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RESUMO 

A dipirona (metamizol) é um pró-fármaco analgésico utilizado no controle da dor moderada, sendo 

metabolizada em dois metabolitos bioativos: 4–metil-aminoantipirina (4-MAA) e 4-aminoantipirina 

(4-AA). O objetivo deste estudo foi investigar a participação de receptores canabinóides 

periféricos, CB1, CB2 e canais de KATP sobre o efeito anti-hiperalgésico da dipirona, 4-MAA ou 4-

AA. Para indução de hiperalgesia, PGE2 (100 ng/pata ) foi administrada localmente na pata 

traseira de ratos Wistar machos, e o limiar hiperalgésico mecânico foi quantificado por Von- Frey 

eletrônico, antes e três horas após a injeção. Dipirona, 4-MAA ou 4-AA foram administrados 30 

minutos antes do Von Frey. Os antagonistas seletivos do receptor CB1 (AM251), CB2 (AM630) e 

glibenclamida, um bloqueador KATP (80 ug) ou ODQ um inibidor de cGMP (32 µg) foram 

administrados 30 minutos antes da Dipirona, 4-MAA ou 4 -AA. O ODN-antisense para reduzir a 

expressão do receptor CB1 (30 µg) foi administrado por via intratecal, uma vez por dia durante 

quatro dias consecutivos. A hiperalgesia mecânica induzida pela PGE2 foi reduzida pela dipirona, 

4-MAA, e 4-AA de maneira dose-dependente. AM251 ou ODN-antisense contra o receptor 

neuronal CB1, mas não AM630, reduziu o efeito anti-hiperalgésico mediado por 4-AA, mas não da 

dipirona ou 4-MAA. Por outro lado, o efeito anti-hiperalgésico da dipirona, ou 4-MAA foi revertido 

por glibenclamida ou ODQ. Os resultados sugerem que a ativação de receptores neuronal CB1, 

mas não do receptor CB2, no tecido periférico esteja envolvido no efeito anti-hiperalgésico do 

metabólito 4-AA. Além disso, a dipirona e 4-MAA possui um efeito anti-hiperalgesico dependente 

de cGMP e consequente abertura KATP. 

Palavras-chave: Dipirona; 4 metil-amianoantipirina; 4 aminoatipirina, receptores canabinóides; 
cGMP; KATP. 
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ABSTRACT 

Dipyrone (metamizole) is an analgesic pro-drug used to control moderate pain. It is metabolized 

in two bioactive metabolites: 4-methylaminoantipyrine (4-MAA) and 4-aminoantipyrine (4-AA). 

The aim of this study was to investigate the participation of peripheral CB1 and CB2 cannabinoid 

receptors activation on the anti-hyperalgesic effect of Dypirone, 4-MAA or 4-AA. For induction of 

hyperalgesia, PGE2 (100 ng) was locally administrated in hindpaw of male Wistar rats, and the 

mechanical nociceptive threshold was quantified by electronic von-Frey, before and 3 hours after 

its injection. Dypirone, 4-MAA or 4-AA was administrated 30 minutes before the von-Frey test. 

The selective CB1 receptor antagonist AM251, CB2 receptor antagonist AM630, cGMP inhibitor 

ODQ (32 µg) or KATP blocker glibenclamide (80 µg) was administrated 30 minutes before 

Dypirone, 4-MAA or 4-AA. The antisense-ODN against CB1 receptor expression (30 μg) was 

intrathecally administrated once a day during four consecutive days. PGE2-induced mechanical 

hyperalgesia was inhibited by dypirone, 4-MAA, and 4-AA in a dose-response manner. AM251 

or ODN anti-sense against neuronal CB1 receptor, but not AM630, reversed the anti-

hyperalgesic effect mediated by 4-AA, but not by dypirone or 4-MAA. On the other hand, the 

anti-hyperalgesic effect of dypirone or 4-MAA was reversed by Glibenclamide or ODQ. These 

results suggest that the activation of neuronal CB1, but not CB2 receptor, in the peripheral tissue 

is involved in the anti-hyperalgesic effect of 4-aminoantipyrine. In addition, 4-

methylaminontipyrine mediates anti-hyperalgesic effect by the cGMP activation and the KATP 

opening.  

 Keywords: Dipyrone; 4-methylamianotipyrine; 4-aminoatipyrine cannabinoid receptors; cGMP; 
KATP 
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1.1 Historico da dor 

 

Estudos tem demonstrado que a dor é um dos problemas mais sérios da nossa 

sociedade e uma das principais causas da procura pela assistência à saúde, em todos 

os níveis de assistência a saúde (Walsh et al., 1992; Deyo et al., 1991). Dentre os 

vários tipos de dor, a de origem inflamatória é a mais comum, o que tem motivado o 

desenvolvimento de estudos sobre os mecanismos envolvidos no desencadeamento da 

dor inflamatória bem como compreender o mecanismo de ação de drogas que possuem 

um efeito analgésico. 

Contextualizando a dor na história da humanidade, na pré-história a dor era 

entendida como sendo causada por espíritos malignos, e o tratamento era feito por 

xamãs, feiticeiros e curandeiros, que exorcisavam o doente, além de utilizarem ervas, 

pedras, trepanações e magias para auxiliar na cura. Na antiguidade, o homem primitivo 

também interpretava a dor como resultado de possessão que interiorava nas pessoas 

de alguma forma, com isto era desenvolvido rituais religiosos, como sacrifício, 

exorcismo e até mesmo a sangria para retirada desta “possessão” que levaria ao alívio 

da dor (Bonica, 1990). Já Aristóteles, acreditava que a dor era interpretada pelo 

coração como sensação desagradável, oposta ao prazer, essa idéia foi apoiada por 

diversos pensadores durante 23 séculos. Por outro lado, Descartes, acreditava que vias 

nervosas específicas conduziam a dor da periferia até o cérebro, onde era então 

interpretada (Bonica, 1990).  

Dor pode ser definida como uma percepção desagradável associada à 

nocicepção. Essa definição envolve dois componentes: percepção e nocicepção. 
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Percepção dolorosa é uma função integrativa, modulada por condições motivacionais, 

emocionais, psicológicas e pela história pregressa individual (Merskey, 2004). A 

hiperalgesia resulta da ativação de uma população específica de neurônios aferentes 

primários que transmitem informação nociceptiva para o sistema nervoso central 

(Millan, 1999; Julius & Basbaum, 2001). 

 

1.2 Hiperalgesia Inflamatória 

 

A hiperalgesia inflamatória é resultado da excitação de nociceptores previamente 

sensibilizados. A sensibilização dos nociceptores é caracterizada pela diminuição do limiar 

de excitabilidade neuronal de modo a facilitar a estimulação dessas vias nociceptivas 

(Riedel & Neeck, 2001). A hiperalgesia é um fenômeno de sensibilização neuronal, que 

ocorre pela devido a ativação de receptores dos nociceptores , resultando em uma 

consequente ativação de vias de sinalização intracelular, cuja ação é modular a expressão 

de canais iônicos nos nociceptores (Hartmann et al., 2004). Assim, o bloqueio direto ou 

indireto destas vias de sinalização pode levar ao estado de analgesia também conhecido 

como anti-hiperalgesia.  

A excitabilidade dos neurônios é controlada por condutâncias iônicas através da 

membrana plasmática e os canais iônicos são os alvos finais de segundos mensageiros, 

tais como PKA e PKC, que levam à sensibilização dos neurônios aferentes primários 

(Sachs et al., 2009). Os canais de potássio (K+) e de sódio (Na+) presentes nas 

membranas celulares são os principais responsáveis pela atividade elétrica que conduz a 
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informação neuronal e, portanto, os principais candidatos a estarem envolvidos na 

sensibilização dos nociceptores (Conti et al., 1977). 

Alguns dos principais componentes inflamatórios são mostrados na figura abaixo 

(Fig.1 Julius & Basbaum, 2001), incluindo péptidos (bradicinina), lípidos (prostaglandinas), 

neurotransmissores (serotonina (5-HT) e ATP) e as neurotrofinas (NGF). Cada um destes 

fatores levam a sensibilização neuronal (diminuinuição do limiar) ou excita os terminais do 

nociceptor, através da interação com os receptores da superfície celular expressos por 

estes neurônios. A ativação do nociceptor transmite mensagens aferentes para o corno 

dorsal da medula espinhal que são conduzidas até o cérebro, onde a nocicepção passa 

então a ser compreendida como dor, ou seja uma percepção desagradável associada à 

hiperalgesia (Julius & Basbaum, 2001). 
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Fig.1 (Fonte Julius & Basbaum, 2001). Alguns dos principais componentes são mostrados como 
bradicinina, prostaglandinas serotonina (5-HT) e ATP e  NGF. Cada um destes fatores de sensibilizar 
(diminuir o limiar) ou excita os terminais do nociceptor, através da interação com os receptores da 
superfície celular expressos por estes neurónios. A ativação do nociceptor  transmite mensagens 
aferentes para o corno dorsal da medula espinhal para o cérebro.  

 

Entre os mediadores inflamatórios que levam a sensibilização neuronal esta bem 

caracterizados os prostanóides que são os produtos da via da ciclo-oxigenase do 

metabolismo do ácido araquidônico. Os prostanóides atuam como mediadores locais em 

vários tecidos, em condições fisiológicas e fisiopatológicas (Narumiya et al., 1999). Desde 

Vane (1971), o primeiro trabalho que relatou que drogas como a aspirina impede o 
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desenvolvimento de inflamação pelo bloqueio da síntese de prostanóides, tem sido 

amplamente aceito que prostanóides estão envolvidos na dor, febre, edema e vários 

outros aspectos da inflamação. Entre eles, a prostaglandina E2 (PGE2) é considerado 

como sendo o principal prostanóide pró-inflamatório e desempenha um papel importante 

no processamento nociceptivo na espinal medula, assim como na periferia (Yaksh et al., 

1999), pois participa na sensibilização direta dos nociceptores (Ferreira et al., 1993). É 

importante enfatizar que a PGE2 leva a sensibilização de neuronios aferentes primários 

em função de sua ativação direta sobre os receptores EP, portanto neste modelo a 

hiperalgesia ocorre sem a participação do componente inflamatorio.  

As prostaglandinas são mediadores importantes da inflamação, febre e dor. São 

sintetizados pela enzima constitutiva, ciclo-oxigenase-1 (COX-1), e a sua isoforma COX-2, 

ambas são ativadas no tecidos periféricos por citocinas, fatores de crescimento e outros 

estimulos inflamatórios. Ainda não é claro o mecanismo preciso pelo qual as 

prostaglandinas altera a exitabilidade do neuronios sensoriais. Embora seja bem aceito 

que prostaglandinas podem induzir o aumento dos níveis de AMPc levando assim a uma 

sensibilização do nociceptor pela redução do limiar dos canais de sódio via proteina 

quinase A (England et al., 1996; Kidd & Urban, 2001).  

 

1.3. Controle Farmacológico da Dor  

 

Apesar da importância fisiológica da dor, quando a dor se instala, torna-se um 

problema clínico e a intervenção farmacológica é necessária para preservar a saúde e 

qualidade de vida do indivíduo. Desde épocas remotas a dor vem sendo estudada por ser 

um fenômeno que afeta pessoas em qualquer estagio da vida, bem como impondo 
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limitações em níveis sociais e econômicos. Diante disso, a intervenção farmacológica é 

extremamente importante para reestabelecer de maneira integral a saúde do individuo 

(Taylor, 2011;Phillips & Harper, 2011).  

As drogas analgésicas podem ser divididas em dois grupos: drogas que 

previnem a sensibilização do nociceptor e drogas que revertem a sensibilização já 

instalada. O primeiro grupo produz analgesia através da inibição da síntese ou do 

bloqueio da ação de mediadores hiperalgésicos intermediários, tais como os anti-

inflamatórios não esteroidais (AINEs), os anti-inflamatórios esteroidais (AIEs) e o 

antagonista endógeno de IL-1 (IL-1ra) (Cunha et al, 2000; Verri et al, 2008). Estas 

drogas reduzem a produção de mediadores hiperalgésicos restaurando assim do limiar 

do nociceptor. 

Mesmo sendo utilizados há bastante tempo, apenas em 1971 foi proposto que o 

mecanismo de ação dessas drogas (conhecidas como aspirin-like, ou do tipo da 

aspirina) estava ligado à inibição da síntese de PGs por inibição da enzima responsável 

por sua produção, a ciclooxigenase (COX) (Vane, 1971). Dessa forma, por reduzirem a 

formação de mediadores hiperalgésicos finais, essas drogas previnem a sensibilização 

dos nociceptores e, conseqüentemente, reduzem a hiperalgesia inflamatória (Vane., 

1971).Embora os AINEs sejam largamente empregados na prática clínica no tratamento 

de dores inflamatórias, o uso de AINEs esta relacionado com o desenvolvimento de 

graves problemas gástricos e cardíacos devido ao bloqueio da COX-1 e COX-2, 

respectivamente (Cunha et al., 2008). 

O segundo grupo de drogas são aquelas que revertem à sensibilização já 

instalada. Estas produzem analgesia por uma modulação direta ou indireta bloqueando 
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canais iônicos presentes na membrana celular do nociceptor. Drogas como morfina e 

dipirona (Duarte & Ferreira, 1992) e os bloqueadores de canais de sódio voltagem 

dependentes (Swanwick et al, 2010) revertem, dessa forma, a sensibilização já 

instalada no nociceptor.  

Os opióides são utilizados há muitos anos para o alívio da dor. Recentemente 

após reformulação nas leis que liberam sua prescrição, sua utilização tem sido bastante 

expressiva (Manchikanti, et al 2010). Primeiramente acreditava-se que sua ação era 

exclusiva no SNC através dos receptores do tipo μ (Tremblay & Hamet, 2010) 

posteriormente estudos demonstraram que opióides exógenos e endógenos induzem 

efeito antinociceptivo central e periférico através da interação com receptores opióides 

presentes em nervos sensitivos do tecido inflamado com os receptores μ, Kappa e beta 

(Iwaszekiewicz et al., 2013).  

Os ligantes endógenos dos receptores opióides conhecidos são as encefalinas, 

dinorfinas e endorfinas. Receptores Kappa possuem afinidade elevada por dinorfina A 

indicando ser este o ligante endógeno deste receptor. Por outro lado, estudos têm 

sugerido não só afinidade, como também co-distribuição entre encefalinas e a 

expressão de receptores µ e α. Enquanto que as beta-endorfinas, por sua vez, liga-se 

diretamente a µ e α (Iwaszekiewicz et al., 2013). 

Entretanto, a utilização de opióides está diretamente relacionada com graves 

efeitos adversos, dentre eles, depressão do sistema imunológico tolerância e 

dependência (Manchikanti et al., 2010; Yu et al, 2011). 

A literatura tem proposto uma estreita interação entre os sistemas opióides e 

canabinóides tanto os receptores opióides quanto canabinóides produzem anti-
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nocicepção através de mecanismo dependente de proteína G, que bloqueiam a liberação 

de neurotransmissores nociceptivos no cérebro e medula espinhal (Machado et al,. 

2014). Ambos os sistemas atuam em locais comuns, sendo que seus receptores estão 

co-distribuidos e co-expressos em áreas importantes para o controle da dor como o 

corno da medula, substância cinzenta periaquedutal, núcleo da rafe e núcleo talâmico, 

ainda, parecem potencializar um ao outro indicando uma interação sinérgica entre eles 

(Machado et al,. 2014).  

Os receptores canabinóides são uma classe de receptores da membrana celular 

pertencentes à superfamília de receptores acoplados à proteína G. Existem atualmente 

dois subtipos conhecidos de receptores canabinóides, designados CB1 e CB2. Os 

canabinóides em geral estão ligados à atividade anti-nociceptiva em modelo de dor 

inflamatória e neuropática (Walker & Hohmann, 2005; Guindon & Hohmann, 2009; 

Uhelski et al., 2013; Zogopoulos et al., 2013). Contudo, o mecanismo molecular 

implicado na redução da dor pelos canabinóides, bem como a interação com outros 

sistemas ainda permanece em discussão (Dos santos et al., 2014). 

Ambos receptores canabinóides CB1 e CB2 são receptores acoplados à proteína 

G e exercem seus efeitos fisiológicos pela inibição da atividade da adenilato ciclase e 

consequente diminuição dos níveis intracelulares de AMPc. Além disso, a ativação de 

receptores canabinóides pode ativar uma cascata de proteínas quinases ativadas por 

mitogeno (MAPK) (Walker & Hohmann, 2005; Guindon & Hoh-mann, 2009) 

Os receptores CB1 são amplamente expressos em diversas estruturas 

encefálicas, medula espinhal, gânglios da medula dorsal, sistema nervoso entérico, 

adipócitos, células endoteliais, hepatócitos, tecído muscular e trato gastrointestinal. 
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Pode-se considerar que os receptores CB1 se encontram distribuídos amplamente por 

todo o cérebro em níveis comparáveis aos encontrados para os receptores ligados a 

canais iônicos, sendo os receptores acoplados à proteína G de maior abundancia no 

SNC (Machado et al., 2014). 

Já os receptores CB2, são predominantemente expressos no sistema 

imunológico, células T, células B, baço e amigdalas (Machado et al., 2014). Por 

consequência, estão intimamente ligados a funções imunes, onde regulam a liberação de 

citocinas e a migração de células, podendo ser também encontrados em diversos tecidos 

linfóides fora e dentro do SNC (Carolé et al., 2014; Machado et al., 2014). Os receptores 

CB2 podem exercer seu efeito através da transdução de sinal via uma proteína 

heterodimérica ativando a fosfolipase C, que quebra o fosfatodilinositol 4,5-bifosfato 

(PIP2) em inositol trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG). O IP3 interage com os canais de 

cálcio do reticulo sarcoplasmático liberando o cálcio no citoplasma (Carolé et al., 2014). 

Estudos recentes têm sugerido que o sistema canabinóide endógeno, está 

envolvidos no efeito anti-hiperalgésico da dipirona, já que a administração de 

antagonistas deste sistema reduz a atividade anti-hiperalgésica da dipirona (Escobar 

et al., 2003; Rogosch et al., 2012).  

 

1.4. Dipirona e seus metabolitos 

 

Dipirona (metamizol; nome químico: N-(2,3-dimetil-5-oxo-1-fenil-3-pirazolina-4-yl)-N-

metilaminometanosulfonato, usualmente na forma mono-hidratada) foi inicialmente 

comercializada como medicamento na Alemanha em 1922 (Edwards et al., 2010). Sua 
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eficácia e baixa toxicidade a tornou um medicamento muito usado no controle da dor em 

países da Europa e América Latina (Edwards et al., 2010).  

A partir de 1974 seu uso foi proibido em países como Estados Unidos, Japão, 

Austrália, Suécia e vários outros países integrantes da União Européia devido a um estudo 

que relacionava o uso da dipirona com discrasias sanguíneas (Hinz et al., 2007). 

Nesse estudo, realizado em 1932, os autores estabeleceram uma relação entre o 

uso de aminopirina e o surgimento de agranulocitose. Em 1937, a antipirina, que tinha 

mostrado um perfil bastante adverso no que concerne à incidência de casos de 

agranulocitose e anemia aplástica, foi retirada do mercado pelo “Food and Drug 

Administration” (FDA) nos Estados Unidos. Pelo mesmo caminho, a proibição da dipirona 

nestes países se deu devido ao seu infausto parentesco com a aminopirina. Embora não 

exista nenhuma comprovação científica sistematizada que a dipirona induza 

agranulocitose, estudos mais recentes mostram que uma possível incidência de 

agranulocitose relacionada ao uso de dipirona seria de 56 casos por 30 milhões de 

exposições, ou seja, 1,5 caso por milhão, o que, em termos de saúde pública, pode ser 

considerado um risco muito baixo (Ibáñez et al., 2005).  

Drogas tais como, clozapina, ticlopidina, sulfazalcina, sulfametazol, carmabazepina, 

deferiprona, dentre outras, também são consideradas indutoras de agranulocitose 

idiossincrática, também independente da dose (Garbe, 2007; Pontikoglous et al., 2010). É 

importante ressaltar, contudo, que estudos recentes têm demonstrado que o uso de 

dipirona impõe menos riscos ao paciente que o uso de paracetamol, outro analgésico não-

opióide cuja administração em altas doses ou prolongada induz toxicidade hepática grave 

(Schug et al., 2007).  



12 

 

A dipirona é caracterizada por um rápido metabolismo em 4-metilaminoantipirina (4-

MAA), que é metabolizado em seguida a 4-formilaminoantipirina (4-FAA), 4-

aminoantipirina (4-AA) e 4-acetilaminoantipirina (4-AAA) (Hinz et al., 2007). Os 

metabolitos, 4-MAA e 4-AA, são considerados bioativos, uma vez que os mesmos 

possuem atividade analgésica, antipirética (Hinz et al., 2007; Rogosch et al., 2012; Malvar 

et al., 2014) e maiores concentrações no plasma humano depois da administração oral de 

dipirona (Pierre et al., 2007). 

A metabolização da dipirona é significativamente rápida, sendo que cera de 15 min 

após a administração oral o metabolito 4-MAA é encontrado na circulação, esta 

metabolização é uma reação não enzimática e dependente apenas de fatores como 

concentração, pH e temperatura. Ao passo que a metabolização de 4-MAA para 4-AA se 

da por uma reação enzimática que ocorre nos hepatócitos (Dos santos et al., 2014) 

Embora existam vários dados mostrando os prováveis mecanismos de ação 

relacionados com o efeito analgésico da dipirona, tais mecanismos ainda não estão 

esclarecidos.Evidências demonstram que a dipirona tem ação analgésica tanto no Sistema 

Nervoso periférico quanto central (Beirith et al., 1998; Abbot et al., 2000; Vazquez et al., 

2007) devido, em parte, à inibição da ciclo-oxigenase 2 (COX-2) que diminui a síntese de 

PGE2 (Pierre et al., 2007).Entretanto, no tecido periférico a dipirona possui mecanismos de 

ação independente da síntese de PGE2, uma vez que a dipirona possui efeito analgésico 

em modelo de hiperálgesia induzida por PGE2 (Dos santos et al., 2014).  

Outros mecanismos de ação da dipirona além da diminuição na síntese de PGE2 

têm sido descritos. Estudos tem associado o efeito anti-hiperalgésico da dipirona com a 

ativação da via L-arginina-NO-cGMP e subsequente abertura de canais KATP no tecido 
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periférico. A abertura destes canais leva a uma hiperpolarização neuronal, diminuindo 

assim a excitabilidade neuronal e consequente percepção da dor (Lorenzetti & Ferreira 

1996; Duarte et al., 1992).  

   Ainda, com relação à atividade analgésica da dipirona, recentemente foi sugerido 

que dois dos metabólitos bioativos da dipirona: 4-metilaminoantipirina e 4-aminoantipirina 

(Fig. 2) induzem analgesia dependente de receptores canabinóides CB-1 e CB-2 

(Rogosch et al., 2012). Porém não se conhece a atividade destes metabólitos na analgesia 

da dipirona no tecido periférico, nem tão pouco o envolvimento dos receptores 

canabinóides.  

 
                   Fig. 2. Metabolitos ativos da dipirona (adaptado de Rogosch et al., 2012) 

 

Dados obtidos em nosso laboratório demonstram que tanto a ativação de receptor 

CB-1 (Oliveira et al., 2012) quanto de CB-2 (Silva et al., 2012) no tecido periférico inibem a 

hiperalgesia inflamatória, porém a analgesia induzida pela ativação de CB-2 parece ser 

mediada por um mecanismo indireto que envolve a liberação de endorfina no tecido 

periférico. 

Assim, estes dados levavam a hipotese de que o efeito analgésico da dipirona e 

seus metabólitos seja mediado por receptores canabinóides e canais de KATP presentes no 

tecido periférico. 
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II – PROPOSIÇÃO 

 

O objetivo geral deste estudo foi verificar a participação dos receptores canabinóides 

CB1⁄CB2 e canais KATP do tecido periférico na analgesia mediada pela dipirona e seus 

metabólitos bioativos. 

 

Objetivos específicos: 

 Avaliar o efeito analgésico da dipirona, 4-MAA e 4-AA em modelo de hiperalgesia 

induzida por PGE2. 

 Avaliar o efeito de antagonistas seletivos de CB1 e CB2 sobre o efeito analgésico 

da da dipirona, 4-MAA e 4-AA em modelo de hiperalgesia induzida por PGE2. 

 Avaliar o efeito de antagonista de KATP e um inibidor de GMPc no efeito analgésico 

da dipirona, 4-MAA e 4-AA em modelo de hiperalgesia induzida por PGE2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

O presente estudo está apresentado em formato alternativo, conforme deliberação 
da Comissão Central de Pós-graduação (CCPG) da Universidade Estadual de Campinas 

(UNICAMP) nº 001/98 
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III – CAPÍTULO 
 
 
O presente artigo foi publicado no periódico “European Journal of Pharmacology”. 
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The analgesic effect of dipyrone in peripheral tissue involves two different 
mechanisms: neuronal KATP channel opening  and CB1 receptor activation.   
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Background and aim: Dipyrone (metamizole) is an analgesic pro-drug used to control 

moderate pain. It is metabolized in two major bioactive metabolites: 4-

methylaminoantipyrine (4-MAA) and 4-aminoantipyrine (4-AA). The aim of this study was 

to investigate the participation of peripheral CB1 and CB2 cannabinoid receptors 

activation in the anti-hyperalgesic effect of dipyrone, 4-MAA or 4-AA. 

Methods: PGE2 (100 ng/50 µL/paw) was locally administered in the hindpaw of male 

Wistar rats, and the mechanical nociceptive threshold was quantified by electronic von 

Frey test, before and 3 hours after its injection. Dipyrone, 4-MAA or 4-AA was 

administered 30 minutes before the von Frey test. The selective CB1 receptor 

antagonist AM251, CB2 receptor antagonist AM630, cGMP inhibitor ODQ or KATP 

channel blocker glibenclamide was administered 30 minutes before dipyrone, 4-MAA or 
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4-AA. The antisense-ODN against CB1 receptor expression was intrathecally 

administered once a day during four consecutive days. 

Results: PGE2-induced mechanical hyperalgesia was inhibited by dipyrone, 4-MAA, and 

4-AA in a dose-response manner. AM251 or ODN anti-sense against neuronal CB1 

receptor, but not AM630, reversed the anti-hyperalgesic effect mediated by 4-AA, but 

not by dipyrone or 4-MAA. On the other hand, the anti-hyperalgesic effect of dipyrone or 

4-MAA was reversed by glibenclamide or ODQ. 

Conclusion: These results suggest that the activation of neuronal CB1, but not CB2 

receptor, in peripheral tissue is involved in the anti-hyperalgesic effect of 4-

aminoantipyrine. In addition, 4-methylaminoantipyrine mediates the anti-hyperalgesic 

effect by cGMP activation and KATP opening. 

 Keywords: Dipyrone; 4-methylaminoantipyrine; 4-aminoantipyrine; cannabinoid 
receptors; cGMP; KATP  channel 
 
 
Introduction 

Dipyrone is an analgesic pro-drug widely used in clinical practice due to its low toxicity 

and efficacy, however, its mechanism of action is not fully understood (Edwards et al., 

2010). It is characterized by fast metabolism (Pierre et al., 2007) to 4-

methylaminoantipyrine (4-MAA) which is then metabolized to 4-formylaminoantipyrine 

(4-FAA), 4-aminoantipyrine (4-AA), and 4-acetylaminoantipyrine (4-AAA). Two of these 

four metabolites, 4-AA and 4-MAA, are bioactive metabolites and can be identified in 

human plasma after its oral administration. Dipyrone was banned in some countries due 

to a supposed association of 4-AA with blood dyscrasias, however, the risk for blood 
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dyscrasias depends on factors such as dose, duration and concomitant medication (Maj 

et al., 2004; Ibanez et al., 2005).  

Evidences demonstrated that dipyrone has analgesic action in both peripheral tissue 

and the central nervous system (Beirith et al., 1998; Abbot et al., 2000; Vazquez et al., 

2007) partially due to inhibition of cyclooxygenase-2 (COX-2), decreasing the PGE2 

synthesis (Pierre et al., 2007). In addition, other mechanisms underlying the analgesic 

effect of dipyrone has been described. Studies have associated the dipyrone anti-

hyperalgesic effect with the activation of the L-arginine-NO-cGMP pathway and the 

subsequent opening of KATP channel in peripheral tissue (Lorenzetti et al., 1996; Duarte 

et al., 2003) 

In the central nervous system it has been suggested that the activation of cannabinoid 

CB1 and CB2 receptors is involved in the analgesic effect of dipyrone and its 

metabolites (Escobar et al., 2012; Rogosch et al., 2012). Indeed, the anti-hyperalgesic 

effect of dipyrone administered in gray periaqueductal was reversed by the 

administration of AM251, a CB1 receptor antagonist (Vazquez-Rodriguez et al., 2008). 

The cannabinoid receptors are located primarily in the central nervous system, but other 

studies indicate that CB1 receptor is also expressed in dorsal root ganglion (DRG) 

(Hohman & Hekenham, 1999; Ahluwalia et al., 2000) and in cutaneous terminals of 

nociceptive primary afferent neurons (Ständer et al, 2005; Amaya et al., 2006; Agarwal 

et al., 2007). Therefore, the aim of this study was to verify the involvement of peripheral 

cannabinoid CB1 and CB2 receptors in the anti-hyperalgesic effect of dipyrone and its 

bioactive metabolites, 4-MAA and 4-AA. We also verified whether the KATP potassium 
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channel or cGMP activation is involved in the anti-hyperalgesic effect mediated by these 

molecules.  

 

Methods 

Animals 

Wistar albino rats weighing 150-200 g were used, and experiments were conducted 

according to the guidelines of the IASP on the use of laboratory animals (Zimmermann, 

1983). All experimental procedures and animal protocols were approved by the 

Committee for Multidisciplinary Research in Biological Science Area of Laboratory 

Animals (CEMIB), in accordance with the guidelines of the Ethics Committee for Animal 

Research, State University of Campinas. Animal suffering and the number of animals 

per group were kept to a minimum.  

Drugs and doses 

The following drugs were used: PGE2 (100 ng/paw); AM251 a selective cannabinoid 

CB1 receptor antagonist (26.6, 80 and 240 µg/paw, Reis et al., 2011; Romero et al., 

2013) AM630 a selective cannabinoid CB2 receptor antagonist (16.6, 50 and 150 

µg/paw, Machado et al.,2013; Romero et al., 2013), dipyrone (8, 80, 160 and 320 

µg/paw, (Alves et al., 2002; Parada et al., 2003), 4-AA (4-aminoantipyrine; 8, 80, 160 

and 320 µg/paw); 4-MAA (4-methylaminoantipyrine; 8, 80, 160 and 320 µg/paw), cGMP 

inhibitor ODQ (8 and 32 µg/paw, Alves et al., 2002) or KATP channel blocker 

glibenclamide (80 µg/paw, Alves et al., 2002). AM251, AM630, ODQ and glibenclamide 

were dissolved in propylene glycol and 10% DMSO; dipyrone and 4-AA were dissolved 
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in 0.9% NaCl. All drugs were obtained from Sigma-Aldrich (MO, USA), except 4-MAA 

that was obtained from TLC-USA. 

  

Subcutaneous injection  

Drugs or vehicle was injected subcutaneously in the rat hindpaw (intraplantar) with a 

needle BD Ultra-Fine ® (30 gauge) of insulin syringe (30 units). The animals were 

quickly contained and the volume of 50 µl was injected.   

 

Intrathecal injection  

The method for intrathecal injection of ODN-antisense was based on Papir-Kricheli 

(1987). Briefly, for each injection, the rats were anesthetized with 5% halothane (Le Bars 

et al., 1979). A 29 gauge needle was inserted into the subarachnoid space on the 

midline between the vertebrae L4 and L5. ODN was injected at 1 μl/s. The animals 

recovered consciousness about 1 min after discontinuation of anesthesia. A dose of 30 

µg of antisense-ODN against CB1 receptor was administered intrathecally in a volume 

of 10 µl, once daily for 4 days (Barclay et al., 2002). The behavioral assessment was 

conducted on the day following the last day of injection. 

 

Nociceptive paw electronic pressure-meter test for rats 

In a quiet room, rats were placed in acrylic cages (12 × 20 by 17 cm high) with a wire 

grid floor, 15–30 min before testing. During this adaptation period, the paws were tested 
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2–3 times. The test consisted of provoking a hindpaw flexion reflex with a hand-held 

force transducer with a 0.5 mm2 polypropylene tip (electronic von Frey hair, TC Inc. Life 

Science Instruments, U.S.A.). A tilted mirror below the grid provided a clear view of the 

rat hindpaw. The investigator was trained to apply the tip between the five distal 

footpads with a gradual increase in pressure. The maximal applied force was 80 g. The 

stimulus was repeated (up to six times, but usually, three times) until the animal 

presented two similar measurements. The end point was the paw withdrawal followed by 

a clear flinch response. The animal was discarded if it did not present a consistent 

response. The measurement of the pressure (calibrated in grams) was automatically 

recorded when the paw was withdrawn. The results, intensity of hyperalgesia, were 

presented as Δ withdraw threshold. The intensity of hyperalgesia was obtained by 

subtracting values measured at the defined time interval from those obtained in the 

control period, that is, before the injections. 

 

Antisense oligodeoxynucleotides (ODNs) 

The functional blockade of the CB1 receptor expression in peripheral sensory neurons 

was carried out by intrathecal injection of antisense-ODN (Oliveira et al., 2009; Yu et al., 

2009; Prado et al., 2012). The following antisense-ODN sequence was used: 5’-

GAGACAACAGAGTTCTAAG-3’, the mismatch-ODN sequence, 5’-

GAGACATCAGAGAGATCTAAT-3’, corresponded to the antisense sequence except 

that six bases were changed. A search of the NCBI database to Rattus norvegicus did 

not identify other homologous sequences. The lyophilized ODN was purchased from 
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Alere (SP, Brazil) and reconstituted in 0.9% NaCl. The ODN was aliquoted and stored at 

-20°C.  

 

Western blotting analysis of CB1 receptor expression  

For analysis of the expression of cannabinoid CB1 receptor, after intrathecal 

administration of antisense-ODN we collected L4-L5 DGR. The ganglia were frozen in 

liquid nitrogen and stored at -80°C until use for analysis of the expression of CB1 

receptor. Previously stored samples L4-L5 DRG were homogenized with an ultrasonic 

homogenizer (Sonic Corporation, USA) in a buffer containing 1% Triton X-100, 50 mM 

phosphate buffer pH 7.4, 8 M urea, 2 M thiourea, 1 mM EDTA, 1% protease inhibitor mix 

complete (P8340, Sigma, USA) at 4°C. After 20 minutes incubation at 4°C, samples 

were centrifuged at 12000 g for 15 min at 4°C and the resulting supernatant was 

transferred to a new tube. Protein concentration was determined by the Bradford 

method and 70 µg of total proteins for each sample were separated by SDS-PAGE and 

transferred to nitrocellulose membrane according to standard techniques. The 

membranes were stained with Ponceau S USB™ and photodocumented to quantify the 

total protein content as a control of protein loading (Romero-Calvo et al., 2010; Ignarro 

et al., 2013).  

 

Membranes were blocked with 5% non-fat dry milk solution in PBS containing 0.1% 

tween-20, and incubated overnight with goat polyclonal CB1 receptor antibody (1:1000; 

SAB2500190; Sigma-Aldrich, MO, USA), followed by rabbit anti-goat HRP conjugated 

secondary antibody (1:10000; 81620; Zymed - Life Technologies; CA, USA). 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S089106181300015X#bib0215
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Immunoreactive bands were detected by using chemiluminescence kit SuperSignal 

West Pico (Pierce), photodocumented and quantified (GeneTools Software, Syngene). 

Thus, for each sample, it was calculated the ratio between the optical density (OD) of 

CB1 band and the OD corresponding to all protein bands stained with Ponceau S. This 

procedure allowed the use of OD value of all protein bands as an internal control.  

 

  

Statistical analysis 

To determine if there were significant differences (p<0.05) between groups, one-way 

ANOVA or unpaired t-test was performed. The statistical analysis of the results obtained 

was performed in the GraphPad Prism v4.00 for Windows (GraphPad Software). The 

results were presented as the mean ± SEM of six rats per group. The differences 

between the groups were compared using one-way ANOVA to obtain the degree of 

significance, followed by the Tukey multiple comparison test to compare the groups and 

doses (behavioral experiments). The data from Western blot were expressed in arbitrary 

units. 
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Results 

1. Local administration of dipyrone, 4-methylaminoantipyrine (4-MAA) or 4-

aminoantipyrine (4-AA) in peripheral tissue reduces the PGE2-induced 

hyperalgesia. Local administration of PGE2 (100 ng/paw) in subcutaneous tissue of rat 

hindpaw induced mechanical hyperalgesia measured 3 hours after its injection. 

Dipyrone or its metabolites, 4-MAA or 4-AA (all 8; 80; 160 or 320 µg/paw), was 

administered at the same site 2.5 hours after PGE2. As shown in figure 1, dipyrone 

(Fig.1A), 4-MAA (Fig. 1B) or 4-AA (Fig. 1C) decreased the mechanical hyperalgesia in a 

dose-related manner (one-way ANOVA, Tukey test, p<0.05). The administration of 160 

μg/paw of dipyrone, 4-MAA or 4-AA in the contralateral hindpaw did not change the 

mechanical withdrawal threshold, ruling out their systemic effect. This dose was used in 

the following experiments.   
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Fi
gure 1. Local administration of dipyrone, 4-methylaminoantipyrine (4-MAA) or 4-aminoantipyrine (4-AA) in 
peripheral tissue reduces the PGE2-induced hyperalgesia. Dipyrone (Dipy), 4-AA or 4-MAA administered 
in the hindpaw 2.5 hours after PGE2 inhibited in a dose-dependent manner the mechanical hyperalgesia 
evaluated 30 min later (respectively Fig 1A, 1B, 1C).  Dipyrone, 4-MAA and 4-AA 160 μg/paw, but not 320 
μg/paw, administered in contra-lateral paw (Ct) did not change the mechanical withdrawal threshold, ruling 
out its systemic effect. The symbol * means different from control group (0.9% NaCl administration; 50 
μL), # and ∞ means different from PGE2 group (one-way ANOVA, Tukey test, p<0.05). 
 

2. The anti-hyperalgesic effect of dipyrone is mediated by cGMP activation 

and KATP potassium channel opening, but not by cannabinoid CB1 or CB2 

receptor activation. 

The local administration of dipyrone (160 μg/paw) in the subcutaneous tissue reduced 

the PGE2-induced mechanical hyperalgesia. As shown in the figure 2A, this reduction 
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was reversed by local administration of ODQ (8 or 32 μg/paw) or glibenclamide (80 

μg/paw), 30 minutes before dipyrone injection (one-way ANOVA, Tukey test, p<0.05).  

The pretreatment with AM251 (Figure 2B; 26.6, 80 and 240 µg/paw) or AM630 (Figure 

2C; 16.6, 50 and 150 µg/paw) 30 minutes before dipyrone injection did not reverse its 

anti-hyperalgesic effect (one-way ANOVA, Tukey test, p>0.05). The local administration 

of AM251 (80 µg/paw) or AM630 (50 µg/paw) by itself has no effect on PGE2-induced 

mechanical hyperalgesia (Fig. 2B and 2C, respectively). 

 
Figure 2. Anti-hyperalgesic effect of dipyrone mediated by cGMP and KATP, but not CB1 or CB2 receptor 
activation. Local administration of PGE2 in rat´s hindpaw induced mechanical hyperalgesia 3 h after, which 
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is decreased with dipyrone administered 2.5 h after PGE2. This anti-hyperalgesic effect was reversed by 
glibenclamide or ODQ (2A), but not by AM251 (2B) or AM630 (2C). AM251 or AM630 have no effect on 
PGE2-induced mechanical hyperalgesia (figures 2B and 2C). The symbol * means different from control 
group (0.9% NaCl; 50 μL), # means different from others groups (one-way ANOVA, Tukey test, p<0.05). 
The administration of vehicle does not change the mechanical withdraw threshold by itself. 

 
3. The anti-hyperalgesic effect of 4-methylaminoantipyrine is mediated by 

cGMP activation and KATP potassium channel opening, but not by cannabinoid 

CB1 or CB2 receptor activation.  

The local administration of 4-MAA (160 μg/paw) in the subcutaneous tissue reduced the 

PGE2-induced mechanical hyperalgesia. As shown in the figure 3A, this reduction was 

reversed by local administration of ODQ (8 or 32 μg/paw) or glibenclamide (80 μg/paw), 

30 minutes before 4-MAA injection (one-way ANOVA, Tukey test, p<0.05). The 

pretreatment with AM251 (Figure 3 B; 26.6, 80 and 240 µg/paw) or AM630 (Figure 3C; 

16.6, 50 and 150 µg/paw) 30 minutes before 4-MAA injection did not reverse its anti-

hyperalgesic effect (one-way ANOVA, Tukey test, p>0.05). 
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Figure 3. Anti-hyperalgesic effect of 4-methylaminoantipyrine mediated by cGMP and KATP, but not CB1 
or CB2 receptor activation. Local administration of PGE2 in rat´s hindpaw induced mechanical 
hyperalgesia 3 h after, which is decreased with 4-MAA administered 2.5 h after PGE2. This anti-
hyperalgesic effect was reversed by glibenclamide or ODQ (3A), but not by AM251 (3B) or AM630 (3C). 
The symbol * means different from control group (0,9% NaCl; 50 μL), # means different from others 
groups (one-way ANOVA, Tukey test, p<0.05). The administration of vehicle does not change the 
mechanical withdraw threshold by itself. 
 
4. The anti-hyperalgesic effect of 4-aminoantipyrine is mediated by 

cannabinoid CB1 receptor activation, but not CB2 or cGMP activation and KATP 

potassium channel opening. The local administration of 4-AA (160 μg/paw) in the 

subcutaneous tissue reduced the PGE2-induced mechanical hyperalgesia. As shown in 
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the figure 4A, this reduction was reversed by local administration of selective antagonist 

of cannabinoid CB1 receptors AM251 (80 and 240 µg/paw). The pretreatment with 

antagonist of cannabinoid CB2 receptors AM630 (Figure 4B; 16.6, 50 and 150 µg/paw), 

ODQ or glibenclamide (8 and 32 μg/paw or 80 μg/paw, respectively; Figure 4C) 30 

minutes before 4-MAA injection did not reverse its anti-hyperalgesic effect (One-way 

ANOVA, Tukey test, p>0.05).   

 
Figure 4. Anti-hyperalgesic effect of 4-aminoantipyrine mediated by CB1 receptor activation but not CB2 
or cGMP and KATP. Local administration of PGE2 in rat´s hindpaw induced mechanical hyperalgesia 3 h 
after, which is decreased with 4-AA administered 2.5 h after PGE2. This anti-hyperalgesic effect was 
reversed by AM251 (3A) but not by AM630 (3B); glibenclamide or ODQ (3C). The symbol * means 
different from control group (0.9% NaCl; 50 μL), # means different from PGE2 group (one-way ANOVA, 
Tukey test, p<0.05). The administration of vehicle does not change the mechanical withdraw threshold by 
itself.  
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5. The intrathecal treatment with antisense-ODN against cannabinoid CB1 

receptor in peripheral tissue reduce anti-hyperalgesic effect of 4-AA.The local 

administration of 4-AA (160 μg/paw) in the subcutaneous tissue reduced the PGE2-

induced mechanical hyperalgesia. As shown in the figure 5A, this reduction was 

reversed by intrathecal administration of antisense ODN against CB1 receptor (30 µg/10 

µl once daily for 4 days), but not its mismatch (One-way ANOVA, Tukey test, p>0.05). 

The administration of antisense-ODN reduced CB1 receptor expression on DRG as 

shown by Western blotting (Figure 5B; p<0.05, unpaired t-test). 
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Figure 5. Intrathecal treatment with antisense-ODN against CB1 cannabinoid receptor in peripheral tissue 
reduces anti-hyperalgesic effect of 4-AA. Local administration of PGE2 in rat´s hindpaw induced 
mechanical hyperalgesia 3 h after, which is decreased with 4-AA administered 2.5 h after PGE2. This anti-
hyperalgesic effect was reversed by intrathecal administration with antisense-ODN, as indicated by 
symbols * (Fig. 5A, one-way ANOVA, Tukey test, p<0.05). The administration of antisense-ODN reduces 
CB1 receptor expression in dorsal root ganglion, as indicated by symbols * (Fig. 5B, p < 0.05, unpaired t-
test).On the right of the graph, a Ponceau S stained membrane showing total protein for each group. For 
CB1 expression analysis, the optical density value of the whole lane was considered as the internal 
control for the respective group. MW: molecular weight. Values are presented as mean ± S.E.M. 
(Student's t-test, *p < 0.05). 
 

Discussion and Conclusions 

Dipyrone is a pro-drug, widely marketed since 1922, due to its potent analgesic and 

antipyretic effects (Ferreira et al., 2002; Parada et al., 2003; Tatsu et al., 2007). 

Dipyrone is rapidly hydrolyzed (Pierre et al., 2007; Rogosch et al., 2012) in 4-

methylaminoantipyrine (4-MAA) which is then metabolized to 4-formylaminoantipyrine 

(4-FAA), 4-aminoantipyrine (4-AA), and 4-acetylaminoantipyrine (4-AAA). 4-MAA and 4-

AA are the bioactive metabolites mostly detected in human plasma after oral 

administration, presenting analgesic effect (Volz et al.; 1980; Zylber-Katz et al., 2002). 

Our results confirm literature data showing that dipyrone, 4-MAA and 4-AA locally 

administered in peripheral tissue inhibit the hyperalgesia induced by PGE2 (Ferreira et 

al., 2002; Assis et al., 2013 ). The profile of the anti-hyperalgesic effect mediated by 

dipyrone and 4-MAA is quite similar, however it is important to note that the hydrolysis of 

dipyrone to 4-MAA is a non-enzymatic reaction and depends on concentration, pH and 

temperature (Pierre et al., 2007). Therefore, it is plausible that the anti-hyperalgesic 

effect of dipyrone, at least in part, is mediated by 4-MAA resulting of local dipyrone 

hydrolysis. 
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It has been proposed that cyclooxygenase-2 (COX-2) inhibition plays an important role 

in the pharmacological effects of dipyrone in the CNS (Hinz et al., 2007). In fact, all 

metabolites of dipyrone show a low binding to plasma proteins and are distributed 

homogeneous and quickly throughout the body due to their ability to easily cross the 

blood-brain barrier. Furthermore dipyrone preferentially decreases COX-2 activity but 

not COX-1 in the peripheral tissue (Hinz et al., 2007; Pierre et al., 2007). However, in 

spite of its COX-2 inhibitory effect, this study confirms that dipyrone reverses the 

hyperalgesia induced by PGE2 (Ferreira et al., 2002) demonstrating that its analgesic 

effect does not depend on its anti-inflammatory effect. In addition, the analgesic doses 

of dipyrone are significantly lower than their anti-inflammatory doses (Coersmeier et al., 

1986). The anti-hyperalgesic effect of dipyrone has been associated to the L-arginine-

NO-cGMP pathway activation and the subsequent opening of KATP channel in peripheral 

afferent nociceptor (Lorenzetti et al., 1996; Duarte et al., 2003). 

The findings of this study showed that, similarly to dipyrone, the anti-hyperalgesic effect 

of 4-MAA metabolite is mediated by cGMP activation and KATP channel opening, 

demonstrating that the L-arginine-NO-cGMP-KATP pathway activation underlies its effect. 

This fact reinforces the hypothesis that the effect of dipyrone may be mediated by its 

hydrolyzed metabolite 4-MAA. In contrast, the anti-hyperalgesic effect of 4-AA does not 

depend on cGMP activation neither KATP channel opening, suggesting that L-arginine-

NO-cGMP-KATP pathway is not involved in its mechanism of action. 

Data of this study demonstrated that the anti-hyperalgesic effect of 4-AA, but not 

dipyrone or 4-MAA, is associated with cannabinoid CB1 receptor activation. In fact, it 

has been shown that the endogenous cannabinoid system may play a role in the 

http://europepmc.org/search%3bjsessionid=riiwieuPHaWCKM1q5Uj4.0?page=1&query=AUTH:%22Coersmeier+C%22
http://europepmc.org/search%3bjsessionid=riiwieuPHaWCKM1q5Uj4.0?page=1&query=AUTH:%22Coersmeier+C%22
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dipyrone effects (Escobar et al., 2003; Rogosch et al., 2012). In addition, this study 

showed that cannabinoid CB2 receptor did not mediate the anti-hyperalgesic effect of 

dipyrone, 4-MAA or 4-AA on PGE2-induced hyperalgesia. However, these findings do not 

exclude a possible involvement of cannabinoid CB2 receptor in the dipyrone-induced 

analgesia once previous studies using formalin (Hanus et al., 1996) and carrageenan 

(Clayton et al., 2002) demonstrated that the activation of cannabinoid CB2 receptor 

contributes to analgesia. It is important to emphasize that PGE2 directly acts on EP 

receptors of primary afferent nociceptors sensitizing them. Since cannabinoid CB2 

receptor is not expressed in neurons, the present study is not able to reveal the effect of 

cannabinoid CB2 receptor activation. Thus, these data suggest that, in spite of the 

indirect action of dipyrone and its metabolites activating cannabinoid CB2 receptor, the 

activation of cannabinoid CB1 receptor or the activation of L-arginine-NO-cGMP-KATP 

pathway is enough to induce anti-hyperalgesic effect. 

The activation of cannabinoid CB1 receptors by dipyrone was previously demonstrated 

(Escobar et al., 2003; Rogosch et al., 2012), however agreeing with the findings of this 

study, only 4-AA activates cannabinoid CB1 receptors. To confirm the involvement of 

neuronal cannabinoid CB1 receptor in primary afferent nociceptor, rats were treated with 

anti-sense ODN to knock down this protein only in neurons of peripheral tissue. As 

demonstrated in this study, rats with low levels of CB1 expression in DRG were less 

responsive to local administration of 4-AA in the peripheral tissue. 

It has been demonstrated that CB1 receptor activation negatively modulates transient 

receptors potential vanniloid TRPV1 channels (Yang et al., 2013; Gabor et al., 2009). 

Indeed, PGE2 acting on neuronal EP receptor positively modulates adenylyl cyclase 
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activity and subsequently cyclic AMP-dependent protein kinase (PKA) (Ferreira et al., 

1979; Villarreal et al., 2009). In contrast, CB1 receptor activation reduces adenylyl 

cyclase activity and subsequently PKA. Once PGE2-induced PKA phosphorylates 

TRPV1, contributing to neuronal sensitization (Schnizler et al., 2008), it is plausible to 

hypothesize that CB1 receptor activation by 4-AA reduces inflammatory hyperalgesia by 

the reduction of PKA activity and the subsequently TRPV1 phosphorilation. Our results, 

however, have shown that local administration of dipyrone, but not 4-AA, reduces the 

capsaicin-induced nociception in rats hindpaw (unpublished data). This finding suggests 

that CB1 receptor activation by 4-AA negatively modulates (Gabor et al., 2009; Yang et 

al., 2013), but does not prevent the TRPV1 receptor activation in primary afferent 

nociceptor. In addition CB1 receptor activation on immune cells of peripheral tissue can 

also negatively modulate the inflammatory hyperalgesia (Gaffal et al., 2013). 

In summary, the findings of the present study suggest that dipyrone induces analgesia 

by two different mechanism of action in the peripheral tissue: activation of L-arginine-

NO-cGMP-KATP pathway by 4-MAA and neuronal cannabinoid CB1 receptor activation 

by 4-AA. 
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Diversos estudos tem buscado elucidar o mecanismo de ação anti-hiperalgésico 

da dipirona (Lorenzetti & Ferreira, 1985; Sachs et al, 2004; Vazquez et al, 2005; Ortiz et 

al, 2003; Romero et al, 2011; Rogosch et al, 2012; Malvar et al, 2011; Escobar et al, 

2012). A dipirona é uma pró-droga com potente efeito antipirético e analgésico, no 

entanto, com um baixo efeito anti-inflamatório (Lorenzetti & Ferreira,1985, Hinz et 

al.,2007). Após sua administração oral, ainda no estômago, hidrolizada em 4-

metilaminoantipirina (4-MAA), sendo então absorvida. Em seguida o 4-MAA é oxidado a 

4-formilaminoantipirina (4-FAA) ou demetilado a 4-aminoantipirina (4-AA) no fígado. 

Finalmente, o 4-AA é metabolizado a 4-Acetilaminoantipirina (4-AAA) (Hinz et al.,2007; 

Wessel et al, 2006). 

Por se tratar de uma pró-droga que possui um mecanismo de ação dependente 

de fatores como via de administração, condição de dor a ser avaliada, formação de 

metabolitos bioativos, o estudo realizado com a própria dipirona pode não levar a uma 

resposta conclusiva (Lorenzetti & Ferreira, 1985; Sachs et al, 2004; Vazquez et al, 2005; 

Romero et al, 2011; Escobar et al, 2012; Rogosh et al.,2013, Dos santos et al., 2014).  

Alguns estudos indicam que o mecanismo de ação anti-hiperalgésico e 

antipirético da dipirona, seja através da inibição da síntese de PGE2 (Shimada et al, 

1994, Kanashiro et al., 2009). Ainda de acordo com esta proposta, estudos ex vivo e in 

vitro demonstram que a dipirona inibe as enzimas COX-1 e COX-2 (Pierre et al, 2007; 

Hinz et al, 2007) por ação somente de dois dos seus metabólitos, 4-MAA e 4-AA. 

Entretanto, no tecido periférico a dipirona possui mecanimos de ação independente da 

síntese de PGE2, uma vez que em a dipirona possui efeito analgésico me modelo de 

hiperálgesia induzida por PGE2 (Dos santos et al., 2014).  
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Outros mecanismos de ação da dipirona além da diminuição na síntese de PGE2 

têm sido descritos. Estudos tem associado o efeito anti-hiperalgésico da dipirona com a 

ativação da via L-arginina-NO-cGMP e subsequente abertura de canais KATP no tecido 

periférico, a abertura destes canais leva a uma hiperpolarização neuronal, diminuindo 

assim a sua excitabilidade e consequente percepção da dor (Lorenzetti & Ferreira 1996; 

Duarte et al., 1992; Rogosch et al., 2012).  

No presente estudo demonstramos que a dipirona, 4-MAA e 4-AA, possuem um 

efeito analgésico similar de maneira dose dependente. E quanto ao mecanimos de ação 

a dipirona induz analgesia por duas vias no tecido periférico: (1) Ativação da via L-

arginina-NO-cGMP-KATP por 4-MAA levando a uma hiperpolarização neuronal, (2) o 

metabolito 4-AA leva ativação neuronal de CB1.  

Quanto a ativação de CB1, estudos recentes tem demonstrado que a ativação 

deste receptor leva a modulação negativa de receptores vaniloides de potencial 

transiente TRPV1 (Yang et al. De 2013 e Gabor e László, 2009). De fato, a PGE2 ativa 

receptores neuronal EP, modulando positivamente a atividade de adenilil-ciclase e, 

subsequentemente, PKA proteína quinase dependente de  dependente do AMPc 

(Ferreira e Nakamura, 1979 e Villarreal et ai., 2009). Em contraste, a ativação do 

receptor CB1 reduz a atividade de adenilil-ciclase e, subsequentemente, redução da 

fosforilação de PKA. Uma vez a fosforilação de TRPV1 via ativação de PKA, contribui 

para a sensibilização neuronal (Schnizler et al., 2008), é plausível a hipótese de que a 

ativação do receptor CB1 por 4-AA reduz a hiperalgesia inflamatória pela redução da 

atividade da PKA e fosforilação TRPV1 (Fig.3). 
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(Adaptado Fein et al.,2006) 

 

Quanto a ativação da via L-arginina-NO-cGMP é bem conhecido que leva a uma 

hiperpolarização neuronal, diminuindo assim a sua excitabilidade e consequente 

percepção da dor. Este é o mecanismo pelo qual a morfina induz seu efeito anti-

hiperalgésico(Lorenzetti & Ferreira 1996; Duarte et al., 1992; Rogosch et al., 2012). 

Como sugerido anteriormente (Lorenzetti & Ferreira 1996; Duarte et al., 1992) o efeito 

anti-hiperalgésico da dipirona é de fato dependente de canais KATP no tecido periférico. 

No presente estudos acrescentamos que além da dipirona o seu metabolito 4-MAA tem 

efeito-anti hiperalgésico por ativação desta mesma via (Dos Santos et al., 2014). 
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Anexo 1. Para melhor compreensão de alguns protocolos, foi adicionado um material 

suplementar com imagens e descrição da técnica:  

Administração intratecal e Coleta de Gânglios.  

 
Para analisar o bloqueio funcional do receptor CB1, foram realizados os 

seguintes passos: 

Primeiro a administração intratecal do ODN-antisense contra CB1 (30µg/10µl 

durante 4 dias). Para a administração os animais foram anestesiados, por via inalatória 

com isoflurano logo após tricotomizados na região dorsal na altura das cristas ilíacas 

(Forane, Abbott Laboratórios do Brasil Ltda.) e posicionados em decúbito ventral sobre 

um cilindro, para que sua região lombar fique hiperfletida. Em seguida, uma agulha para 

insulina BD Ultra-Fine® 30U (29G) contendo antisense contra CB1 ou veículo  foi 

inserida no espaço subaracnóide, entre as vértebras L4-L5 (± 1) em ângulo de 

aproximadamente 45°, e o volume de 30 μl foi injetado. A correta localização da punção 

no espaço subaracnóide pode ser verificada pela observação de um reflexo na cauda 

do animal.  

 

Posicionamento e administração intratecal 
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 No dia 1 os animais foram acondiconados e realizado o teste comportamental 

Von Frey para analise de baseline nociceptivo. Logo em seguida começou-se a 

administração do ODN-antisense que perdurou por 4 dias. No quinto dia  foi realizado o 

teste Von Frey, em seguida os animais foram perfundidos e procedido a coleta dos 

gânglios L4 e L5  (DGR),  armazenados a -80°C e após foi analisada a expressão de 

CB1 por western blotting.  

Todo o procedimento desde a administração intratecal até a coleta de gânglios 

foram delineados no quadro abaixo:  

 

Delinemento geral do procedimento 
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Coleta de Gânglios. 
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Anexo 2. Para melhor compreensão de alguns protocolos, foi adicionado um material 

suplementar com imagens e descrição da técnica:  

Von Frey Eletrônico.  

 

Para analisar o limiar nociceptivo dos animais a técnica utilizada foi o Von Frey 

Eletronico. Seguindo basicamente o protocolo e  figuras abaixo: 

Este teste é realizado para avaliar a sensibilização dos neurônios nociceptivos.O 

uso de von Frey eletronico é um método utilizado para avaliar o limiar hiperalgésico. 

Esse método foi adaptado para um equipamento eletrônico usado inicialmente em 

humanos e posteriormente adaptado para ratos. No presente trabalho, os experimentos 

foram realizados com um analgesímetro eletrônico (EFF 301 Analgesímetro Digital, 

Insight, Brasil), que consiste em um transdutor de força conectado a um contador digital 

que expressa força em gramas (g). Os animais foram colocados em caixas, cujo 

assoalho consiste de uma rede de malha igual a 5 mm2, de arame não maleável de 1 

mm de espessura. Os ratos permaneceram nas caixas durante 15 minutos para 

habituação antes do início do teste comportamental.  

Foi aplicada, por entre as malhas da rede, uma força linearmente crescente no 

centro da superfície plantar da pata do rato até que o animal retire a pata estimulada 

produzindo uma resposta caracterizada como sacudida (“flinch”). Os estímulos foram 

repetidos por até seis vezes, em geral, até que o animal apresente 3 medidas 

consecutivas similares com uma clara resposta de “flinch” após a retirada da pata. 
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O limiar mecânico de retirada da pata, expresso em gramas (grama-força), é medido no 

tempo 0 hora (antes da administração das nanopartículas ou veículos, o que se 

denomina de basal) e pós respectivos tratamentos. 

Teste comportamental Von Frey Eletronico 
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Aprovação do Comitê de Etica  

 


