os primeiros a serem 

liberados durante a inflamação e promovem efeitos importantes nos vasos 

sanguíneos. A histamina é responsável por promover a dilatação das arteríolas 

e aumentar a permeabilidade das vênulas, isso ocorre quando ela é liberada a 

partir da degranulação dos mastócitos em resposta a uma variedade de 

estímulos. A serotonina ou 5-hidroxitriptamina presente nas plaquetas e certas 

células neuroendócrinas possui ação semelhante a da histamina resultando 

também em aumento da permeabilidade vascular. As cininas são peptídeos 

vasoativos derivados de proteínas plasmáticas, chamadas de cininogênio, pela 

ação de proteases específicas chamadas de calicreínas. A bradicinina é clivada 

dos cininogênios de alto ou baixo peso molecular pela calicreína plasmática ou 

tecidual, respectivamente, sendo ela capaz de atuar aumentando a 

permeabilidade vascular e causa contração do músculo liso, dilatação dos 

vasos sanguíneos e dor, quando injetada na pele. A ação da bradicinina é de 

curta duração, porque ela é rapidamente inativada pela enzima cininase II (8). 

Além disso, os eicosanoides são importantes mediadores do processo 

inflamatório, originados a partir da síntese do ácido araquidônico (AA).  

O AA que consiste em um ácido graxo de 20 carbonos, contendo quatro 

duplas ligações, sendo liberado a partir de fosfolipídios de membrana através 

da enzima fosfolipase A2 (PLA2), que pode ser ativada por estímulos 

inflamatórios (9). O AA é então metabolizado pela via das cicloxigenases dando 

origem a formação de PGs, PGIs e tromboxanos (TXs) ou pela via das 
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lipoxigenases levando à síntese dos leucotrienos e das lipoxinas, como 

mostrado na Figura 1 (10).  

 

 

Figura 1. Geração de metabólitos do ácido araquidônico e seus papéis na inflamação. 

Adaptado de Kumar et al., 2013. 

Atualmente é descrita a existência de pelo menos três tipos diferentes da 

cicloxigenase (COX), a enzima responsável pela síntese de PGs. Estas 

isoformas são denominadas COX-1, COX-2 e COX-3. A COX-1 é denominada 

isoforma constitutiva, uma forma amplamente distribuída e expressa 

constitutivamente, a COX-2 é denominada isoforma induzida pois, é uma 

enzima induzida durante o processo inflamatório e é importante nos locais onde 

ocorre a inflamação, mas também é constitutivamente expressa em alguns 

tecidos, como rim e cérebro, a COX-3 foi descrita como uma variação da COX-

1, esta compartilha todas as características catalíticas das COX-1 e COX-2 

sendo encontrada no córtex humano e canino (11).  
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A biossíntese de prostanóides (prostaglandinas, tromboxano e 

prostaciclina) é iniciada por enzimas ciclooxigenase, com a conversão do 

araquidonato a intermediários instáveis (PGG2 e PGH2). Seguida pela 

conversão de PGH2 aos produtos finais ativos, PGD2, PGE2, PGF2, PGI2 

(prostaciclina) e tromboxano A2 (TXA2), por meio de sintases tecido 

específicas. As prostaglandinas desempenham um papel importante na 

inflamação e hiperalgesia. Embora elas não pareçam ter efeitos diretos sobre a 

permeabilidade vascular, tanto PGE2 e PGI2 podem aumentar acentuadamente 

a formação de edema e infiltração de leucócitos, promovendo o fluxo de 

sangue na região inflamada. Além disso, elas potenciam a atividade de indução 

de dor por bradicinina e outros autacóides (12).  

O ácido araquidônico também pode sofrer a ação das enzimas 

lipoxigenases, as quais possuem subtipos capazes de sintetizar leucotrienos, 

lipoxinas e outros componentes. Os leucotrienos são mediadores derivados de 

lipídeos formados pela oxidação do ácido araquidônico catalisada pela 5-

lipoxigenase (5-LOX), 12-lipoxigenase (12-LOX), ou 15-lipoxigenase (15-LOX). 

O ácido araquidônico pode ser convertido em cisteinil leucotrienos (LTs) pela 

ação da 5-LOX. Os cisteinil LTs são potentes mediadores da inflamação pela 

modulação do tônus do músculo liso e permeabilidade vascular (11, 13).  

A 5-LOX que é principal enzima do grupo, interage com uma proteína de 

ativação (FLAP), que permite a conversão do ácido araquidônico em um 

composto instável, o leucotrieno A4 (LTA4) que tem como metabólitos finais e 

biologicamente ativos o LTB4 e os chamados cisteinil LTs (LTC4, LTD4, e LTE4), 

anteriormente conhecidos como substância de reação lenta da anafilaxia (SRS-

A). O LTB4 atua como potente agente na quimiotaxia e ativação para leucócitos 

principalmente neutrófilos e macrófagos e estimula a produção de várias 

citocinas pró-inflamatórias (14-16). 

O processo inflamatório é regulado por diversos fatores de transcrição, o 

mais importante é o NF-кB que responde aos estímulos pró-inflamatórios como, 

IL-1β ou TNF-α, desencadeando a transcrição dos principais genes com 

propriedades pró-inflamatórias. A inibição desta via causa uma redução na 

produção de mediadores inflamatórios nas células como macrófagos, linfócitos 

e células endoteliais. O processo inflamatório também é influenciado pela ação 

de diversas citocinas. 
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As citocinas são proteínas solúveis, de baixo peso molecular, secretadas 

pelos leucócitos em resposta a algum estímulo, estas podem receber 

denominações específicas que se referem ao tipo celular que 

predominantemente as sintetizam e aos seus mecanismos de ação. Citocinas 

que agem em outros leucócitos são denominadas interleucinas (IL). As 

citocinas com função de controlar o tráfego basal e inflamatório de leucócitos 

por meio de quimiotaxia são chamadas de quimiocinas, ou seja, citocinas 

quimiotáxicas (17).  

As citocinas dividem-se em três famílias: as Interleucinas (IL), os 

Interferons (INF) e Fatores de Necrose Tumoral (TNF). As citocinas IL-1, IL-6 e 

TNF-α são produzidas no local da inflamação e induzem efeitos locais, tais 

como indução da expressão de moléculas de adesão e de quimiocinas, 

facilitando a migração de leucócitos, e efeitos sistêmicos como a indução de 

proteínas de fase aguda, levando à febre (18). Além disso, a interleucina-2 (IL-

2) e o interferon-γ (INF-γ) também estão relacionados com as funções efetoras 

da resposta imunológica de ativação e proliferação celular (19).  

O TNF-α é uma citocina com diversas funções imunológicas. É 

caracterizado por sua capacidade de induzir a necrose em células tumorais, de 

onde advém o nome fator de necrose tumoral. Ele é secretado por macrófagos, 

linfócitos e monócitos. Após ser produzido e liberado, o TNF-α irá ligar-se a 

receptores específicos denominados de receptores de TNF (TNF-R) I e II, para 

que possa produzir o seu efeito biológico. Os receptores de TNF, 

principalmente o TNF-RII, podem desencadear o gatilho para a apoptose. 

Desta forma, o principal efeito fisiológico do TNF-α é promover a resposta 

imune no processo inflamatório por meio do recrutamento de neutrófilos e 

monócitos para o local da lesão, além de ativá-los. Quando liberado em baixas 

concentrações, o TNF-α age nas células endoteliais promovendo vasodilatação 

e estimulando-as a secretarem um grupo de citocinas denominadas 

quimiocinas que possuem função quimiotáxica. No hipotálamo ele age como 

pirógeno endógeno induzindo febre (20, 21). 

A interleucina-6 (IL-6) é uma citocina sintetizada por monócitos, células 

endoteliais, fibroblastos e outras células em resposta a microrganismos e 

também à estimulação por outras citocinas, principalmente IL-1 e TNF-α. A IL-6 

induz a expressão da molécula de adesão intercelular 1 - ICAM-1, além de 
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promover ativação do complemento e induzirem produção de citocinas pró-

inflamatórias, bem como promover a quimiotaxia de neutrófilos (22, 23). 

As quimiocinas são pequenos polipeptídeos de 90-130 resíduos de 

aminoácidos, que fazem parte de um sub grupo de citocinas, elas controlam a 

adesão, quimiotaxia e ativação de vários tipos de leucócitos. As quimiocinas 

desempenham papel fundamental na resposta inflamatória, recrutando células 

inflamatórias para o local da lesão por quimiotaxia. Além de controlar e atuar 

em diversos processos biológicos (24). 

Sabe-se hoje que a resolução do processo inflamatório não é 

dependente apenas do decaimento dos indutores da inflamação. Existem 

diversos fatores anti-inflamatórios que participam ativamente neste processo de 

resolução da inflamação, dentre eles, as lipoxinas (LXs), resolvinas (RVs), 

protectinas (PDs) e maresinas (25).  As resolvinas são compostos endógenos 

sintetizados a partir do ácido eicosapentaenóico (EPA) e docosahexaenóico 

(DHA) produzindo resolvinas de série D (RVD) e resolvinas de série E (RVE), 

respectivamente. As protectinas também são produzidas a partir do precursor 

de DHA. Estas têm como função parar a infiltração de polimorfonucleares 

(PMN) e reduzir a expressão de citocinas (26).   
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1.2. Dor e nocicepção 

A dor, como descrito pelo Comitê de Taxonomia da Associação 

Internacional para o Estudo da Dor, é definida como uma experiência sensorial 

desagradável, associada a um dano tecidual real ou potencial ou descrita em 

termos de tais lesões. Dor é, portanto, uma experiência complexa, difícil de ser 

definida, descrita ou interpretada e apresenta dois componentes, o sensorial e 

o emocional (27). 

A nocicepção é o processo pelo qual as fibras nervosas aferentes 

primárias do sistema somatossensorial detectam estímulos nocivos mecânicos, 

térmicos ou químicos que dão origem às sensações de dor. Estes estímulos 

nocivos são inicialmente detectados por fibras primárias aferentes sensoriais 

nervosas que inervam um alvo periférico e transmitem essa informação para os 

neurônios no corno dorsal da medula espinhal, e daí para o cérebro, via 

circuitos neurais ascendentes (28).  

Os neurônios sensoriais periféricos que respondem a estímulos nocivos 

são denominados nociceptores. Estes são terminações nervosas livres dos 

neurônios de primeira ordem, cuja função é preservar a homeostasia tecidual 

sinalizando um dano tecidual. Neurônios de primeira ordem são classificados 

em três grandes grupos, segundo seu diâmetro, seu grau de mielinização e sua 

velocidade de condução. As fibras Aβ que são fibras de diâmetro grande (maior 

que 10 µm), são mielinizadas e de condução rápida, responsáveis por 

sensações inócuas, as fibras Aδ que são de diâmetro intermediário (2 a 6 µm), 

são mielinizadas e possui velocidade de condução intermediária, modulando a 

fase aguda dor, e por fim as fibras C que são fibras de diâmetro pequeno (0,4 a 

1,2 µm), não mielinizadas e de velocidade de condução lenta, responsáveis 

pela dor difusa (Figura 2) (27). 
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Figura 2. Representação das fibras nociceptivas aferentes. Fibras Aβ de diâmetro 

grande, mielinizadas e de condução rápida. Fibras Aδ de diâmetro intermediário, mielinizadas e 

de condução intermediária e fibras C de diâmetro pequeno, não mielinizadas e de velocidade 

de condução lenta. Fonte: Julius e Basbaum, 2001. 

As fibras aferentes primárias projetam-se ao corno dorsal da medula 

espinhal, que é dividido em seis lâminas distintas. Os neurônios nociceptivos 

do corno dorsal estão localizados nas lâminas mais superficiais: a lâmina 

marginal (lâmina I) e a substância gelatinosa (lâmina II). A maioria desses 

neurônios recebem conexões diretas de fibras Aδ e C. A substância gelatinosa 

(lâmina II) é formada quase que exclusivamente por interneurônios, tanto 

inibitórios quanto excitatórios. As lâminas III e IV possuem neurônios que se 

conectam diretamente com terminais centrais de fibras Aβ, que respondem 

predominantemente a estímulos inócuos. A lâmina V possui neurônios WDR 

(neurônios que respondem de maneira gradativa a estimulação mecânica 

nociva e inócua) que se projetam ao tronco encefálico e certas regiões do 

tálamo. Os neurônios da lâmina VI estão conectados de forma monossináptica 

e respondem a estímulos inócuos. Já os neurônios das lâminas VII e VIII do 

corno ventral podem responder a estímulos nociceptivos através de conexões 

polissinápticas. Uma vez que sinais térmicos e mecânicos são transduzidos 

pelo terminal aferente primário, uma variedade de canais iônicos são ativados. 

Canais de sódio e potássio são fundamentais para a geração de potenciais de 

ação que transmitem sinais nociceptivos nas sinapses no corno dorsal. (27, 

29). 
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Essas fibras liberam grande variedade de substâncias potencialmente 

envolvidas na transmissão central e na modulação da nocicepção, como o 

glutamato (GLU) e outros aminoácidos excitatórios; neuropeptídeos, como a 

substância P (SP) e o peptídeo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP), 

adenosina-trifosfato (ATP); óxido nítrico (NO); prostaglandinas (PGs) e 

neurotrofinas (fatores de crescimento); dentre outros (Figura 3) (30). 

 

Figura 3. Mecanismo de geração e transmissão do impulso nociceptivo a partir da ação dos 

principais mediadores envolvidos na nocicepção. Adaptado de Oaklander A.L., 2011. 

O glutamato é o principal neurotransmissor excitatório envolvido na 

transmissão nociceptiva, desenvolvimento e manutenção da resposta 

nociceptiva através da ativação de iGluR (receptores ionotrópicos de 

glutamato) ou de mGluR (receptores de glutamato metabotrópicos) que conduz 

à excitação e sensibilização de receptores centrais e supra-espinhais e 

nociceptores periféricos. Os receptores ionotrópicos incluem aqueles 

seletivamente sensíveis ao NMDA, ao ácido α-amino-3-hidroxi-5-metilisoxazol-

4-propiônico (AMPA) e ao cainato (31, 32).  

A substância P, um peptídeo da família das taquicininas, é importante 

para a nocicepção ou sensibilização da dor (33). A substância P causa redução 
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do limiar de excitabilidade da sinapse, com ativação das sinapses 

anteriormente silenciosas, além de causar sensibilização de neurônios à 

distância, com aumento da extensão da dor. Sua interação com o receptor 

NMDA pode causar hipersensibilidade por levar à entrada de cálcio nos 

neurônios auxiliando na liberação de mediadores além de induzir a produção 

de prostanóides (34). 

Todos os nociceptores sensoriais primários fazem conexões sinápticas 

com neurônios na substância cinzenta, localizadas no corno dorsal da medula 

espinhal. Subconjuntos de neurônios do corno dorsal, por sua vez, projetam 

axônios e transmitem mensagens de dor para os centros superiores do 

cérebro, incluindo a formação reticular, o tálamo e o córtex cerebral (35).  

A dor resultante da ativação de nociceptores pode ser referida como dor 

adaptativa ou fisiológica, pois minimiza o dano tecidual, ativando mecanismos 

de retirada reflexa e aumentando respostas comportamentais, autonômicas e 

neuro-humoral que são destinadas a manter a integridade do corpo, evitando 

mais danos aos tecidos e promovendo a cura. Se persistente a dor fisiológica 

pode evoluir para uma condição patológica e, portanto, não representa mais 

um sintoma de doença, mas sim processamento sensorial anormal devido a 

danos aos tecidos (dor inflamatória) ou ao sistema nervoso (dor neuropática), 

ou a função anormal do próprio sistema nervoso (dor funcional). A dor de 

origem inflamatória resulta, basicamente, da interação entre o tecido danificado 

e os neurônios sensoriais nociceptivos periféricos por meio da participação de 

mediadores inflamatórios. Durante o envolvimento de uma resposta 

inflamatória ocorre sensibilização do nociceptor sensorial primário que é 

referido como hiperalgesia (uma resposta aumentada a um estímulo que 

normalmente é doloroso) ou alodinia (dor devida a um estímulo que 

normalmente não provoca dor). As alterações de temperatura, pH do tecido e 

concentrações de K+, a produção de citocinas (TNFα), bradicinina e fatores de 

crescimento de células inflamatórias, e o aumento da atividade dos sistemas 

enzimáticos (ciclooxigenase, protease, fosfolipase e eletrólitos locais) ativam 

coletivamente os  nociceptores expressos e silenciosos que são sensibilizados 

por estímulos nocivos e não-nocivos. Como resultado, na área em torno da 

região afetada até mesmo estímulos de baixa intensidade, o que normalmente 

não causam dor, são percebidos como dolorosos (24, 36, 37). 
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A dor proveniente de um trauma ou lesão é caracterizada como dor 

aguda que consiste em uma resposta normal ao dano tecidual e normalmente 

se resolve com a cicatrização dos tecidos lesionados ou logo após este 

processo. A dor crônica é comumente definida como a dor que persiste por 

mais tempo que o esperado, assim, está relacionada à dificuldade na cura ou à 

dor associada com doença progressiva (38). 

O canal Potencial Receptor Transiente (TRP) é um grupo de canais 

iônicos permeáveis aos cátions que corresponde a uma superfamília formada 

por mais de 20 produtos de genes diferentes e estão agrupados em seis 

famílias sendo os TRPs clássicos (TRPC), os vanilóides (TRPV), melastatina 

(TRPM), mucolipinas (TRPML), policistinas (TRPP) e os receptores de 

potencial transitório do tipo relacionado à proteína anquirina 1 (TRPA ou 

ANKTM1). Os TRPs apresentam sensibilidade apurada para vários tipos de 

estímulos de naturezas distintas, por exemplo, a capsaicina, pH extracelular e 

calor podem ativar canais TRPV1 , o mentol e o frio ativam TRPM8. Os canais 

mais estudados e conhecidos no processo doloroso são o TRPV1 ou receptor 

vanilóide 1 (VR1) e o TRPV2 ou receptor similar ao vanilóide 1 (VRL-1) para o 

calor e o TRPM8 e TRPA1 para o frio. O TRPV1 é um canal catiônico não 

seletivo excitatório presente nos neurônios sensoriais, ativado por temperaturas 

acima de 43° C e pela capsaicina, o composto pungente das pimentas 

vermelhas (39-41). Canais de cálcio e potássio também estão diretamente 

relacionados com a transmissão do impulso doloroso. 

Canais de cálcio desempenham um papel fundamental na liberação de 

neurotransmissores dos terminais nociceptores. Animais com ausência de 

canais de cálcio Cav2.2 ou 3.2 apresentam sensibilização reduzida a estímulos 

mecânicos ou térmicos quando submetidos à lesão  neural ou inflamatória 

respectivamente. Os opióides inibem a atividade neuronal através da inibição 

de canais de Ca2+ dependentes de voltagem nos neurônios do gânglio da raiz 

dorsal e supressão da excitabilidade neuronal através da ativação de canais de 

K+ nos neurônios pós-sinápticos na medula espinhal, além disso, tem sido 

sugerido que o óxido nítrico (NO) pode modular a entrada de cálcio durante a 

despolarização neuronal por interação com canais de Ca2+ dependentes de 

voltagem do tipo P e Q (27, 29, 42).  
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A ação do NO se inicia através do estímulo da guanilato ciclase solúvel 

(GCs), promovendo consequente aumento de GMPc, este, ativa a proteína 

quinase G (PKG), a qual é responsável pela abertura de canais de K+, que vai 

promover a hiperpolarização da membrana. Após a hiperpolarização, ocorre a 

redução da capacidade dos potenciais de ação para despolarizar o terminal 

nervoso, ativar os canais de Ca2+ resultantes e a consequente liberação de 

neurotransmissores  (27, 29, 42). 

Os canais de potássio são organizados em quatro grupos distintos: os 

canais de potássio dois poros, os voltagem-dependentes, os ativados por cálcio 

e os de retificação interna. A abertura dos canais de K+ desempenha um papel 

importante na antinocicepção induzida por muitos agonistas de receptores 

acoplados à proteína G como os opióides assim como os anti-inflamatórios não 

esteroidais (AINES) dentre outros fármacos. Dentre os vários tipos de canais 

de potássio envolvidos na antinocicepção o mais estudado é o canal de 

potássio sensível à ATP (KATP) tanto central quanto perifericamente (43, 44). 

Desta forma, sugeriu-se que fármacos como a morfina agem através da via do 

óxido nítrico (NO) ativando a enzima guanilato ciclase (GC) aumentando assim 

a produção de guanosina monofosfato cíclico (GMPc) que irá ativar a proteína 

quinase G (PKG), levando à ativação dos canais de K+ , causando 

hiperpolarização das membranas diminuindo assim a excitabilidade neuronal 

(45). 

O óxido nítrico é um radical livre importante em várias funções 

fisiológicas.  As enzimas de NOS são geralmente divididas em duas categorias: 

o tipo constitutivo expresso pelos neurônios (nNOS) e células endoteliais 

(eNOS), e do tipo induzível (iNOS) expressa sobre a estimulação de uma 

variedade de tecidos (46). O NO ativa a GC solúvel, que conduz à síntese de 

(GMPc) que constitui uma via comum em muitos processos, incluindo o 

relaxamento vascular das células do músculo liso, a inibição da atividade das 

plaquetas, inibição da quimiotaxia de neutrófilos e de transdução de sinal no 

sistema nervoso central e periférico (47).  
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1.3. Compostos heterocíclicos derivados do pirazol 

O pirazol é um composto químico de origem sintética constituído de um 

anel heterocíclico de cinco membros com dois átomos de nitrogênio 

adjacentes, três átomos de carbono, e duas duplas ligações (Figura 4) (48, 

49). Os compostos desta classe tem se mostrado eficazes apresentando 

diversos efeitos farmacológicos tais como antimicrobiano (50), antidepressivo, 

anticonvulsivo (51), antipirético (52), analgésico e anti-inflamatório (53), dentre 

vários outros efeitos descritos na literatura.  

 

Figura 4. Estrutura química do pirazol. 

 As pirazolonas foram descobertas em 1883 pelo químico alemão 

Ludwing Knorr quando ele tentava sintetizar derivados quinolônicos e, 

acidentalmente sintetizou a antipirina®, um composto com atividade antipirética, 

analgésica e anti-inflamatória (54, 55). 

A dipirona®, um analgésico antipirético não opióide que pertence à 

classe dos AINES, também conhecida como metamizol ou (ácido 1-fenil-2,3-

dimetil-5-pirazolona-4-metilaminometanossulfônico) é, quimicamente, um 

derivado 5- pirazolônico com a presença de um grupo metanossulfônico na 

estrutura (56). Foram identificados cerca de quatro metabólitos da dipirona® no 

plasma humano após administração oral em doses variadas: 4-

metilaminoantipirina, 4-aminoantipirina, 4-acetilaminoantipirina e 4-

fomilaminoantipirina (Figura 5) (54). A dipirona®, apesar de ser um antitérmico 

comum, analgésico e antiespasmódico usado no mundo inteiro, foi proibida nos 

EUA e em outros países, devido aos supostos riscos de causar agranulocitose 
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que pode ser ocasionada pelo uso crônico deste fármaco (57). A 

agranulocitose é uma condição potencialmente fatal, que é atribuível às drogas 

em 70% dos casos e é caracterizada por uma baixa contagem de neutrófilos 

periféricos (58). Isso motivou pesquisadores na busca pela síntese de novos 

análogos ou derivados pirazolônicos, que não apresentassem este efeito 

colateral. 

 

Figura 5. Estrutura química da dipirona e seus metabólitos. 

A fenilbutazona® foi introduzida na clínica em 1949 como um novo 

protótipo de fármaco anti-inflamatório não-esteroidal para o uso no tratamento 

da dor inflamatória aguda e crônica, em especial para o tratamento de artrite 

(Figura 6). Em 1980 teve-se o conhecimento de que a fenilbutazona® também 

pode induzir discrasías sanguíneas e seu uso foi proibido em vários países, no 

entanto, em alguns países a fenilbutazona® continuou a ser usada. 

Entre os já comercializados inibidores seletivos de COX-2, que 

compreendem o núcleo de pirazol, o celecoxibe®, 4-[5-(4-metilfenil)-3-

(trifluorometil)-1H-pirazol-1-il] benzenossulfonamida, é considerado um seguro 

agente anti-inflamatório e analgésico  (Figura 6) (59). O celecoxibe®, um 
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composto pertencente à classe 1,5-diarilpirazol foi o primeiro anti-inflamatório 

inibidor seletivo de COX-2 lançado no mercado (60).  

 

 

Figura 6. Estruturas químicas do celecoxibe
®

 e fenilbutazona
®

. 

 Recentemente, Martins et al. (2013) em um estudo com o derivado 

pirazólico 5-(1-(3-fluorofenil)-1H-pirazol-4)-2H-tetrazola (LQFM 021), realizou 

docking molecular o qual indicou que este composto é um possível inibidor de 

PDEs, principalmente a PDE-3, além disso, anéis de artérias isoladas de ratos 

foram testados a fim de se verificar o potencial do composto LQFM 021 no 

efeito relaxante do músculo liso vascular. Os resultados indicaram que este 

composto possui uma ação relaxante no músculo liso vascular tanto na 

presença quanto na ausência do endotélio, sendo que o relaxamento envolve a 

participação de nucleotídeos cíclicos, o que foi visto quando utilizado inibidores 

da AC (MDL-12.330ª) e GC (ODQ). A ação deste composto também envolve 

canais de K+, uma vez que o vasorelaxamento promovido por ele foi 

antagonizado na presença do inibidor destes canais (TEA), adicionalmente foi 

evidenciado a participação dos canais de Ca2+, sendo que neste caso o 

composto foi capaz de antagonizar o efeito contrátil visto na curva de cálcio 

quando na ausência do mesmo (61). Além disso, Florentino et al. (2014) 

mostrou que este mesmo composto também possui atividades analgésica e 

anti-inflamatória em testes de nocicepção e inflamação aguda e que este efeito 

envolve em parte uma ação opióide além de mostrar uma ação antinociceptiva 

periférica envolvendo a via NO/GMPc/KATP. 
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2. Objetivo 

Avaliar a atividade antinociceptiva, anti-inflamatória e vasorelaxante dos 

compostos 5-[1-(4-fluorfenil)-1H-pirazol-4-il]-2H-tetrazola (LQFM 020) e 5-[1-(2-

fluorofenil)-1H-pirazol-4-il]-2H-tetrazola (LQFM 039). 

2.1. Objetivos Específicos 

¶ Avaliar se os compostos LQFM 020 e LQFM 039 possuem atividade 

analgésica em modelos de nocicepção aguda (teste de contorções 

abdominais induzidas por ácido acético, teste de dor induzida por 

formalina e teste de flexão de cauda); 

 

¶ Avaliar o efeito anti-inflamatório dos compostos em modelos de 

inflamação aguda (teste de edema de pata induzido por carragenina e 

teste de pleurisia induzida por carragenina); 

 

¶ Avaliar o efeito anti-inflamatório na atividade in vitro da enzima 

fosfolipase A2 (PLA2) e das enzimas cicloxigenase (COX-1 e COX-2); 

 

¶ Avaliar o efeito vasorrelaxante dos compostos LQFM 020 e LQFM 039 

em aorta torácica de ratos; 

 

¶ Avaliar o envolvimento da via NO/GMPc no efeito vasorelaxante de 

LQFM 020 e LQFM 039; 

 

¶ Avaliar o envolvimento dos canais de K+ no efeito vasorelaxante de 

LQFM 020 e LQFM 039 

 

¶ Avaliar a participação dos prostanóides vasodilatadores no efeito dos 

compostos, 

 

¶ Avaliar o efeito de LQFM 020 e LQFM 039 sobre as contrações induzidas 

por CaCl2.  
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3. Material 

3.1. Planejamento dos LQFM’s 

 Os compostos 5-[1-(4-fluorfenil)-1H-pirazol-4-il]-2H-tetrazola (LQFM 020) 

e 5-[1-(2-fluorofenil)-1H-pirazol-4-il]-2H-tetrazola (LQFM 039) foram 

sintetizados a partir de uma hibridização de dois inibidores da PDE3, o 

cilostazol e a milrinona. LQFM 020 é o composto que possui o flúor na posição 

-orto do anel heterocíclico e LQFM 039 possui o flúor na posição -para do anel. 

A síntese destes compostos ocorreu no Laboratório de Química Farmacêutica 

Medicinal da Faculdade de Farmácia da UFG sob a supervisão e orientação do 

prof.: Dr. Ricardo Menegatti (Figura 7). 

 

 

 

Figura 7. Planejamento estrutural dos compostos LQFM 020 e LQFM 039, a 

partir dos inibidores de PDE3, milrinona e cilostazol. 
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3.2. Animais 

 Foram utilizados camundongos albinos Swiss fêmeas adultas (8 a 

12 semanas), pesando entre 25 – 35g, fornecidos pelo Biotério Central da 

Universidade Federal de Goiás (UFG) e mantidos no Laboratório de 

Farmacologia de Produtos Naturais em condições controladas de temperatura 

e iluminação com ciclo claro (07:00 às 19:00) e escuro (19:00 às 07:00) e com 

água e ração ad libitum. Os experimentos foram executados de acordo com o 

protocolo aprovado pelo comitê de ética em pesquisa da UFG sob n° 017/13. 

 Para a realização dos experimentos de reatividade vascular os 

animais utilizados foram ratos Wistar machos adultos (12 semanas), pesando 

entre 200 – 300g, fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Federal de 

Goiás (UFG), mantidos em condições controladas de temperatura e com ciclo 

claro (07:00 às 19:00) e escuro (19:00 às 07:00) e com água e ração ad libitum. 

Os protocolos experimentais foram realizados segundo os princípios 

internacionais para a pesquisa e manuseio de animais e de acordo com o 

protocolo aprovado pelo comitê de ética em pesquisa da UFG sob nº 020/13. 

3.3. Fármacos e Reagentes 

Para a execução dos protocolos experimentais para a pesquisa de dor e 

inflamação, foram utilizadas as seguintes drogas e reagentes: Ácido acético 

(Merck, EUA); Morfina (Cristália-Ltda., Brasil); Formol (Synth, Brasil); 

Indometacina (Sigma Chemical, EUA); Tris (Life technologies, EUA), LQFM 

020 e LQFM 039 (Sintetizadas no Laboratório de Química Farmacêutica 

Medicinal da Faculdade de Farmácia – UFG). 

 Para execução dos protocolos experimentais sobre a reatividade 

vascular foram utilizadas as seguintes drogas e reagentes: cloreto de sódio 

(Synth, Brasil), cloreto de potássio (Synth, Brasil), cloreto de cálcio dihidratado 

(Vetec, Brasil), sulfato de magnésio (Synth, Brasil), fosfato de potássio 

monobásico (Impex, Brasil), bicarbonato de sódio (Vetec, Brasil), glicose 

(Synth, Brasil), EDTA sal dissódico (Synth, Brasil), Etanol (Vetec, Brasil), 

dimetilsulfóxido (DMSO) (Synth, Brasil), fenilefrina (Phe) (Sigma Chemical, 

EUA), acetilcolina (ACh) (Sigma Chemical, EUA), Nω – nitro-L-arginina metil 
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éster (L-NAME) (Sigma), indometacina (Sigma), tetraetilamônio (TEA) (Sigma), 

1-H-[1, 2,4] Oxadiazole [4,3-a] quinoxalin-1-one (ODQ) (Sigma), LQFM 020 e 

LQFM 039. 

3.4. Protocolos experimentais 

3.5. Avaliação da Atividade Analgésica 

3.5.1. Teste de contorções abdominais induzidas por ácido acético 

 Para este teste foi empregada a metodologia descrita por Hendershot e 

Forsaith (1959) e Koster et al. (1959) (62, 63). Foram utilizados grupos 

experimentais de 8 camundongos tratados pela via oral com veículo (10 

mL/kg), com LQFM 020 (39, 76 e 152 µmol/kg), LQFM 039 (76, 152 e 304 µmol 

/kg) ou Indometacina (28 µmol/kg). Sessenta minutos após os tratamentos 

injetou-se em todos os animais o ácido acético a 1,2% v/v (10 mL/kg, i.p.). As 

contorções abdominais foram seguidas de torções do tronco e extensão de 

pelo menos um dos membros posteriores, provocadas pela irritação causada 

pelo ácido acético na cavidade abdominal, o número de contorções foram 

contados durante 30 minutos. Os resultados foram expressos como as médias 

± erro padrão da média (EPM) do número de contorções acumuladas em 30 

minutos em cada grupo experimental. 

3.5.2. Teste de dor induzida por formalina 

 Foram utilizados grupos experimentais de 8 camundongos tratados pela 

via oral com veículo (10 mL/kg),  LQFM 020 (152 µmol/kg), LQFM 039 (152 

µmol/kg), Indometacina (28 µmol/kg) ou por via subcutânea com Morfina (17 

µmol/kg). Sessenta minutos após os tratamentos pela via oral ou trinta minutos 

após o tratamento por via subcutânea foram injetados 20 µL de formalina 3% 

(formaldeído 1,2% v/v). Após a injeção do agente flogístico os animais foram 

observados individualmente durante trinta minutos em caixa de acrílico com 

fundo especular para auxiliar a visualização, permitindo avaliar dois tipos de 

dor, a de origem neurogênica (durante os primeiros 5 minutos), que ocorre 
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devido à estimulação direta nas terminações nociceptivas, e a de origem 

inflamatória (no período de 15 a 30 minutos), produzida pela liberação de 

mediadores inflamatórios (64, 65). Foi cronometrado o tempo de reatividade à 

dor, a qual é demonstrada por abanos, lambidas e mordidas na pata, a qual 

injetada com a formalina. Os resultados foram expressos como as médias ± 

EPM dos tempos, em segundos, de reatividade ao estímulo doloroso. 

3.5.3. Teste da flexão de cauda 

 Os grupos de animais (n=8) foram tratados por via oral com o veículo 

(10 mL/kg), LQFM 020 (152 µmol/kg), LQFM 039 (152 µmol/kg) ou pela via 

subcutânea com morfina (17 µmol/kg). O terço distal da cauda dos animais 

foram expostos a uma fonte térmica utilizando o aparelho analgesímetro. O 

tempo até a retirada da cauda (período de latência) foi utilizado como índice de 

nocicepção. O tempo máximo permitido de exposição da cauda ao estímulo foi 

de 20 s. As latências foram medidas em segundos nos tempos -30, 0, 30, 60, 

120, 150 e 180 minutos dos tratamentos (66). 
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3.6. Avaliação da Atividade Anti-inflamatória  

3.6.1. Avaliação sobre a atividade anti-inflamatória 

3.6.1.1. Teste de edema de pata induzido por carragenina 

Este teste segue a metodologia descrita por PASSOS et al., (2007) (67). 

Inicialmente os grupos de camundongos (n=8) foram tratados com veículo 

(10 mL/kg), LQFM 020 (152 µmol/kg), LQFM 039 (152 µmol/kg), ou 

indometacina (28 µmol/kg). Uma hora após o tratamento os animais 

receberam uma injeção intraplantar contendo 50 µL de carragenina (1%) na 

pata posterior direita. A pata posterior esquerda (contra lateral) foi utilizada 

como controle, e recebeu uma injeção contendo o mesmo volume (50 µL) 

de solução salina (NaCl 0,9 %). Após a injeção de carragenina o edema foi 

avaliado com o uso do aparelho Pletismômetro nos intervalos de tempo de 

0, 1, 2, 3 e 4 horas, após a injeção do agente flogístico. A formação do 

edema foi avaliada pela diferença de volume entre as patas. 

 

3.6.1.2. Teste de pleurisia induzida por carragenina 

Os grupos de camundongos (n=8) foram tratados com veículo (10 mL/kg), 

LQFM 020 (152 µmol/kg), LQFM 039 (152 µmol/kg) ou dexametasona (5 

µmol/kg). Sessenta minutos após os tratamentos os animais receberam 

uma injeção de carragenina 1% na cavidade pleural a fim de promover a 

formação processo inflamatório. Quatro horas após a indução do processo 

inflamatório foi feita a coleta do exsudato pleural que foi usado para fazer a 

contagem do número de leucócitos totais (SALEH et al., 1999. Adaptado) 

(68). 
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3.7. Avaliação sobre a atividade enzimática in vitro 

3.7.1. Efeito na atividade da cicloxigenase (COX) 

Para verificar o efeito do LQFM 020 e LQFM 039 sobre a atividade da 

COX, foi utilizado um kit enzimático (Colorimetric COX (ovine) Inhibitor 

Screening Assay Kit, Cayaman Chemical®). LQFM 020 foi testado nas 

concentrações de 0,17, 0,35, 0,69, 1,39 e 2,78 mM para COX-1 e para COX-2 

1,39 e 2,78 mM ou de LQFM 039 0,09, 0,17, 0,35, 0,69, 1,39 e 2,78 mM para 

COX-1 e para COX-2 0,17, 0,35, 0,69, 1,39 e 2,78 mM ou indometacina nas 

concentrações 6,99 µM; 14 µM; 28 µM; 55,9 µM; 0,11 mM e 0,22 mM para 

COX-1 e para COX-2 26,2 µM, 52,4 µM, 0,11 mM, 0,21 mM, 0,42 mM, 0,84 mM 

e 1,68 mM, os compostos nestas concentrações foram incubados diretamente 

com as enzimas COX-1 e nas concentrações de 40, 80, 160, 320 e 640 µg/mL 

incubadas com a COX-2. Foi avaliado o percentual de inibição das enzimas 

calculado através dos valores de absorbância em relação ao grupo controle. 

3.7.2. Efeito na atividade da Fosfolipase A2 

 A atividade da fosfolipase A2 foi avaliada segundo o método modificado 

descrito por Shiomi et al., (1998) (69). Inicialmente 1,4 mL de solução de gema 

de ovo a 2 mg/mL em tampão Tris HCl 0,1 M (pH 8,0), juntamente com 50 µL 

de LQFM 020 ou LQFM 039 nas concentrações de 3,8; 7,6 e 15,2 mM foram 

incubados com 50 µL de PLA2. A leitura das absorbâncias em 900 nm foram 

feitas inicialmente e após 5 minutos da adição da PLA2. A diferença entre a 

absorbância inicial e final representava a atividade enzimática, os resultados 

foram expressos como percentagem de atividade enzimática.  
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3.8. Reatividade Vascular 

Após a eutanásia dos animais, as aortas dos ratos foram 

cuidadosamente removidas e imersas imediatamente em solução nutriente 

Krebs-Henseleit modificada à 4ºC (pH 7,4; composição em mM: NaCl – 130; 

NaHCO3 – 14,9; KCl – 4,7; KH2PO4 – 1,18; MgSO4 7H2O – 1,17; CaCl2 2H2O – 

1,6; glicose – 5,5), em seguida foi removido todo tecido conectivo e, a seguir, a 

aorta foi seccionada em anéis transversais de aproximadamente 4 mm de 

comprimento. Os anéis vasculares foram suspensos por um par de hastes de 

aço inoxidável, em cubas de vidro (10mL) contendo solução nutritiva de Krebs-

Henseleit modificada sob temperatura constante de 37ºC e aerada com 

carbogênio (95% de O2  e 5% de CO2). Uma das extremidades do gancho foi 

conectada a um transdutor de força que acoplado a um sistema 

computadorizado, que permite o registro das contrações (Transdutor de força 

TIM-200, MOB IOB, Amplificador AECAD 04, AVS Projetos, Brasil). 

  As preparações permaneceram sob tensão de 1,5 g durante 60 minutos, 

período para estabilização, com trocas de solução nutritiva e ajuste de tensão a 

cada 15 minutos. Após estabilização, foi adicionada fenilefrina (Phe - 1µM para 

verificação da responsividade vascular ao estímulo contrátil) e, na sequência, 

acetilcolina (ACh - 10µM para a confirmação da presença ou ausência de 

endotélio funcional nas preparações estudadas). Para execução dos protocolos 

experimentais em aortas desprovidas de endotélio vascular, a camada íntima 

foi removida mecanicamente por meio da fricção de uma cânula metálica 

coberta de algodão no lúmen do vaso. Foram considerados anéis com 

endotélio funcional aqueles cujo relaxamento produzido pela ACh 

correspondeu a no mínimo 90% e para anéis sem endotélio, aqueles cujo 

relaxamento produzido correspondeu a no máximo 10%. 

 Após a realização do teste da integridade do endotélio, as preparações 

foram lavadas com solução nutritiva de Krebs-Henseleit modificada e mantidas 

em repouso por mais 60 minutos. 
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3.8.1. Avaliação do efeito da LQFM 020 ou LQFM 039 frente às 

contrações induzidas por Phe em preparações de anéis de aorta de 

rato com e sem endotélio  

 Após o período de estabilização, uma segunda resposta a Phe (1µM) foi 

obtida e, durante a fase tônica da contração resultante, foram construídas 

curvas concentração efeito (CCE) para a LQFM 020 ou para a LQFM 039 nas 

concentrações de 0,1µM; 0,3µM; 1µM; 3µM; 10µM e 1mM. Cerca de 60 

minutos após o término deste procedimento, induziu-se uma nova contração 

com Phe, seguida pela adição de ACh (10µM), com o objetivo de avaliar se o 

composto LQFM 020 ou LQFM 039 comprometia a integridade das 

preparações. O veículo (DMSO) também foi testado e a concentração final nas 

cubas não excedeu 1%.  

 Com o objetivo de avaliar o papel do endotélio no efeito do composto 

LQFM 020 ou LQFM 039, investigamos a capacidade destas substâncias 

causarem relaxamento vascular em anéis com endotélio e sem endotélio 

vascular. Ambos foram previamente contraídos com Phe (1µM) e em seguida 

CCE para o composto LQFM 020 ou LQFM 039 foi realizada. Ao final deste 

procedimento, aos anéis sem endotélio foi adicionado nitoprussiato de sódio 

(NPS - 1µM), um doador de óxido nítrico, para que fosse produzido 

relaxamento independente do endotélio, a fim de avaliar a viabilidade da 

preparação. 

3.8.2. Avaliação da participação da via NO/GMPc no efeito 

vasorelaxante de LQFM 020 ou LQFM 039 

 

Após avaliação na presença ou ausência do endotélio, anéis de aorta de 

ratos com endotélio foram previamente incubados com L-NAME (100μM – 

inibidor não seletivo da NOS) durante 30 minutos. A seguir, os anéis aórticos 

foram pré-contraídos com Phe (0,1μM). Quando a resposta contrátil atingiu um 

patamar, uma curva concentração efeito (CCE) para LQFM 020 ou LQFM 039 

foi construída. Além disso, para verificarmos a participação da guanilato ciclase 

solúvel (GCs), anéis aórticos com endotélio funcional foram previamente 

incubados durante 30 minutos com ODQ (10 μM), um inibidor da GCs. Após o 
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período de incubação, as preparações foram contraídas com Phe (0,1 μM) e 

então foi construída CCE com adição do LQFM 020 ou LQFM 039. Os efeitos 

foram expressos em porcentagens de relaxamento em relação à contração 

máxima obtida com Phe. A resposta máxima do efeito vasorrelaxante dos 

compostos foi avaliada através de comparação dos valores de Emax na 

presença e na ausência de L-NAME ou ODQ. 

3.8.3. Avaliação da participação de prostanóides vasodilatadores 

no efeito vasorelaxante de LQFM 020 ou LQFM 039 

Após a confirmação da presença de endotélio vascular funcional, tecidos 

aórticos com endotélio funcional foram previamente incubados durante 30 

minutos com indometacina (10 μM - um inibidor não seletivo da COX). Após o 

período de incubação, induziu-se uma contração com Phe (0,1 μM) e na fase 

tônica desta contração foi construída CCE com adição do LQFM 020 ou LQFM 

039. Os efeitos foram expressos em porcentagens de relaxamento em relação 

à contração máxima obtida com Phe. A potência vasorrelaxante dos compostos 

foi avaliada através dos valores de CE50 e sua capacidade máxima de resposta 

foi avaliada através de Emax, na presença e na ausência de indometacina. 

 

3.8.4. Avaliação da participação de dos canais de potássio 

vasodilatadores no efeito vasorelaxante de LQFM 020 ou LQFM 

039 

Após a confirmação da presença de endotélio vascular funcional, tecidos 

aórticos com endotélio funcional foram previamente incubados durante 30 

minutos com tetraetilamônio (TEA, 1 mM - um inibidor não seletivo dos canais 

de potássio voltagem depentente) ou Glibenclamida (um inibidor de canais de 

potássio sensível à ATP). Após o período de incubação, induziu-se uma 

contração com Phe (0,1 μM) e na fase tônica desta contração foi construída 

CCE com adição do LQFM 020 ou LQFM 039. Os efeitos foram expressos em 

porcentagens de relaxamento em relação à contração máxima obtida com Phe. 

A potência vasorrelaxante dos compostos foi avaliada através dos valores de 
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CE50 e sua capacidade máxima de resposta foi avaliada através de Emax, na 

presença e na ausência de TEA ou Glibenclamida. 

3.8.5. Avaliação do efeito de LQFM 020 ou LQFM 039 sobre as 

contrações induzidas por CaCl2 

Para verificar se o relaxamento promovido por LQFM 020 ou LQFM 039 

envolvia o influxo de Ca2+, anéis sem endotélio foram pré-contraídos com um 

solução despolarizante (KCl 120 mM ), após um período de estabilização de 30 

minutos foi testado a ausência do endotélio. Após outro período de 

estabilização de 30 minutos, as preparações foram incubadas com veículo ou 

com concentrações de LQFM 020 ou LQFM 039 (1µM – 1mM) em solução de 

Krebs Henseleit livres de Ca2+. Após 20 minutos, o tecido foi colocado em 

solução hiperpolarizante (60mM) e após o período de 10 minutos, foram 

construídas CCE para o CaCl2 (10mM - 0,1mM). Preparações submetidas ao 

mesmo protocolo em líquido nutritivo sem Ca2+, porém com exposição ao 

veículo foram utilizadas como controle nesses experimentos. Os resultados 

foram expressos como porcentagens da resposta máxima contrátil para KCl 

(120mM) e as curvas foram comparadas estatisticamente. 

 

3.9. Análise estatística 

Os resultados foram expressos como média ± erro padrão da média 

(EPM) de 7 a 10 animais por grupo. As análises estatísticas foram realizadas 

utilizando-se teste “t” de Student no caso de comparação de duas médias ou 

análise de variância de uma via (ANOVA) seguido do teste de Tukey ou anova 

de variância de duas vias (Two-Way-ANOVA) seguido pelo pós-teste 

Bonferroni. Os valores foram considerados significativos para p<0,05. 
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4. Resultados 

4.1. Avaliação da Atividade Analgésica 

4.1.1. Teste de contorções abdominais induzidas por ácido acético 

 O tratamento com LQFM 020 ou LQFM 039 produziu uma redução 

significante no número de contorções abdominais induzidas pelo ácido acético. 

Os tratamentos prévios com o LQFM 020 (39, 76 e 152 µmol/kg), LQFM 039 

(76, 152 e 304 µmol /kg) ou Indometacina (28 µmol/kg) reduziram o número de 

contorções para 53 ± 5; 49 ± 2; 36 ± 1; 58 ± 4; 53 ± 3; 42 ± 3 e 51 ± 5 

respectivamente, enquanto que no grupo controle (veículo 10 mL/kg) o número 

de contorções foi de 89 ± 2. (Figura 8).  
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Figura 8. Efeito do LQFM 020 e LQFM 039 sobre o número de contorções abdominais 

induzidas por ácido acético. As barras verticais representam as médias ± erro padrão das 

médias do número de contorções abdominais (n=8) em 30 minutos após a administração do 

ácido acético (i.p.). *** P<0,001 quando comparado com o veículo segundo a análise análise de 

variância (ANOVA), seguido do pós-teste de Tukey. 
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4.1.2. Teste de dor induzida por formalina 

 No teste de dor induzida por formalina o tratamento prévio com LQFM 

020 (152 µmol/kg), LQFM 039 (152 µmol/kg), Indometacina (28 µmol/kg) ou 

Morfina (17 µmol/kg) reduziram os tempos de reatividade à dor dos animais 

tanto na fase neurogênica: do valor controle (veículo 10 mL/kg v.o.) de 75,57 ± 

3,2s para 69,09 ± 3,73s; 65,87 ± 2,82; 84,06 ± 9,1 e 6,63 ± 2,41s 

respectivamente, quanto na fase inflamatória: 144 ± 6,7s para 52,98 ± 6,8s; 

57,99 ± 3,88; 57,79 ± 7,86s; 2,07 ± 2,07s. (Figura 9). 
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Figura 9. Efeito do LQFM 020 e LQFM 039 no teste de dor induzida por formalina na fase 

neurogênica (0-5 min.) e fase inflamatória (15-30 min.). As barras verticais representam as 

médias ± erro padrão das médias do número do tempo de reatividade à dor dos animais 

expressos em segundos em ambas as fases do teste (n=8). *** P<0,001, **P<0,01 e *P<0,05 

quando comparado com o veículo segundo a análise de variância (ANOVA), seguido do pós-

teste de Tukey. 
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4.1.3. Teste de Flexão de Cauda 

 Os tratamentos com LQFM 020 na dose de 152 µmol/kg ou LQFM 039 

na dose de 152 µmol/kg não alteraram a latência para reatividade ao estímulo 

térmico durante todo o experimento. Já o controle positivo morfina (35 µmol/kg 

s.c.) aumentou a latência para reatividade ao estímulo térmico a partir de 30 

minutos do tratamento (Figura 10). 
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Figura 10. Efeito do LQFM 020 e LQFM 039 sobre a latência ao estímulo térmico no teste de 

flexão de cauda. Os símbolos e linhas verticais representam as médias ± o erro padrão das 

médias do tempo para retirada da cauda expressos em segundos (n=8). *** P<0,001 e 

**P<0,01 quando comparado com o veículo segundo a análise de variância (Two-Way-

ANOVA), seguido do pós-teste de Bonferroni. 
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4.2. Avaliação da Atividade Anti-inflamatória  

4.2.1. Avaliação sobre a atividade anti-inflamatória 

4.2.1.1. Edema de pata induzido por carragenina 

No edema de pata induzido por carragenina, o tratamento com LQFM 020 

na dose de 152 µmol/kg (v.o.) ou indometacina 28 µmol/kg (v.o.) reduziram 

o edema na 1° hora em 20 e 30%, respectivamente. Na 2° hora estes 

tratamentos foram capazes de reduzir em 26 e 37%, respectivamente. Na 

3° hora foi observada uma redução de 26 e 38%, respectivamente. E na 4° 

hora a redução foi de 27 e 36%, respectivamente. O tratamento com LQFM 

039 na dose de 152 µmol/kg (v.o.) não foi capaz de reduzir o edema na 1° 

após o tratamento. Já na 2° hora LQFM 039 (152 µmol/kg) foi capaz de 

reduzir o edema em 20%. Na 3° hora foi observada uma redução de 23%. E 

na 4° hora a redução foi de 24% (Figura 11). 

 

0 1 2 3 4

0

30

60

90

120

150

180
Veículo 10 mL/kg v.o.

LQFM 020 152 µmol/kg v.o.

Indometacina 28 µmol/kg v.o.

Tempo (h)

*** *** ***
****** *** *** ***

LQFM 039 152 µmol/kg v.o.***

D
if

e
re

n
ç

a
 e

n
tr

e
 a

s
 p

a
ta

s
 (

µ
L

)

 

Figura 11. Efeito do LQFM 020 e LQFM 039 sobre o edema de pata induzido por 

carragenina. Os símbolos e linhas verticais representam as médias ± o erro padrão das 

médias do tempo para retirada da cauda expressos em segundos (n=8). *** P<0,001 

quando comparado com o veículo segundo a análise de variância (Two-Way-ANOVA), 

seguido do pós-teste de Bonferroni. 
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4.2.1.2. Teste da pleurisia induzida por carragenina 

No teste da pleurisia induzida por carragenina, os tratamentos com 

LQFM 020 ou LQFM 039 na dose de 152 µmol/kg ou dexametasona 5 µmol/kg) 

foram capazes de reduzir significativamente a quantidade de leucócitos totais 

migrados para o exsudato pleural em 35,81±5,54%, 30,0±7,35% e  

64,53±6.0%, respectivamente, quando comparado ao grupo tratado com 

veículo (Figura 12).  
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Figura 12. Efeito do LQFM 020 e LQFM 039 sobre a migração leucocitária no teste de 

pleurisia induzida por carragenina. As barras verticais representam as médias ± erro 

padrão das médias do número de leucócitos totais migrados para o exsudato pleural (n=8) 

após a administração da carragenina na cavidade pleural *** P<0,001 e ** P<0,05 quando 

comparado com o veículo segundo a análise análise de variância (ANOVA), seguido do 

pós-teste de Tukey. 
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4.3. Avaliação sobre a atividade enzimática in vitro 

4.3.1. Efeito na atividade da cicloxigenase (COX) 

 Os resultados da ação do LQFM 020 e LQFM 039 sobre a atividade das 

enzimas COX-1 e COX-2, mostram que estas moléculas apenas são capazes 

de inibir a atividade destas enzimas em concentrações muito elevadas em 

comparação com o controle positivo indometacina (Tabela 1).  

 

  COX-1      COX-2 

 Concentração Inibição   Concentração Inibição 

 0 -   0 - 

 0,175 mM 0%   1,4 mM 15,2% 

LQFM 020 
0,35 mM 

0% 
  2,8 mM 

7% 

 0,7 mM 1,4%       
 1,4 mM 11,3%       
 2,8 mM 30%       

 0 -  0 - 

 0,175 mM 0%  0,175 mM 5,6% 

LQFM 039 0,35 mM 7%  0,35 mM 12,6% 

 0,7 mM 9%  0,7 mM 6% 

 1,4 mM 4%  1,4 mM 0% 

 2,8 mM 40%  2,8 mM 0% 

 0 -  0 - 

 7 µM 39,20%  26,2 µM 27,60% 

Indometacina 14 µM 48,00%  52,4 µM 46,70% 

 28 µM 50,40%  0,11 mM 48,60% 

 56 µM 52,00%  0,21 mM 54,30% 

 0,12 mM 52,00%  0,42 mM 66,70% 

 0,24 mM 53,60%  0,84 mM 71,40% 

    1,68 mM 72,90% 
Tabela 1. Efeito do LQFM 020 e LQFM 039 sobre a atividade das enzimas COX-1 e COX-2. Os 
valores representam a porcentagem de inibição das enzimas COX-1 e COX-2 na presença do 

composto LQFM 020, LQFM 039 ou Indometacina. 
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4.3.2. Avaliação da atividade da Fosfolipase A2 

 Os compostos LQFM 020 e LQFM 039 nas diferentes concentrações 

testadas não foram capazes de inibir a atividade da enzima PLA2 sobre os 

fosfolipídios presentes na gema de ovo durante os 5 minutos de observação 

(Tabela 2). 

 

  PLA2   

 
Concentração (mg/mL) Inibição (%) 

    0,875 0 

LQFM 020 1,75 16,8 

  3,5 25,6 

 
0,875 0 

LQFM 039 1,75 0,5 

  3,5 0 

Manacá 0,75 67,2% 
Tabela 2. Efeito do LQFM 020 e LQFM 039 sobre a atividade da enzima PLA2. Os valores 
representam a porcentagem de inibição da enzima PLA2 na presença do composto LQFM 020, 
LQFM 039 e o controle positivo Manacá. 
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4.4. Reatividade Vascular 

4.4.1. Efeito de LQFM 020 e LQFM 039 frente à contração induzida 

por Phe em preparações de anéis de aorta de rato com e sem 

endotélio 

Em anéis de aorta torácica de ratos com endotélio, a LQFM 020 

produziu efeito vasodilatador dependente de concentração (1 µM – 1 mM), 

apresentando efeito máximo (Emax) de 93,29 ± 2,05%. Este efeito foi 

significativamente diferente quando comparado ao relaxamento promovido pelo 

veículo (Emax = 10,77 ± 5,96%). A CE50 ± EPM foi de 0,21 ± 0,08 mM. Em 

preparações desprovidas de endotélio, a LQFM 020 apresentou efeito 

dependente de concentração (1 µM – 1 mM), com Emax de 91,86 ± 2,27%, 

sendo este efeito significativamente diferente quando comparado ao 

relaxamento promovido pelo veículo (Emax = 6,18 ± 3,03%). A CE50 ± EPM foi 

de 0,42 ± 0,05. Em anéis de aorta torácica de ratos com endotélio, a LQFM 039 

produziu efeito vasodilatador dependente de concentração (1 µM – 1 mM), 

apresentando efeito máximo (Emax) de 80,53 ± 7,27%. Este efeito foi 

significativamente diferente quando comparado ao relaxamento promovido pelo 

veículo (Emax = 9,49 ± 4,79%). A CE50 ± EPM foi de 0,37 ± 0,05 mM (Figura 8; 

Tabela 7). Em preparações desprovidas de endotélio, a LQFM 039 apresentou 

efeito dependente de concentração (1 µM – 1 mM), com Emax de 76,16 ± 

5,31%, sendo este efeito significativamente diferente quando comparado ao 

relaxamento promovido pelo veículo (Emax = 6,69 ± 2,40%). A ± EPM foi de 0,58 

± 0,05 mM (Figura 13; Tabela 3). 
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Figura 13. Efeito vasorrelaxante dos compostos LQFM 020 e LQFM 039 em aorta torácica de 
ratos com e sem endotélio. Curvas concentração efeito (CCE) de LQFM 020 (1 µM – 1 mM) ou 
LQFM 039 (1 µM – 1 mM) em aortas torácicas de ratos Wistar com endotélio (E+) e sem 
endotélio (E-) pré-contraídas com Phe (1µM). Os símbolos e linhas verticais representam a 
média ± epm de 5-7 animais por grupo. ** P < 0,05 e *** P<0,001 quando comparado ao 
veículo segundo a análise de variância de duas vias (Two-Way-ANOVA), seguido do pós-teste 
de Bonferroni. 

 

 

 Emax (%) Emax (%)                             CE50 (mM) 

                   Veículo                  LQFM 020 

E+ 10,77 ± 5,96 93,29 ± 2,05* 0,21 ± 0,08 

E- 6,18 ± 3,03 91,26 ± 2,27* 0,42 ± 0,05# 

   Veículo     LQFM 039 

E+ 9,49 ± 4,79 80,53 ± 7,27* 0,34 ± 0,04 

E- 6,69 ± 2,40 76,16 ± 5,31* 0,58 ±0,05# 

Tabela 3 – Valores de efeito máximo (Emax) e da concentração efetiva 50% (CE50), 
determinados para o composto LQFM 020 e LQFM 039 em preparações de aorta torácica de 
ratos Wistar com (E+) ou sem (E-) endotélio pré-contraídas com fenilefrina (Phe). Os valores de 
Emax (Efeito máximo) representam a média ± epm de 5-7 animais por grupo. Os valores de CE50 
representam a média ± EPM. 
CE50 - Concentração que promove 50% do Emax 
* P < 0,05 quando comparado ao veículo.                                                                                      

# P < 0,05 quando comparado à CE50 da LQFM 020 ou LQFM 039 em preparações E+. 
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4.4.2. Avaliação da participação da via NO/GMPc no efeito 
vasorelaxante de LQFM 020 e LQFM 039 

 

O efeito vasorelaxante de LQFM 020 em anéis de aorta isolada de ratos 

quando incubadas com L-NAME (100 µM) foi significamente atenuado 

(Emax=70,62±6,31) quando comparado à resposta obtida na ausência deste 

inibidor (Emax= 93.58±2,76). Para LQFM 039 o efeito vasorelaxante em anéis de 

aorta isolada de ratos quando incubadas com L-NAME (100 µM) também foi 

significamente atenuado (Emax= 42,05±9,175) quando comparado à resposta 

obtida na ausência do inibidor (Emax= 93.58±2,76). Quando os anéis de aorta 

isolada de ratos foram incubadas com ODQ (10 µM) efeito vasorelaxante de 

LQFM 020 foi significamente atenuado (Emax= 67,56±8,31) quando comparado 

à resposta obtida na ausência deste inibidor (Emax= 93.58±2,76). Para LQFM 

039 o efeito vasorelaxante em anéis de aorta isolada de ratos quando 

incubadas com ODQ (10 µM) também foi significamente atenuado (Emax= 

35,80±10,67) quando comparado à resposta obtida na ausência do inibidor 

(Emax= 93.58±2,76) (Figura 14; Tabela 4). 
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Figura 14. Efeito vasorelaxante dos compostos LQFM 020 e LQFM 039 em aorta torácica 
de ratos na presença dos inibidores L-NAME e ODQ. Curvas concentração efeito (CCE) de 
LQFM 020 (1 µM – 1 mM) em anéis aórticos de ratos com endotélio intacto pré-contraídos 
com fenilefrina (Phe - 0,1 μM) na ausência ou na presença de Nω-nitro-L-arginina metil 
éster (LNAME - inibidor da óxido nítrico sintase - 100 μM) ou 1H-[1,2,4]oxadiazolo[4,3- 
alpha]quinoxalin-1-one (ODQ - inibidor da guanilato ciclase - 10 μM) (A) Curvas 
concentração efeito (CCE) de LQFM 039 (1 µM – 1 mM) em anéis aórticos de ratos com 
endotélio intacto pré-contraídos com fenilefrina (Phe - 0,1 μM) na ausência ou na presença 
de Nω-nitro-L-arginina metil éster (LNAME - inibidor da óxido nítrico sintase - 100 μM) ou 
1H-[1,2,4]oxadiazolo[4,3- alpha]quinoxalin-1-one (ODQ - inibidor da guanilato ciclase - 10 
μM)  (B). Os símbolos e linhas verticais representam a média ± e.p.m. de 6 a 8 
experimentos. ** P <0,005 e ***P<0,001 quando comparado ao grupo LQFM 020 ou LQFM 
039 segundo a análise de variância de duas vias (Two-Way-ANOVA), seguido do pós-teste 
de Bonferroni. 

 

 

 LQFM 020 LQFM 039 

 Emax (%) CE50 (mM) Emax (%) CE50 (mM) 

Controle 93.58±2,76 _ 80,47±5,61 _ 

L-NAME 
 

70,62±6,31 _ 42,05±9,17 _ 

ODQ 67,56±8,31 _ 35,80±10,67 _ 
 

Tabela 4 – Valores de efeito máximo (Emax) e da concentração efetiva 50% (CE50), 

determinados para o composto LQFM 020 e LQFM 039 em preparações de aorta torácica de 

ratos Wistar incubadas com L-NAME ou ODQ. Os valores de Emax (Efeito máximo) representam 

a média ± epm de 5-7 animais por grupo. Os valores de CE50 representam a média ± EPM. 
CE50 - Concentração que promove 50% do Emax 
* P < 0,05 quando comparado ao veículo.                                                                                      

# P < 0,05 quando comparado à CE50 da LQFM 020 ou LQFM 039 em preparações na 

ausência do inibidor L-NAME ou ODQ. 
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4.4.3. Avaliação da participação dos canais de potássio no efeito 
vasorelaxante de LQFM 020 e LQFM 039 

 

O efeito vasorelaxante de LQFM 020 em anéis de aorta isolada de ratos 

quando incubadas com TEA (1 mM) foi significamente atenuado (Emax= 

89,62±7,63) quando comparado à resposta obtida na ausência deste inibidor 

(Emax= 94,80±2,07). Já para LQFM 039 o efeito vasorelaxante em anéis de 

aorta isolada de ratos quando incubadas com TEA (1 mM) não foi atenuado 

(Emax= 96,55±2,42) quando comparado à resposta obtida na ausência do 

inibidor (Emax= 93,06±2,88) (Figura 15; Tabela 5). 

 

 

 

 

Figura 15. Efeito vasorelaxante dos compostos LQFM 020 e LQFM 039 em aorta 

torácica de ratos na presença do inibidor dos canais de potássio dependentes de voltagem – 

TEA. Curvas concentração efeito (CCE) de LQFM 020 (1 µM – 1 mM) em anéis aórticos de 

ratos com endotélio intacto pré-contraídos com fenilefrina (Phe - 0,1 μM) na ausência ou na 

presença de tetraetilamônio (TEA - bloqueador não seletivo de canais de potássio dependentes 

de voltagem - 1 mM) (A) Curvas concentração efeito (CCE) de LQFM 039 (1 µM – 1 mM) em 

anéis aórticos de ratos com endotélio intacto pré-contraídos com fenilefrina (Phe - 0,1 μM) na 

ausência ou na presença de tetraetilamônio (TEA - bloqueador não seletivo de canais de 

potássio dependentes de voltagem - 1 mM)  (B). Os símbolos e linhas verticais representam a 

média ± e.p.m. de 6 a 8 experimentos. ** P <0,005 e ***P<0,001 quando comparado ao grupo 

LQFM 020 ou LQFM 039 segundo a análise de variância de duas vias (Two-Way-ANOVA), 

seguido do pós-teste de Bonferroni. 
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 LQFM 020 LQFM 039 

 Emax (%) CE50 (mM) Emax (%) CE50 (mM) 

Controle 94,80±2,07 0,17±0,05 93,06±2,88 2,46±0,6 

TEA 89,62±7,63 3,87±0,043 96,55±2,42 3,39±0,07 

Tabela 5. – Valores de efeito máximo (Emax) e da concentração efetiva 50% (CE50), 

determinados para o composto LQFM 020 e LQFM 039 em preparações de aorta torácica de 

ratos Wistar incubadas com TEA. Os valores de Emax (Efeito máximo) representam a média ± 

epm de 5-7 animais por grupo. Os valores de CE50 representam a média ± EPM. 
CE50 - Concentração que promove 50% do Emax 
* P < 0,05 quando comparado ao veículo.                                                                                      

# P < 0,05 quando comparado à CE50 da LQFM 020 ou LQFM 039 em preparações na 

ausência do inibidor TEA. 

O efeito vasorelaxante de LQFM 020 em anéis de aorta isolada de ratos 

quando incubadas com Glibenclamida (10 µM) foi significamente atenuado 

(Emax= 93,44±2,925) quando comparado à resposta obtida na ausência deste 

inibidor (Emax= 93,48±1,53). Para LQFM 039 o efeito vasorelaxante em anéis de 

aorta isolada de ratos quando incubadas com Glibenclamida (10 µM) também 

foi atenuado (Emax= 68,17±11,76) quando comparado à resposta obtida na 

ausência do inibidor (Emax= 79,90±6,02) (Figura 16; Tabela 5). 
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Figura 16. Efeito vasorrelaxante dos compostos LQFM 020 e LQFM 039 em aorta 

torácica de ratos na presença do inibidor dos canais de potássio sensíveis a ATP – 

Glibenclamida. Curvas concentração efeito (CCE) de LQFM 020 (1 µM – 1 mM) em anéis 

aórticos de ratos com endotélio intacto pré-contraídos com fenilefrina (Phe - 0,1 μM) na 

ausência ou na presença de glibenclamida (GB - bloqueador de canais de potássio sensíveis a 

ATP - 10 µM) (A) Curvas concentração efeito (CCE) de LQFM 039 (1 µM – 1 mM) em anéis 

aórticos de ratos com endotélio intacto pré-contraídos com fenilefrina (Phe - 0,1 μM) na 

ausência ou na presença de glibenclamida (GB - bloqueador de canais de potássio sensíveis a 

ATP - 10 µM) (B). Os símbolos e linhas verticais representam a média ± e.p.m. de 6 a 8 

experimentos.*P<0,01; ** P <0,005 e ***P<0,001 quando comparado ao grupo LQFM 020 ou 

LQFM 039 segundo a análise de variância de duas vias (Two-Way-ANOVA), seguido do pós-

teste de Bonferroni. 

 

 

 LQFM 020 LQFM 039 

 Emax (%) CE50 (mM) Emax (%) CE50 (mM) 

Controle 93,48±1,53 0,16±0,09 68,17±11,76 0,96±0,16 

GB  93,44±2,925 3,43±0,06 79,90±6,02 3,215±0,05 

Tabela 6 – Valores de efeito máximo (Emax) e da concentração efetiva 50% (CE50), 

determinados para o composto LQFM 020 e LQFM 039 em preparações de aorta torácica de 

ratos Wistar incubadas com Glibenclamida. Os valores de Emax (Efeito máximo) representam a 

média ± epm de 5-7 animais por grupo. 
Os valores de CE50 representam a média ± EPM. 
CE50 - Concentração que promove 50% do Emax 
* P < 0,05 quando comparado ao veículo.                                                                                      
# P < 0,05 quando comparado à CE50 da LQFM 020 ou LQFM 039 em preparações na 

ausência do inibidor Glibenclamida. 
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4.4.4. Avaliação da participação dos prostanóides vasodilatadores 
no efeito vasorelaxante de LQFM 020 e LQFM 039 

 

O efeito vasorelaxante de LQFM 020 em anéis de aorta isolada de ratos 

quando incubadas com Indometacina (10 μM) foi significamente atenuado 

(Emax= 81,97±4,39) quando comparado à resposta obtida na ausência deste 

inibidor (Emax= 93,69±2,39). Já para LQFM 039 o efeito vasorelaxante em anéis 

de aorta isolada de ratos quando incubadas com indometacina (10 µM) não foi 

alterado (Emax= 94,82±2,88) quando comparado à resposta obtida na ausência 

do inibidor (Emax= 88,24±4,14) (Figura 17; Tabela 7). 

 

 

 

 

Figura 17. Efeito vasorelaxante dos compostos LQFM 020 e LQFM 039 em aorta 

torácica de ratos na presença de Indometacina. Curvas concentração efeito (CCE) de LQFM 

020 (1 µM – 1 mM) em anéis aórticos de ratos com endotélio intacto pré-contraídos com 

fenilefrina (Phe - 0,1 μM) na ausência ou na presença de indometacina (10 μM - um inibidor 

não seletivo da COX).  (A) Curvas concentração efeito (CCE) de LQFM 039 (1 µM – 1 mM) em 

anéis aórticos de ratos com endotélio intacto pré-contraídos com fenilefrina (Phe - 0,1 μM) na 

ausência ou na presença de indometacina (10 μM - um inibidor não seletivo da COX) (B). Os 

símbolos e linhas verticais representam a média ± e.p.m. de 6 a 8 experimentos. ***P<0,001 

quando comparado ao grupo LQFM 020 ou LQFM 039 segundo a análise de variância de duas 

vias (Two-Way-ANOVA), seguido do pós-teste de Bonferroni. 
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 LQFM 020 LQFM 039 

 Emax (%) CE50 (mM) Emax (%) CE50 (mM) 

Controle 93,69±2,39 0,25±0,08 88,24±4,14 2,7±0,50 

INDO 81,97±4,39 3,34±0,04 94,82±2,88 3,356±0,07 

Tabela 7 – Valores de efeito máximo (Emax) e da concentração efetiva 50% (CE50), 

determinados para o composto LQFM 020 e LQFM 039 em preparações de aorta torácica de 

ratos Wistar incubadas com Indometacina. Os valores de Emax (Efeito máximo) representam a 

média ± epm de 5-7 animais por grupo. Os valores de CE50 representam a média ± EPM. 
CE50 - Concentração que promove 50% do Emax 
* P < 0,05 quando comparado ao veículo.                                                                                      

# P < 0,05 quando comparado à CE50 da LQFM 020 ou LQFM 039 em preparações na 

ausência do inibidor Indometacina. 
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4.4.5. Avaliação do efeito de LQFM 020 ou LQFM 039 sobre as 

contrações induzidas por CaCl2 

Em preparações de anéis de aorta sem o endotélio funcional 

previamente incubados com solução hiperpolarizante e livre de Ca2+ (KCl 60 

mM), a incubação de LQFM 020 ou LQFM 039, nas concentrações de 0,3 e 

1mM, foram capazes de bloquear significativamente as contrações induzidas 

por concentrações cumulativas de CaCl2. (Figura 18). 

 

 

 

Figura 18. Efeito vasorelaxante dos compostos LQFM 020 e LQFM 039 sobre as 

contrações induzidas por CaCl2. Resposta contrátil induzida pela adição cumulativa de Ca
2+ 

(10 

mM - 0,1 mm) em anéis de aorta despolarizados por KCl (60 mM) em uma solução livre de 

Ca
2+

 na presença ou na ausência do (a) LQFM 020 ou (b) LQFM 039 nas concentrações 0,1; 

0,3 e 1mM. As respostas contráteis induzidas pelo cálcio foram expressas como porcentagem 

de contração em relação ao KCl (120 mM). Os símbolos e linhas verticais representam a média 

± e.p.m. de 6 a 8 experimentos. ** P <0,005 e ***P<0,001 quando comparado ao grupo LQFM 

020 ou LQFM 039 segundo a análise de variância de duas vias (Two-Way-ANOVA), seguido do 

pós-teste de Bonferroni. 
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5. Discussão 

 A dor é descrita como um sinal cardinal de processos inflamatórios. O 

controle dessas condições leva à busca por novos fármacos, tanto analgésicos 

quanto anti-inflamatórios, que tenham boa eficácia para auxiliar no tratamento 

da dor e inflamação. Os derivados pirazólicos ganham destaque neste contexto 

por apresentarem resultados nas pesquisas em busca de fármacos que 

possuem atividade antinociceptiva e/ou anti-inflamatória como mostrou Ragab 

(2013) (70, 71) em estudo realizado com um novo derivado pirazólico. Milano 

(2008) (72), estudou o efeito antinociceptivo de um novo composto (4-methil-5-

trifluorometil-5-hidroxi-4,5-diidro-1H-pirazol metil ester), o qual chamou de 

MPF4, neste estudo o composto revelou ser um alvo potencial para 

desenvolvimento de novos fármacos para o tratamento da dor inflamatória além 

de que na maior dose usada nos testes em que foi visto um efeito 

antinociceptivo este protótipo não causou lesões gástricas. Estes resultados 

promissores justificam o fato de vários derivados pirazólicos serem 

desenvolvidos e estudados quanto ao seu potencial analgésico e anti-

inflamatório, além de serem avaliados aspectos de segurança farmacológica.

 Os derivados pirazólicos 5-[1-(4-fluorfenil)-1H-pirazol-4-il]-2H-tetrazola 

(LQFM 020) e 5-[1-(2-fluorofenil)-1H-pirazol-4-il]-2H-tetrazola (LQFM 039) 

foram testados quanto aos seus efeitos farmacológicos em modelos agudos de 

nocicepção e inflamação em camundongos, além disso, foram realizados 

testes para se avaliar o efeito vasorelaxante em aorta de ratos como já descrito 

para um análogo destes compostos por Martins et al. (2013) (73). 

 O primeiro modelo farmacológico empregado foi o teste de contorções 

abdominais induzidas por ácido acético em camundongos. O ácido acético atua 

na cavidade abdominal do animal induzindo a liberação de mediadores 

endógenos que estimulam os neurônios nociceptivos, tais como histamina, 

serotonina, bradicinina, citocinas e principalmente prostaglandinas, também 

são liberados TNF-α e IL-1β. Neste modelo observa-se a contração e rotação 

do abdômen seguida pela extensão de uma ou das duas patas traseiras dos 

camundongos. Os animais tratados com o composto LQFM 020 tiveram uma 

redução de 59% com a maior dose utilizada e LQFM 039 reduziu o número de 

contorções em 52% com a maior dose testada (Figura 8). Os intervalos de 
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doses utilizados dos dois compostos demonstraram um efeito dose-

dependente. Para dar continuidade ao estudo foram selecionadas as doses 

intermediárias por apresentarem valores semelhantes quanto aos efeitos 

observados neste modelo. 

 Apesar do efeito dose-dependente visto, portanto, sugestivo de efeito 

específico, deve-se ressaltar que o teste de contorções abdominais induzidas 

por ácido acético, apesar de ser bastante sensível a fármacos com atividades 

analgésica e anti-inflamatória pode sofrer influência de fármacos com outras 

propriedades, justificando o uso de outros testes para se avaliar o efeito 

antinociceptivo. O teste da formalina apresenta duas fases distintas, uma 

primeira denominada de fase neurogênica que começa imediatamente após a 

injeção intraplantar da formalina e possui curta duração, esta fase é 

caracterizada pela liberação de mediadores como serotonina, substância P, 

cininas, histamina e peptídeo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP). A 

fase posterior ou tardia denominada de fase inflamatória é mais duradoura e 

persistente, causada por inflamação local devido à formação e/ou liberação de 

mediadores como citocinas, eicosanóides, cininas, glutamato e óxido nítrico 

(64, 74, 75).  

 O tratamento dos animais com o composto LQFM 020 reduziu o tempo 

de reatividade à dor na primeira fase em 69% e na segunda fase em 53%. 

Quando tratados com o composto LQFM 039 também houve redução do tempo 

de reatividade à dor em 65% na primeira fase e em 58% na segunda fase do 

teste. O resultado obtido neste teste mostra que os compostos possuem uma 

ação sugestiva de atividade antinociceptiva por reduzir a dor nas duas fases do 

teste não nos permitindo diferenciar efeito analgésico de uma atividade anti-

inflamatória, o que pode ser sugerido quando há uma redução significativa 

apenas na segunda fase do teste (Figura 9). 

 Com intuito de se investigar o possível mecanismo de ação envolvido no 

efeito antinociceptivo observado nos teste de contorções abdominais induzida 

por ácido acético e no teste de dor induzida por formalina, foi realizado o teste 

de flexão de cauda. Este é um teste de nocicepção térmica que avalia a 

atividade antinociceptiva central, onde uma fonte de calor é emitida no terço 

distal da cauda do animal promovendo um movimento de retirada devido à alta 

temperatura, assim como descrito por D’Amour e Smith em 1941 (76). Neste 
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modelo os animais tratados com LQFM 020 e LQFM 039 não foram capazes de 

alterar a latência ao estímulo térmico, isso sugere que o efeito analgésico visto 

nos teste de nocicepção realizados anteriormente não envolvem mecanismos 

centrais (Figura 10). 

 Para a investigação de uma possível ação anti-inflamatória foi avaliado o 

efeito dos compostos sob o edema de pata induzido por carragenina em 

camundongos. O desenvolvimento de edema de pata em camundongos após a 

injeção de carragenina é caracterizada pelo envolvimento de múltiplos 

mediadores inflamatórios. As primeiras duas horas após a injeção é 

principalmente devido à liberação de agentes pró-inflamatórios, incluindo a 

histamina, serotonina e bradicinina, enquanto as horas seguintes após a 

injeção podem correlacionar-se com liberação de prostaglandinas (77). No 

teste de edema da pata induzido por carragenina, o desenvolvimento de edema 

é geralmente relacionado com o surgimento precoce de um exsudato 

inflamatório (78). LQFM 020 reduziu significativamente o edema a partir da 

primeira hora e LQFM 039 reduziu o edema a partir da segunda hora após a 

injeção de carragenina (Figura 11). 

Outro teste utilizado para avaliar a capacidade anti-inflamatória dos 

compostos LQFM 020 e LQFM 039, foi o teste de pleurisia induzida por 

carragenina para avaliar a migração de leucócitos totais para o local da 

inflamação. A carragenina é um polissacarídeo sulfatado que desencadeia a 

inflamação aguda envolvendo uma liberação sequencial de vários mediadores 

pró-inflamatórios, especialmente histamina, serotonina, cininas, 

prostaglandinas, tromboxanos e óxido nítrico. Este modelo de inflamação 

aguda permite a quantificação de leucócitos que migram para a cavidade 

pleural, sob a ação de agentes quimiotácticos, principalmente os leucotrienos e 

as interleucinas, e é sensível à ação de fármacos anti-inflamatórios não 

esteróides (79). O tratamento com LQFM 020 ou LQFM 039 reduziu o número 

de leucócitos totais para 35,8 ± 5,5% e 30,0 ± 7,3%, respectivamente, no 

exsudado pleural (Figura 12).  

A enzima cicloxigenase é uma das mais importantes no processo 

inflamatório por atuar na conversão do ácido araquidônico em prostanóides, 

estes são mediadores que contribuem para a geração da dor e consequente 

hiperalgesia. LQFM 020 e LQFM 039 foram testados quanto a sua capacidade 
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de inibir a formação de prostaglandinas através da inibição das enzimas COX-1 

e COX-2. Os dois compostos foram testados em várias concentrações sendo 

2,78 mM a maior concentração utilizada. Apesar de se observar certa inibição 

da COX, quando comparada ao controle positivo indometacina, vimos que esta 

concentração capaz de inibir a ação da enzima promovida pelos compostos é 

relativamente alta assim como já citado na literatura para fármacos inibidores 

da cicloxigenase (80). Os valores estimados de IC50 dos compostos está em 

torno de 10 mil vezes a IC50 da indometacina, sugerindo desta forma que 

inibição de COX não é o principal mecanismo envolvido na atividade anti-

inflamatória vista com esses compostos (Tabela 1). 

 A PLA2 age sobre os fosfolipídeos de membranas celulares que sofrem 

algum estímulo, seja mecânico, químico, físico ou até mesmo por ação de 

outros mediadores liberando o ácido araquidônico que servirá de substrato 

para a ação de enzimas como a COX e LOX. A PLA2 é um importante alvo 

farmacológico na busca de novos anti-inflamatórios, pois, quando sua atividade 

é inibida impede-se a formação dos prostanóides derivados da COX, os 

principais mediadores da inflamação. Os compostos LQFM 020 e LQFM 039 

foram testados quanto a sua capacidade de inibir a degradação dos 

fosfolipídeos de membrana a partir da inibição da enzima PLA2. LQFM 020 na 

maior concentração testada inibiu a ação desta enzima em apenas 25%, já 

LQFM 039 nas concentrações testadas não foi capaz de inibir a ação desta 

enzima, assim, este resultado sugere que a inibição da enzima PLA2 não está 

envolvida no mecanismo de ação pelo qual estes compostos exercem seu 

efeito (Tabela 2). 

Na literatura, vários fármacos que são utilizados clinicamente para o 

tratamento de dor e/ou inflamação têm mostrado a participação da via 

NO/cGMP, prostanóides e canais iônicos no seu mecanismo de ação (81, 82). 

A dipirona, diclofenaco, cetorolaco, quetamina e morfina são exemplos 

clássicos de analgésicos que atuam através NO/GMPc utilizados clinicamente 

(83-85). Além disso, vários estudos pré-clínicos que buscam a descoberta de 

novas substâncias com atividades antinociceptiva e anti-inflamatória também 

têm revelado o envolvimento da via NO/cGMP e canais de K+ (86-88). 

Recentemente, os mecanismos de ação que estão envolvidos nas 

atividades biológicas de um análogo de LQFM 020 e LQFM 039 têm sendo 
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associado com a via NO/cGMP e canais iônicos. Este composto induziu o 

relaxamento vascular em artérias isoladas de ratos, efeito que está relacionado 

com o envolvimento de K+ e Ca2+ através da membrana celular e a captação de 

Ca2+ pelo retículo sarcoplasmático também é importante para o relaxamento 

vascular reduzindo a contração provocada pelo influxo de Ca2+. (73). Fármacos 

que possuem esta atividade estão sendo bastante pesquisados por serem a 

base para o tratamento da hipertensão (89).  

Com base nos resultados obtidos com o análogo LQFM 021, investigamos o 

possível efeito vasorrelaxante de LQFM 020 e LQFM 039 em aortas isoladas 

de ratos Wistar.  

 Os nossos resultados mostraram que o composto LQFM 020 na maior 

concentração usada de 1 mM promoveu efeito vasorrelaxante apresentando  

efeito máximo de 93% quando testadas com a presença do endotélio, neste 

caso a CE50 foi de 0,21 mM. Na ausência do endotélio este composto com a 

mesma concentração também promoveu efeito vasorrelaxante sendo o efeito 

máximo de 91%, e sua CE50 0,42 mM.  Já LQFM 039 na concentração de 1 mM 

foi capaz de promover efeito vasorrelaxante máximo de 80% na presença do 

endotélio sendo sua CE50 0,37 mM. Quando testado na ausência de endotélio o 

efeito vasorrelaxante máximo de LQFM 039 foi 76% e sua CE50 0,58 mM. Estes 

resultados mostram que os dois derivados pirazólicos, LQFM 020 e LQFM 039, 

são capazes de promover o relaxamento vascular tanto na presença quanto na 

ausência de endotélio. Além disso, vimos que o endotélio participa e 

potencializa o relaxamento estimulado por estes compostos, uma vez que a 

CE50 foi significativamente alterada quando na ausência do endotélio (Figura 

13).  

A demonstração da função vascular destes compostos tem como objetivo 

complementar o estudo na investigação do mecanismo de ação relacionado 

aos efeitos antinociceptivo e anti-inflamatório. A redução de exsudato do 

edema de pata poderia ser associada a efeitos vasoconstritores dos compostos 

(falso-positivos), em vez de um efeito anti-inflamatório, porém, o efeito 

vasorelaxante destes compostos nos permite excluir a possibilidade de 

constrição vascular e reforça a especificidade do efeito anti-inflamatório de 

LQFM 020 e LQFM 039.  
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 A incubação da aorta isolada com L-NAME (inibidor de NO-sintase 

endotelial) ou ODQ (inibidor da guanilato ciclase) reduziu o efeito do LQFM 020 

e LQFM 039, este resultado sugere o envolvimento do NO/GMPc (Figura 14). 

O óxido nítrico (NO) é o principal ativador da guanilato ciclase solúvel (sGC), 

uma enzima que sintetiza guanosina-3,5-monofosfato cíclico (cGMP). A 

concentração de cGMP é reguladada por fosfodiesterases (PDE) específicas. 

Vários inibidores de PDE têm sido desenvolvidos e utilizados como agentes 

terapêuticos uma vez que aumentam os níveis de nucleótidos cíclicos, 

bloqueando a função da PDE, aumentando a sinalização da via NO-cGMP (90).  

Estudos têm demonstrado que a ativação de L-arginina-NO-GMPc via canais 

de K+ está envolvida no efeito antinociceptivo de certos AINEs. A L-arginina é 

utilizada como substrato para a NOS para produzir NO, o qual é capaz de 

ativar a enzima guanilato ciclase, estimulando a síntese de cGMP, o cGMP 

pode interagir com os canais de K+, promovendo a abertura destes canais. A 

abertura dos canais de K+ conduz à hiperpolarização da membrana da célula, 

evitando a transmissão de estímulos nociceptivos ao longo do sistema nervoso 

central. Assim, o bloqueio dos canais de K+ através de diferentes inibidores 

pode reduzir o efeito analgésico provocado por alguns AINEs, indicando que o 

efeito analgésico depende da abertura de canais de K+ (83, 91). Para investigar 

o envolvimento de canais de potássio no efeito ocasionado pelos compostos, 

fizemos a incubação com TEA (inibidor não seletivo dos canais de potássio 

dependentes voltagem). LQFM 039 não teve seu efeito inibido quando os anéis 

de aorta torácica de ratos foram previamente incubados com o TEA, enquanto 

que, a incubação com este mesmo inibidor reduziu o efeito vasorelaxante do 

LQFM 020 (Figura 15). Resultado semelhante já visto com a inibição prévia de 

glibenclamida, um inibidor dos canais de potássio sensíveis a ATP (Figura 16). 

A fim de testar o envolvimento de prostanóides no efeito exercido pelos 

compostos usamos indometacina, um inibidor de ciclooxigenase, e mais uma 

vez o resultado foi semelhante, LQFM 020 teve seu efeito reduzido pela 

incubação de indometacina e LQFM 039 não teve seu efeito alterado (Figura 

17). Vale ressaltar que a ação da enzima ciclooxigenase sobre o ácido 

araquidônico leva à produção de prostaglandinas que têm um papel importante 

como mediadores da resposta inflamatória (92).  
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Este estudo também demonstrou que os compostos são capazes de alterar 

o efeito contrátil de adição cumulativa de CaCl2 em aortas, mantidos em 

condições despolarizantes, sugerindo o envolvimento de canais de Ca2+ 

sensíveis à voltagem na membrana plasmática (Figura 18).  

A maior efetividade de LQFM 020 em deslocar e reduzir as curvas de cálcio 

pode explicar o seu maior efeito relaxante em vaso sem endotélio em relação à 

LQFM 039. Como o LQFM 020 foi mais vasorelaxante que LQFM 039 também 

no vaso com endotélio isso pode explicar sua maior susceptibilidade os 

bloqueadores de canais de Ca2+ e K+, bem como maior potência analgésica 

vista no teste de contorções abdominais induzidas por ácido acético. 

Desta forma podemos concluir que, a posição -para do flúor no anel 

heterocíclico ao invés de –orto, pode estar favorecendo as ações 

farmacológicas destes compostos facilitando sua melhor atividade 

considerando o envolvimento da via NO/GMPcem seu efeito analgésico e anti-

inflamatório.  
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6. Conclusão 

Diante dos resultados obtidos nos diferentes ensaios farmacológicos 

desenvolvidos neste trabalho, concluímos que:  

 

¶ Os compostos LQFM 020 e LQFM 039 possuem ação antinociceptiva no 

teste de contorções abdominais induzidas por ácido acético. 

 

¶ No teste de dor induzida por formalina LQFM 020 e LQFM 039 foram 

capazes de reduzir o comportamento de dor tanto na primeira fase do teste 

(fase neurogênica) quanto na segunda fase (fase inflamatória), o que 

confirmou o efeito antinociceptivo observado no teste de contorções 

abdominais, porém, este resultado não nos permitiu diferenciar o efeito 

analgésico de um efeito anti-inflamatório. 

 

¶ O efeito antinociceptivo dos compostos LQFM 020 e LQFM 039 parece não 

depender de mecanismos de ação no sistema nervoso central, 

considerando o resultado negativo no teste de flexão de cauda.  

 

¶  LQFM 020 e LQFM 039 mesmo em altas concentrações produziram uma 

fraca inibição das enzimas COX-1 e COX-2 em testes in vitro. 

 

¶ No teste in vitro para se avaliar o efeito de inibição sobre a enzima PLA2 o 

composto LQFM 020 demonstrou inibir até 25% da atividade enzimática e 

LQFM 039 não demonstrou atividade inibitória. 

 

¶ Na avaliação do efeito vasorelaxante LQFM 020 e LQFM 039 promoveram 

efeito vasorelaxante em aortas isoladas com e sem a presença de 

endotélio. 

 

¶ Além de promover considerável efeito vasorelaxante LQFM 020 e LQFM 

039 ainda demonstraram que este efeito pode ser potencializado pelo 

endotélio. 
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¶ O efeito vasorelaxante promovido pelos compostos LQFM 020 e LQFM 039 

envolve a participação da via NO/GMPc, uma vez que o efeito 

vasorelaxante promovido por estes compostos foi significativamente 

alterado na presença de inibidores da eNOS ou da GC. 

 

¶ Quando testados frente à inibição de canais de K+ dependentes de 

voltagem LQFM 020 teve seu efeito parcialmente inibido e LQFM 039 não 

teve seu efeito alterado, o que demonstra que o efeito de LQFM 020 tem 

envolvimento destes canais. 

 

¶   Quando testados frente à inibição de canais de K+ sensíveis a ATP o 

composto LQFM 020 teve seu efeito parcialmente inibido e LQFM 039 

também teve seu efeito inibido, porém de forma mais branda comparando-

se ao LQFM 020, isso demonstra que o efeito de LQFM 020 tem 

envolvimento canais KATP de forma mais evidente que LQFM 039. 

 

¶ Avaliando-se o envolvimento dos prostanóides vasodilatadores, vimos que 

LQFM 020 teve seu efeito vasorelaxante parcialmente inibido na presença 

de indometacina e LQFM 039 não teve seu efeito inibido, o que demonstra 

que, parte do efeito observado com LQFM 020 se deve a ação dos 

prostanóides. 

 

¶ Avaliando-se o envolvimento dos canais de Ca2+ tanto LQFM 020 quanto 

LQFM 039 alteraram o efeito contrátil frente à adição cumulativa de CaCl2 o 

que sugere que há o envolvimento dos canais de Ca2+ sensíveis a voltagem 

no efeito vasorelaxante destes compostos. 

 

¶ Os compostos LQFM 020 e LQFM 039, de acordo com os resultados 

obtidos, demonstraram envolver a via NO/GMPc, além de canais de Ca2+ 

para promover seu efeito, no entanto, observa-se que para LQFM 020 ainda 

estão presentes os canais K+. 
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