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Resumo

Estudo da atividade antinoceptiva de B-amirina, um triterpeno pentaciclico isolado de
Protium heptaphyllum March. em modelos experimentais de dor. CINTHYA IAMILLE
FRITHZ BRANDAO DE OLIVEIRA. Orientador: Prof. Dr. Vietla Satyanarayana Rao. Tese de
Doutorado. Programa de Pos-Graduacdo em Farmacologia. Depto. Fisiologia e
Farmacologia da Universidade Federal do Ceara.

Os efeitos dos triterpenos pentaciclicos a-amirina e B-amirina, isolados a partir da resina de
Protium heptaphyllum March. (Burseraceae), foram testados preliminarmente em modelos
de nocicepcao oral, sendo que B-amirina apresentou significantes efeitos antinociceptivos,
norteando a pesquisa com este isolado na investigacdo de seus efeitos em modelos de dor
orofacial induzida por capsaicina ou formalina e na dor induzida por capsaicina na cérnea de
camundongos; na dor térmica (testes de imersdo de cauda em agua quente e placa quente);
e na nocicepgao visceral induzida por acido acético 0,6%. Camundongos Swiss machos (n =
8 / grupo) foram pré-tratados com -amirina (10, 30 e 100 mg / kg, v.0.), morfina (5 mg / kg,
s.c.) ou controle (dgua destilada + 0,05% de Tween 80, v.0.), uma hora antes de capsaicina
(20 pL, 1,5 ug) ou formalina (20uL/animal) serem administradas na vibrissa direita. f-amirina
também foi avaliada em teste comportamental relacionado a dor, desta vez por aplicagao
tépica de capsaicina na conjuntiva do camundongo (“eye wiping test”). Neste teste foi
medido o tempo, em segundos, que o0 animal passou “limpando” o olho durante um periodo
de 10 minutos. O triterpendide demonstrou principalmente um efeito antinociceptivo dose-
independente em todos os modelos de nocicepgao testados. Na dor orofacial induzida por
capsaicina, B-amirina (30 e 100 mg/kg) e morfina foram mais eficazes na redugao da
resposta nociceptiva. Nestas doses, as redugdes foram de 81 e 90% para B-amirina € 97%
para morfina, respectivamente. No modelo de dor orofacial, a nocicepcao produzida pela
capsaicina € acompanhada por um aumento na resposta térmica localizada (que foi
mensurada por termometria), e reduzida significantemente pelo pré-tratamento dos animais
com B-amirina ou L-NAME, um inibidor da NOS. Em animais diabéticos, a capsaicina
injetada na vibrissa promoveu um menor grau de nocicepg¢ao orofacial comparada com os
nao-diabéticos. No teste da formalina, morfina e B-amirina apresentaram antinocicepcao
significativa reversivel nas duas fases por naloxona. No entanto, B-amirina (30 mg/kg) inibiu
a segunda fase com maior eficiéncia. Os valores de DEsy para B-amirina e morfina foram
16,44 mg/kg (LC 10,0-38,41) e 3 mg/kg (LC 2,5-5,0) na primeira fase e 43,37 mg/kg (LC
30,52-39,30) e 3 mg/kg (LC 2,5-5,0) na segunda fase, respectivamente. A co-administragao
de B-amirina e morfina, em seus respectivos niveis de dose de DEg,, ndo apresentou
qualquer efeito aditivo ou potencializador antinociceptivo. No entanto, as combinagdes das
doses DE2s e DE+»5 apresentaram uma antinocicepcao comparavel ao efeito combinado da
DEso, sugerindo que através da utilizacdo de B-amirina, a dose analgésica de morfina
poderia ser minimizada para evitar a sua alta dose e os efeitos colaterais associados. -
amirina também foi eficaz em aumentar o limiar de dor térmica no teste da imerséo da cauda
(mais nao no teste placa quente) e, na reducao das contor¢des induzidas por acido acético.
A antinocicepgao produzida por B-amirina, foi significativamente bloqueada em animais pré-
tratados com os respectivos antagonistas vermelho de ruténio (2 mg/kg, s.c.) e naloxona (1
mg/kg, i.p.), indicando o envolvimento de receptores da capsaicina (TRPV1) e opidides em
seu mecanismo. No teste da formalina, de forma similar a morfina, B-amirina blogqueou
significativamente a inibigao da ingestao alimentar associada a dor. Assim como morfina, (-
amirina apresentou agao inibitéria sobre o transito intestinal, efeito esse revertido pelo pré-
tratamento com antagonista opidide nao seletivo, naloxona. Estes dados sugerem que -
amirina apresenta um potencial antinociceptivo comparavel a analgesia periférica produzida
pela morfina, evidencia a exploracdo desta para o desenvolvimento de um analgésico nao-
opidide Util na farmacoterapia de patologias do trigémeo e visceral.

Palavras-chave: B-amirina; triterpeno pentaciclico; dor orofacial; dor ocular; neuropatia
diabética; antinocicepcgéo.
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Abstract

Studies on the antinociceptive activity of B-amyrin, a pentacyclic triterpene isolated
from Protium heptaphyllum March. (Burceraceae) in experimental models of pain.
CINTHYA IAMILLE FRITHZ BRANDAO DE OLIVEIRA. Oriented by Prof. Dr. Vietla
Satyanarayana Rao. Doctoral Thesis. Pos-Graduate Program in Pharmacology. Depto.
Physiology and Pharmacology of Ceara Federal University.

The effects of pentacyclic triterpene a-amiryn and B-amyrin, isolated from resin of Protium
heptaphyllum March. (Burseraceae), were preliminarily showed significant tested in models
of nociception oral, and antinociceptives effects, guiding the search with this isolate in the
investigation of their effects in models of orofacial pain induced by capsaicin or formalin and
against capsaicin-induced corneal pain; thermal pain (tail immersion test in hot water and
hot-plate) and in acetic acid 0,6%-induced visceral nociception in mice. Male Swiss mice (n =
8 per group) were pre-treated with B-Amyrin (10, 30, and 100 mg/kg, p.o.), morphine (5
mg/kg, s.c.) or vehicle (distlled water + 0,05% Tween 80), one hour before the capsaicin (20
pl, 1.5 pg) or formalin (20 pl, 1.5%) injection into the right vibrissa. B-Amyrin was also
assessed on pain-related behavioral test (Eye-wiping) by topical application of capsaicin (20
pl, 1.5 pg) on to the mouse conjuctiva and the time (sec) that the animal spent in eye wiping
was determined during a 10 min period. The triterpenoid demonstrated mostly a dose-
unrelated antinociception in all the test models of nociception. Against the orofacial pain
induced by capsaicin, B-Amyrin (30 e 100 mg/kg, p.0o.) and morphine showed greater
potency in reducing the nociceptive response. At the doses employed, the reductions were
81 and 90% to B-Amyrin and 97% for the morphine, respectively. Capsaicin nociception in
orofacial test is accompanied by a localized thermal flare (measured by thermometry), which
was significantly diminished by pretreatment of animals with 3-Amyrin or L-NAME, an NOS
inhibitor. In four weeks diabetic mice, capsaicin injected into vibrissa pad demonstrated a
lesser degree of orofacial nociception compared to non-diabetics. In formalin test, both
morphine and B-Amyrin showed significant naloxone reversible antinociception in both
phases. However, 3-Amyrin inhibited the second phase response, more prominently, at 30
mg/kg. The caliculated EDs, values for -Amyrin and morphine were 16,44 mg/kg (CL 10,0 -
38,41) and 3 mg/kg (CL 2,5 - 5,0) in the first phase and 43,37 mg/kg (CL 30,52 - 39,30) and
3 mg/kg (CL 2,5 - 5,0) in the second phase, respectively. Co-administration of B-Amyrin and
morphine at their respective EDsy dose levels failed to demonstrate any additive or
potentiating effect on anti-nociception. However, at ED»s and EDi.5 dose-combinations
exhibited an antinociception that equalled their EDsy combination effect, suggesting that by
the use of B-Amyrin, the analgesic dose of morphine could be minimised to avoid its high-
dose-associated side-effects. Similar to morphine, B-Amyrin significantly blocked the pain-
related suppression of food intake in formalin test. B-Amyrin (30 and 100 mg/kg was also
effective in increasing the thermal pain threshold in hot-water tail immersion test (but not in
hot-plate test), and in reducing the acetic acid-induced writhes. The antinociception produced
by 30 mg/kg B-Amyrin was significantly blocked in animals pre-treated with the respective
antagonists capsazepine (5 mg/kg, s.c.), and naloxone (1 mg kg/kg, i.p.), indicating the
involvement of capsaicin (TRPV1) and opioid receptors in its mechanism. Like morphine, B-
Amyrin showed an inhibitory effect on intestinal transit, an effect reversed by pretreatment
with nonseletive opidide antagonist, naloxona. These data indicate that B-Amyrin has the
antinociceptive potential comparable to peripheral analgesia produced by morphine that
could be explored further on its suitability in developing a non-opioid analgesic useful in
pharmacotherapy of trigeminal and visceral pathologies.

Keywords: B-amyrin; pentacyclic triterpene; orofacial pain; corneal pain; diabetic neuropathy;
antinociception.
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1. INTRODUCAO

1.1. Dor

Um dos principais, sendo o principal, motivo de busca por assisténcia médica
em todo o mundo é a manifestagdo de dor, em diversos niveis e origens. Segundo a
Associacao Internacional para o Estudo da Dor (IASP), ela é definida como uma
subjetiva e desagradavel experiéncia sensorial e emocional, que esta normalmente
associada a uma leséo tecidual real ou potencial ou descrita em termo de tal dano
(PETERSON et al., 1993; MILLAN, 1999; PORRECA et al., 2002).

A dor estd presente como sintoma em muitas desordens clinicas, afetando
uma grande parcela da populacdo e sendo prejudicial a boa qualidade de vida.
Segundo a Sociedade Brasileira para o Estudo da Dor (SBED), a dor afeta pelo
menos 30% dos individuos durante algum momento da sua vida e em 10 a 40%
deles, tem duracéao superior a um dia. Nao existem dados estatisticos oficiais sobre
a dor no Brasil, mas a sua ocorréncia tem aumentado nos ultimos anos, constituindo
a causa principal de sofrimento, limitacdo ou incapacitacdo para as atividades
normais de trabalhadores, estudantes, e pessoas das mais variadas classes sociais
e ocasionando graves conseqléncias psicossociais e econdmicas. Em muitas
situagdes, a dor funciona como um sistema de adverténcia que pode tornar-se
crénico (COLOMBINI, 1991; COWAN et al,, 2001; PORRECA et al., 2002; SBED,
2009).

Porém, nem todo estimulo nocivo que ativa os nociceptores deflagra
necessariamente uma experiéncia de dor. A relacdo entre a percepcao da dor e a
ativagdo dos nociceptores envolve uma cascata de eventos através de vias
sensoriais. A natureza altamente subjetiva da dor € um dos fatores que dificulta a
sua compreensdao e tratamento clinico (BASBAUM et al., 2000). Uma distin¢cao entre
dor e nocicepcao se faz necessaria, pois 0 termo nocicepcao refere-se somente a

percepgao do sinal no sistema nervoso central evocado pela ativagao de receptores
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sensoriais especializados (nociceptores), provenientes de um tecido danificado
(FURST, 1999). Por outro lado, a dor envolve tanto o componente sensorial, quanto
o emocional normalmente associado aos quadros dolorosos (COUTAUX et al.,
2005).

Dentre as diversas formas de classificacdo, podemos falar quanto a sua
origem fisiopatolégica, que a dor pode ser nociceptiva, neurogénica, neuropatica,
inflamatéria e psicogénica. A dor nociceptiva ocorre quando existe um traumatismo
nos receptores nociceptivos, devido a alteragdes na sua estrutura anatomo-funcional
com liberacao de substancias algogénicas nos tecidos. A dor neurogénica é aquela
que ocorre com o dano diretamente sobre as inervacdes. A dor neuropatica é
resultante do processamento somatossensorial anormal ao nivel periférico ou
central, como, por exemplo, a dor do membro fantasma. A dor inflamatéria
caracteriza-se pela sensibilizacdo dos neurénios produzida pela ativacao da cascata
de citocinas e a dor psicogénica é aquela que nao possui causa organica, mas se
expressa em conseqiéncia de problemas psicoldgicos (MENEZES, 1999; RANG et
al., 2007).

1.1.1. Transmissao da dor

A transmissdo da dor envolve uma complexa interacdo de estruturas
periféricas e centrais, desde a superficie da pele até o cortex cerebral. O sinal
nociceptivo esta sujeito a uma variedade de modulag¢des facilitadoras e inibitorias a
partir do nociceptor até as estruturas cerebrais envolvidas na percepcao e cognicao
da dor (BROMM; LORENZ, 1998; FURST, 1999). As terminagdes nervosas livres
sdo receptores sensoriais especializados chamados de nociceptores (ativados por
estimulos nocivos). Esses receptores possuem alto limiar de ativacao, sendo entéao
ativados por estimulos intensos que sdo danosos ou potencialmente danosos aos
tecidos, e, portanto, ndo sdo recrutados em estimulos in6cuos (CAILLIET, 1993;
DJOUHRI; LAWSON, 2004).

A percepgao da dor é complexa, envolvendo nao apenas a transdug¢ao de um

estimulo nociceptivo, mas também processos emocionais e cognitivos em nosso
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cérebro (JULIUS; BASBAUM, 2001). Por envolver fatores fisiolégicos e psicoldgicos,
em animais, a dor é avaliada de forma indireta. Assim, o componente fisiol6gico da
dor € chamado de nocicepcdo, e os modelos experimentais animais de dor séo
modelos de nocicepcgao (TJDLSEN et al., 1992).

A dor nociceptiva inicia-se quando as terminacdes nervosas livres, das fibras
do sistema nervoso periférico (SNP) — fibras mielinicas finas Ad e amielinicas C -, de
qualquer parte do corpo, sdo ativadas por estimulos térmicos, mecéanicos ou
quimicos. Apo6s a sensibilizacdo ocorre a despolarizacdo da membrana neuronal e
os estimulos acessam o corno posterior da medula espinhal, ascendendo para as
estruturas da regido do tronco cerebral (sistema reticular), o talamo (nucleos
talamicos sensitivos), as estruturas do sistema limbico (amigdala, hipotalamo,

hipocampo, giro cingulo) e as areas corticais (PIMENTA, 2006).

Ao sistema reticular do tronco cerebral sdo atribuidas as respostas de luta ou
fuga (respostas neurovegetativas) que estao presentes nos quadros dolorosos; no
talamo, a informacao dolorosa é descriminada, localizada espacialmente e projetada
em estruturas do sistema limbico e cortical. Em estruturas do sistema limbico
(sistema das emocdes), é atribuido a dor o carater de emocao desagradavel e de
sofrimento. Em seguida, a dor é projetada em diversas estruturas corticais (cértex
sensitivo, motor, frontal) (PIMENTA, 2006).

A estimulacdo dos nociceptores periféricos causa o envio da informacao
nociceptiva ao sistema nervoso central (SNC) através das fibras aferentes. Os
longos axodnios das fibras nociceptivas que se localizam em nervos periféricos
estendem-se de seus corpos celulares contidos no ganglio da raiz dorsal. Apos
emergir de seu corpo celular, o axénio aferente primario bifurca-se para enviar
prolongamentos a medula espinhal e para inervar os tecidos corporais (MILLAN,
1999).

A transmissao singptica entre neur6nios aferentes primarios e neurdnios do
corno dorsal da medula espinhal € mediada, principalmente, por glutamato atuando
em receptores NMDA (N-metil-D-aspartato) e AMPA (a-amino-3-hidroxil-5-metil-4-

isoxazoil acido propiénico). Além disso, outras substancias podem modular a
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transmissdo na medula (ATP, prostaglandinas, substancia P) (DOUBELL et al.,
1999). Na medula, a transmissdo dos sinais dolorosos apo6s a liberacdo dos
neurotransmissores envolve a participacao de canais ibnicos. Os principais canais
envolvidos nesses efeitos sdo os canais de sédio, os canais de calcio operados por
voltagem e os canais de potassio (LEE et al., 2005).

1.1.2. Sistemas modulatérios da dor

A dor pode ser controlada por mecanismos centrais, uma vez que o sistema
nervoso possui circuitos modulatérios que modificam a percepcao da dor. O local
principal desta modulagdo € a medula espinhal, onde a interconexao entre vias
nociceptivas e nao-nociceptivas podem controlar a transmissdao da informacao
nociceptiva para os centros supra-espinhais, porém estruturas encefalicas também
participam da analgesia (BASBAUM; JESSELL, 2003).

O corno dorsal da medula espinhal é o local onde neurbnios eferentes
serotoninérgicos e/ou noradrenérgicos fazem sinapses com o0s neurdnios de
projecao e interneurdnios inibitérios encefalinérgicos. Ainda nesta regiao, a ativagao
de interneurénios inibitérios gabaérgicos inibe a liberacdo de neurotransmissores
nociceptivos excitatérios (glutamato, substancia P, peptideo relacionado ao gene da
calcitonina) por neurdnios de projecao (MALCANGIO; BOWERY, 1996).

Além disso, a lesdo tecidual ou nervosa acarreta a ativacao de fibras
aferentes primarias que aumentam a sensibilidade dos neurbnios espinhais,
desenvolvendo um fenémeno chamado de sensibilizacao central. Esta sensibilizacdo
resulta a ativacao de vias intracelulares neuronais mediadas por proteina quinase C
(PKC) e/ou tirosinas quinases, que atuam fosforilando e aumentando a atividade dos
receptores NMDA, assim facilitando a transmissao sinaptica (DOUBELL et al., 1999).

Geralmente, a sensibilizacdo central persiste até o término do estimulo
nociceptivo periférico, mas ha casos em que esse processo pode se prolongar,
mesmo apos o desaparecimento do estimulo (DWORKIN et al., 2003). O fenémeno

de sensibilizagcao central juntamente com o de sensibilizacao periférica medeia os
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processos de hiperalgesia e alodinia (TREEDE et al., 1992). A hiperalgesia é a
resposta excessiva a estimulos nocivos, enquanto que a alodinia é a resposta

nociceptiva a estimulos normalmente ndo nocivos (KIDD; URBAN, 2001).

1.2. Dor nociceptiva

A palavra nocicepcao deriva do latim (nocere: nocivo; capére: captar,
receber), significando literalmente a captacado do nocivo. Refere-se a recepgao de
sinais pelo SNC, onde ocorre a ativagao de receptores sensoriais especializados
que transmitem informacbdes (a transformacdo dos estimulos ambientais em
potenciais de ag&o) que sdo transferidas para o sistema nervoso central por vias
nervosas integras. Esses receptores sdo chamados de nociceptores e séao
representados por terminagcdes nervosas livres presentes em fibras aferentes
sensitivas, principalmente as fibras C e A-delta. As fibras aferentes primarias
cutaneas sensitivas podem ser classificadas essencialmente em cinco tipos com
base no diametro, estrutura e velocidade de conducdo. As fibras C sao finas,
amielinicas e de conducao lenta; as fibras A-delta sdo médias, pouco mielinizadas e
de conducao intermediaria; e as fibras A-beta sdo calibrosas, mielinizadas e de
conducéao rapida. Ha ainda as fibras A alfa e as fibras A gama que sédo de grosso
calibre e estao associadas a propagacao de estimulos tateis. Cada classe de fibras
aferentes codifica informag¢des sensoriais, mas diferem na sensibilidade a estimulos
nocivos ou nao nocivos. Em condicdes normais apenas as fibras A delta e C séo

capazes de transmitir informacao nociceptiva (MILLAN, 1999).

De forma geral, durante a exposicdo a um estimulo nocivo as fibras
mielinizadas A delta iniciam uma fase rapida, que é primaria da dor, aguda por
natureza, enquanto que, as fibras C invocam a segunda fase que é a de dor
latejante e lenta. Os receptores de alto limiar localizados geralmente nas fibras C
codificam informacdes pertencentes a estimulos nocivos mecanicos, quimicos ou
térmicos. E abundante o tipo de nociceptores que respondem a estimulos nocivos
térmicos e mecanicos e o termo polimodal reserva-se a populacao de nociceptores
que responde também a estimulos quimicos irritantes além dos térmicos e
mecanicos (MILLAN, 1999).
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A atividade dos receptores nociceptivos € modulada pela acao de substancias
quimicas denominadas de algiogénicas, que estao presentes no ambiente tecidual e
sao liberadas localmente, quando frente a algum estimulo. Essas substancias
algiogénicas sao liberadas por diversas fontes, como mastocitos, macrofagos, vasos
sanguineos, células traumatizadas e sdo responsaveis pela hiperalgesia observada
em lesfes traumaticas, inflamatérias e isquémicas. Entdo além de estimular
diretamente os nociceptores essas substancias também podem torna-los sensiveis a
estimulos térmicos e mecanicos de baixa intensidade (VALE, 2003; MILLAN, 1999).

Dentre as principais substancias algiogénicas encontramos: aceticolina,
prostaglandinas, bradicinina, histamina, citocinas, serotonina, substancia P,
neurotrofinas, radicais acidos, ions potassio dentre outras. O peptideo relacionado
ao gene da calcitonina (CGRP) e a substdncia P podem ser liberadas
retrogradamente pelas terminagcdées nervosas nociceptivas e podem, indiretamente,
participar da liberagdo de varios mediadores quimicos por células, na chamada
inflamagao neurogénica (MILLAN, 1999).

Outra classe de nociceptor que recentemente vem atraindo interesse no
contexto da dor prolongada: os chamados “silenciosos” ou “nociceptores
dormentes”. Entretanto nenhuma classe de nociceptores apresenta atividade
espontanea, o termo “silencioso” refere-se a uma porcao (talvez 10-20%) de fibras C
amielinicas na pele, articulagdes e visceras que normalmente ndo sao responsivas a
estimulos nocivos agudos. Nas condicdes de inflamacao e injaria tecidual, esse
nociceptores silenciosos sdo sensibilizados e ativados por uma variedade de
mediadores quimicos. O recrutamento desses nociceptores durante os estados
patoldgicos deve contribuir para a somacao temporal e espacial aumentando o envio
de informacao das fibras C para o corno dorsal da medula espinhal. Por exemplo,
fioras aferentes primarias em articulagdes artriticas desenvolvem tanto atividade
espontanea como emitem sinais em resposta a movimentos articulares antes
inofensivos, e a inflamagdo de visceras pode aumentar enormemente sua
sensibilidade para estimulos mecéanicos inécuos (MILLAN, 1999; CERVERO et al.,
1994).
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A ativacao de nociceptores silenciosos pode explicar a natureza distinta dos
estados inflamatérios dolorosos prolongados quando comparado a exposicao aguda
a estimulos nocivos passageiros. De fato, o recrutamento de nociceptores
silenciosos promove uma importante contribuicdo para a sensibilizacdo e as
mudancas de adaptacao central que suportam a hiperalgesia primaria causada por
inflamacao tecidual (MILLAN, 1999).

O caminho entre a exposicado inicial ao estimulo nocivo e a apreciacao
consciente da dor € uma extraordinaria complexa e interativa série de mecanismos
pelo qual o estimulo nocivo € codificado como mensagem nociceptiva e é
progressivamente transmitida aos e processada nas estruturas cerebrais superiores.
Tal evento modulatério ocorre na periferia, no corno dorsal da medula espinhal
(processamento primario), sitios supra espinhais como o talamo (processamento
secundario), assim como nas estruturas corticolimbicas (VALE, 2003; MILLAN,
1999).

1.3. Dor neuropatica

A dor neuropatica é uma das principais condicdes dolorosas crénicas, onde
geralmente ndo ha nenhum dano tecidual. Neste caso, ocorre uma disfungdo das
vias que transmitem dor, levando a uma transmissao crénica dos sinais dolorosos.
As lesGes nos nervos sensoriais periféricos sdo provavelmente a causa mais
comum. Quando os pacientes necessitam de tratamento medicamentoso por tempo
prolongado apdés traumatismos, o diagnostico de dor neuropatica deve ser
considerado. Diabetes e HIV sao uma das principais causas deste tipo de neuropatia
(COSTIGAN et al, 2009).

A dor neuropatica central tem sido descrita em varias lesGes do sistema
nervoso central, incluindo lesdes vasculares, traumdticas, desmielinizantes,
degenerativas, infecciosas e neoplasicas. A esclerose mdultipla pode produzir
neuralgia trigeminal se houver desmielinizacdo do ganglio de Gasser. Os opidides

tém sido apontados como efetivos em dor neuropatica. Embora tradicionalmente
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considerados como ineficazes em alguns pacientes, isso ndo se aplica para a
maioria dos individuos. Os opidides estdo ganhando popularidade no tratamento da
dor crénica nao neoplasica. O maior avanco tem sido o desenvolvimento de opidides
de acéao lenta que permitem niveis plasmaticos estaveis por periodos prolongados.
(COSTIGAN et al, 2009; MALAIRAJAN et al, 2006; DECOSTERD et al, 2004; GILL e
OAKLANDER, 2001).

Costigan (2009) esclarece que a dor e queda da funcdo estdo intimamente
associadas com a reacao do sistema nervoso para o dano neural, e ambos sao
importantes para o diagnéstico. A dor neuropatica periférica resulta de lesées do
SNP, que podem ser causadas por traumas mecanicos, distirbios metabdlicos,
neurotdxicos quimicos, infec¢gdes ou tumores invasivos e envolve uma variedade de

patofisiologias multiplas no SNP e no SNC.

1.4. Dor orofacial

A dor orofacial € um problema comum a todas as areas da odontologia, pois
pode ser causada por carie, algumas afec¢des periodontais, aparelhos ortodénticos,
préteses mal adaptadas ou outras doengas das estruturas bucais. Adicionalmente, o
proprio tratamento odontolégico, em geral, determina algum grau de desconforto ou
dor (WANNMACHER; FERREIRA, 1999). Verifica-se, também, dor orofacial com
freqiéncia em associacdo a mucosite e neurotoxicidade associada a cirurgia e
quimio-radioterapia (BENOLIEL et al, 2007; EPSTEIN et al, 2007).

Atualmente a dor orofacial apresenta alta prevaléncia na populacao
(LeRESCHE, 2001; FEINMANN e NEWTON-JOHN, 2004), com significativo
interesse no paciente por conta dos aspectos emocional e psicologicos a ela
relatados (TENENBAUM et al., 2001; SESSLE, 2005).
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Observa-se uma maior incidéncia durante a segunda metade da vida de um
individuo e, em trés quartos dos casos, a dor é percebida pela primeira vez apos a
idade de 50 anos. O inicio tardio, apés 65 ou 70 anos de idade, é relativamente
freqUente, sendo seu inicio vislumbrado excepcionalmente antes dos 20 anos. A
mulher é acometida mais que o homem, com uma razdo de 3:2. A neuralgia que
apresenta um carater familiar € dificil de ocorrer, porém quando acontece tende a se
iniciar mais precocemente e a se tornar bilateral mais freqientemente que nas
formas comuns (LAMA e MELO, 2003).

Andrade (2001) relata que a manifestacdo da sensacdao assemelha-se a
sucessivas pontadas, queimacgao, choques elétricos, contato com ferro quente ou
até mesmo, milhares de agulhas penetrando a face. A dor é paroxistica, de carater
fulgurante e de curta duracdo, podendo aparecer e desaparecer subitamente e
reaparecer em intervalos variados. Cada surto pode ter a duragdo de dias, semanas
ou meses. A intensidade dos fendmenos dolorosos, sempre dificil de apreciar,
parece habitualmente grande. Durante um acesso, o doente interrompe toda sua
atividade, para falar e sua expressao facial traduz um sofrimento extremo (LAMA e
MELO, 2003).

Segundo Pelissier (2002), a regidao orofacial € um ponto de freqliente dor
aguda e crénica. Entretanto, os mecanismos envolvidos nesse tipo de dor sdo
pobremente estudados. Esta é em parte, o0 motivo da escassez de investigacdes
direcionadas para a area orofacial. Sao poucos os modelos com animais de
laboratério dedicados ao estudo da nocicepg¢ao na regido trigeminal, com excegao
para os modelos de dor neuropatica trigeminal (VOS et al, 1994) e o teste de
formalina orofacial (CLAVELOU et al, 1989, 1995).

O modelo de dor orofacial descrito por Pellisier, Pajot e Dallei (2002) induz a
dor por acdo de um agente algico (capsaicina ou formalina) através da
administracdo do mesmo na vibrissa do animal e permite o estudo da dor trigeminal

ou nociceptiva (Figura 1).



30

Figura 1. Vibrissa de camundongo: seta indica o local de aplicacao de agente lesivo.

(Fonte: psycnet.apa.org/index.cfm?)

1.5. Drogas opidides

Os analgésicos opidides compreendem um grupo de farmacos naturais e
sintéticos com estrutura quimica e efeitos semelhantes aos dos alcaldides do 6pio,
cuja acao analgésica, euforiante e ansiolitica € conhecida ha séculos. Sao efetivos
no controle da dor visceral e somatica e, parcialmente, efetivos no controle da dor
neuropatica (PIMENTA, 2006).

A morfina foi descoberta em 1805, pelo assistente de farmacia Freidrich
Sertuner, ao isolar este alcaldide a partir da resina da papoula (Papaver
somniferum). Em alusdo a sonoléncia que este causava, Sertuner denominou este
opiacio em homenagem ao deus dos sonhos: Morfeu. Atuando em receptores
especificos no sistema nervoso, a morfina é utilizada como analgésico para o

tratamento de dores crénicas, principalmente de pacientes terminais. Amplamente



31

popularizada, desde a década de 50 até hoje é requisitada nestes casos

supracitados.

Opiaceos, como a morfina, representam atualmente a melhor opgdo para
controle de dor moderada a grave em traumas induzidos, p6s-operatorio e na dor
oncolégica. Os compostos opiaceos estdo cada vez mais sendo usados para
tratamento de doencas crbnicas nao relacionadas a dor crénica do cancer
patoldgico. No entanto, a administragdo prolongada de opidides é associada com
problemas significativos, incluindo o desenvolvimento de tolerancia antinociceptiva,
onde altas doses da droga sdo necessarias ao longo do tempo para obter a mesma
resposta analgésica. E estas doses mais elevadas sdao também relacionadas ao
aumento da sensibilidade a dor, um conceito conhecido como hipernocicepg¢ao tatil
induzida por opidides (WHITE e WILSON, 2010).

1.5.1. Tolerancia, Dependéncia e Efeitos adversos

O uso repetido e prolongado de opidides reduz gradualmente a eficacia
analgésica, ou seja, induz tolerancia, que pode ocorrer apds algumas semanas de
uso. Porém, o aumento da dose necessaria para alivio da dor pode ser causada pela
progressdo da doenga e aumento do estimulo doloroso. Varios mecanismos sao
propostos para o desenvolvimento de tolerancia relacionada ao uso de opidides:
aumento do metabolismo, alteracdo da densidade dos receptores, atividade de
receptores NMDA e aumento de colecistocinina. Também é sugerido que essa
tolerancia poderia ser decorrente da reducao do numero de receptores ou pela
diminuicdo da sensibilidade de receptores (apesar de ndo se observar reducao
importante no numero destes apds exposicdo aos opidides) (SAKATA e ISSY,

2008). A tolerancia é um fator limitante do uso dos opidides.

A exposicdo crbnica aos opidides pode provocar dependéncia fisica. A
dependéncia fisica € um fendbmeno associado ao uso prolongado, que pode
acontecer ap6s 3 semanas de tratamento, associada ao surgimento de sintomas de
abstinéncia com suspensdo abrupta da droga ou apds administracdo de um

antagonista opidide, manifestando-se mais rapidamente que a tolerancia. Ocorre
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com a inibicdo de adenilciclase seguida de retorno gradual da atividade normal
(SAKATA e ISSY, 2008).

Outro fator importante no cuidado com o uso de drogas opidides é o
surgimento de efeitos colaterais, que sao o principal motivo de queixas dos
pacientes, em especial aqueles de uso crbénico: sedacao, euforia, disforia, agitacao,
alucinacao, hiperalgesia, convulsdo, diminuicdo da frequéncia respiratéria, reducao
da resisténcia vascular sistémica, diminuicdo da pressao arterial e bradicardia,
constipacdo, nausea, vOmito, retencdo urinaria, disfuncdo sexual, miose, rigidez
muscular e mioclonia, imunossupressdo, diminuicdo de cortisol, horménio
luteinizante e foliculo-estimulante, testosterona e estrégeno, aumento da prolactina
(SAKATA e ISSY, 2008).

O uso concomitante de opidides com outros grupos de drogas analgésicas
mais fracas contribuem para o controle da dor e atenuam o desenvolvimento de
tolerancia (NAVEBI et al, 2009).

1.6. Receptores TRPV

Uma das estratégias para gerar novos analgésicos consiste no estudo das
bases moleculares que estdo envolvidas na deteccdo dos estimulos dolorosos, no
caso, os receptores. Um receptor de grande importancia para a fisiologia sensorial e
da dor é o TRPV1, pertencente a familia de receptores de canais de potencial
transitério termossensiveis. Referidos pelo “termo TRP” (Cortright e Szallasi, 2009),
detectam estimulos mecanicos, quimicos e térmicos (Bevan e Anderson, 2009) e
sao expressos em tecidos sensoriais, como nociceptores e pele. Ao contrario do uso
tradicional de drogas analgésicas que suprimem a inflamacgao (por exemplo, AINEs e
inibidores de COX-2) ou blogueiam a transmissao da dor (por exemplo, opiaceos),
os inibidores de canais TRP objetivam evitar a dor, bloqueando o receptor onde esta

€ gerada (Cortright e Szallasi, 2009).
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A recente clonagem e caracterizagcdo dos receptores TRPV1 a partir dos
tecidos animais (CATERINA et al.,, 1997) e humanos (HAYES et al., 2000), foi
decisivo na identificacdo do alvo molecular dos ligantes para esta classe de
receptores de membrana. Estes ligantes podem ser distribuidos em varios grupos,
como os capsaicindides (capsaicina, resiniferatoxina, piperina, eugenol, capsazepina
e vermelho de ruténio), os gingeréis, os terpenos dialdeidos insaturados, os
triprenilfendis e os ingenosideos (CALIXTO et al., 2005).

Um importante papel tem sido atribuido aos receptores TRPV1 na pesquisa
da dor. Evidencias sugerem que a regulacdo e ativacdo destes receptores sao
determinadas por diversos mecanismos, tendo em vista que o canal ibnico €&
regulado mediadores lipidicos, pH acido (prétons), temperatura (acima de cerca de
42°C), fosfolipideos e fosforilagdo, além de produtos de natureza quimica ou
sintética (CATERINA & JULIUS, 2001; CALIXTO et al, 2005). Assim, estes

receptores representam um alvo promissor para novos compostos analgésicos.

1.6.1. Capsaicina e nocicepcao

Diversos modelos animais sdo empregados no estudo de novas drogas
analgésicas derivadas de produtos naturais. Nestes modelos experimentais a
nocicepgao pode ser induzida por agentes quimicos, mecéanicos, térmicos e

inflamatorios.

A capsaicina é um composto extensamente utilizado em animais e humanos
no estudo dos mecanismos envolvidos na dor para avaliacdo da eficacia de varias
drogas analgésicas. A ativacdo dos nociceptores pela capsaicina promove a
liberacao de glutamato e peptideos neuromodulatérios a partir dos seus neurénios
sensitivos aferentes, bem como peptideos pré-inflamatérios, tais como substancia P
e CGRP de seus terminais periféricos. Estes eventos neuroquimicos sao

responsaveis pela hiperalgesia e inflamacdo, comumente observadas apés
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administracdo de capsaicina em humanos e animais de laboratérios (BARRET et al.,
2003).

A capsaicina (8-metil-N-vanilil-6-nonenamida) € principal ingrediente da
pimenta vermelha, planta do género Capsicum. Capsaicina é estimulante seletivo
dos neurdnios aferentes sensoriais da raiz do ganglio dorsal nos mamiferos,
formandos por fibras nao mielinizadas C e mielinizadas Ad, as quais respondem a

estimulacao nociva (térmica, mecanica e quimica) (CATERINA & JULIUS, 2001).

Os receptores para capsaicina e 0s neurOGnios sensiveis a capsaicina
modulam fungdes fisioldgicas tais como manuten¢éo da integridade tecidual. Dessa
forma, a inibicdo dos receptores TRPV1 ou a desensibilizacdo das fibras sensiveis a
capsaicina, tanto podem ser benéficas como podem produzir perda de algumas
funcoes fisiologicas (NAGY et al., 2004).

Durante as décadas passadas, pesquisadores tém direcionado seus estudos
sobre o papel da capsaicina na dor e inflamagdo. Um consideravel nimero de
estudos ja foi realizado sobre os efeitos sensoriais da capsaicina quando aplicada
sobre a pele ou na pleura, ou quando injetada intradermicamente em humanos ou
em animais experimentais (SAADE et al., 2002).

A injegdo intraplantar de capsaicina em um roedor produz padrao de
comportamento de dor caracteristico, tais como lamber e morder a pata afetada
(NAH et al., 2000), produzindo alteragdes significativas nos limiares de nocicepcgao
térmica e mecanica. Uma vez ativado pela capsaicina, os neurbnios aferentes
secretam neuropeptideos (substancia P e CGRP) induzindo a inflamacéao
neurogénica. Cada um desses peptideos é conhecido por interferir em um ou mais
mecanismos envolvidos na reacao inflamatéria. Por exemplo, a substancia P, pode
contribuir para vasodilatacao, liberagcdo de histamina de mastécitos e modular as
funcbes das células do sistema imune, que expressam receptores para substancia P
em sua membrana citoplasmatica. CGRP é conhecido por sua vasoativa e por seus

efeitos sobre as células imunolégicas (SAADE et al., 2002).
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1.7. Diabetes e dor

Diabetes mellitus tem se manifestado como uma epidemia ja ha muitas
décadas e vem crescendo na medida em que aumenta a populagcao mundial e, esta
também relacionada com o aumento da prevaléncia de obesidade e a reducao da
atividade fisica pela populacdo economicamente ativa. O Centro de Prevencéao e
Controle de Doencas estima que 20,8 milhdes de criancas e adultos (7,0% da
populacao dos EUA) tinham diabetes no ano de 2005. Deste total, 1,5 milhées foram
de novos casos diagnosticados e em torno de 30% (6,2 milhées) ndo foram
diagnosticados. Estima-se que 54 milhbes de pessoas sejam pré-diabéticas
(ZHANG, 2009).

Segundo Lerco (2003), diabetes mellitus € um problema de saude publica
mundial. Estima-se que existam mais de 150 milhdes de pessoas com diabetes no
mundo, sendo que projecdes da Organizacdo Mundial de Saude para 2025 sugerem
que esse numero possa chegar a 300 milhées. Em 2000, os seis paises com 0 maior
nimero de pacientes diabéticos eram: india (32,7 milhdes), China (22,6 milhdes),
Estados Unidos (15,3 milhées), Brasil (12 milhdes), Paquistao (8,8 milhdes) e Japao
(7,1 milhdes) (OMS 2001). De acordo com Franco e col., (1998), no Brasil,
aproximadamente 50% das pessoas com diabetes desconhecem sua condicao
morbida sendo que 10% delas sao portadoras de diabetes do tipo I. Em alguns

paises esse percentual sobe para 80% (OMS 2001).

Embora se reconhegcam os avangos conseguidos, lamentavelmente o
diabetes ainda é, hoje, uma das principais causas de incapacitacdo fisica para o
trabalho, tornando o seu portador 25 vezes mais propenso a cegueira, 17 vezes
mais susceptivel a nefropatia, com chances cinco vezes maiores de uma amputacao
de membros e o dobro de risco de uma doenca cardiovascular (LERCO, 20083;
KROLEWSKI e col., 1987; La PORTE, 1985).

O diabetes mellitus tipo 1 desenvolve-se quando mais de 90% das células B
pancreaticas sao destruidas, como resultado de um agressao quimica, viral ou auto-
imune. A variabilidade na extensao da morte das células produtoras de insulina nao

€ somente determinada pela severidade da condicdo citotéxica, mas também pela
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intensidade de mecanismos de defesa celular, que podem ser induzidos ou ativados
nestas células pancreaticas. Os mecanismos deste efeito protetor ainda nao estao
completamente elucidados, mas podem envolver a geragcdo de substancias
intracelulares que sao depletadas durante o processo de injuria celular (PIPELEERS
& VAN DE WINKEL, 1986).

A neuropatia diabética periférica € uma complicacdo crénica comum do
diabetes mellitus. Os sintomas desta condigdo debilitante incluem a perda
progressiva da sensacado térmica e dor tatil. Entretanto muitos individuos com
diabete neuropatica experimentam uma reducdo na percepcdo, uma fracdo de
aproximadamente 10% experimentam sintomas dolorosos (VINIK et al, 2000;
SUGIMOTO et al, 2000; ANAND et al, 1996).

Pesquisas do grupo de Controle de Diabetes e suas Complicacées (1993)
demonstrou que um intensivo controle da glicemia por 5 anos reduz a incidéncia de
neuropatia em até 60% em individuos com diabetes tipo 1, sugerindo que a
desregulacdo do metabolismo da glicose contribui para a neuropatia. Entretanto, o
fato de que a regulacao estrita da glicose nédo previne completamente a neuropatia
diabética, sugerindo que mecanismos adicionais da patologia devam existir. A
neuropatia sensorial pode ser detectada em alguns individuos quando tem destruido
a tolerancia a glicose, porém, ndo pode ser usado como um critério de diagnéstico
para o diabetes (GABRA et al, 2006; SMITH et al, 2001).

A ocorréncia de hiperalgesia devido a hiperglicemia em alguns modelos da
doenca em ratos pode sugerir que os aspectos da percepcao sensorial alterado
pode ser independente do metabolismo da glicose. Estudos adicionais sugerem que
a deficiéncia de insulina ou a insensibilidade a ela pode contribuir para o
desenvolvimento da neuropatia diabética periférica. A sinalizacdo direta de insulina
reverteu a neuropatia em animais diabéticos induzidos por estreptozocina, foi obtida
pela administragao intratecal de insulina (SIMA, 2004; BRUSSE, 2004; PIERSON et
al, 2003).

No estudo de Pabbidi et al (2008), com animais diabéticos induzidos por

estreptozocina para o estudo do envolvimento de receptores TRPV1 na neuropatia
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diabética periféica, observaram que neste modelo, 0os animais com a neuropatia
manifestaram uma fase inicial de hiperalgesia térmica e uma fase tardia de
hipolgesia. Esses fenétipos sdo acompanhados por altas e baixas regulagdes de
TRPV1, respectivamente.

A inducao do diabetes mellitus experimental em modelos animais permite a
identificacado de agentes terapéuticos e preventivos. O aloxano induz diabetes
Mellitus tipo 1, destruindo as células  pancreaticas, responsaveis pela producao de
insulina e amilina que reduzem a taxa de acucar no sangue. O aloxano é um dos
agentes diabetogénicos mais comumente utilizado, agindo na destruicdo especifica
de células de B das llhotas de Langerhans, quando em doses adequadas (LERCO,
2003; ZANOELLO et al, 2002).

Segundo estudo de Malaise et al (1982), essa citotoxicidade seletiva do
aloxano é condicionada pela grande capacidade da célula B em acumular a droga,
aliada ao fato desta célula demonstrar uma maior sensibilidade aos radicais
peroxidos, quando comparada a outros tecidos. Sugere-se que a toxicidade do
aloxano seja resultado de sua habilidade em gerar radicais de oxigénio altamente
reativos que afetam o metabolismo oxidativo da célula, com subseqiente morte
celular. Apesar desta proposta de mecanismo, 0 modo de acdo do aloxano é
suficientemente geral para que outras substancias, de ocorréncia natural, sejam
diabetogénicas por mecanismos similares (LERCO, 2003; ZANOELLO et al, 2002;
ABEL-RAHMAN et al, 1992; HEIKKILA et al, 1976).

1.8. Termometria / Termografia

A temperatura € um dos mais importantes sinais vitais usados na medicina
clinica. Hipocrates foi o primeiro a mensurar a temperatura do corpo em seus
escritos. O método da termometria foi reproduzido e revalidado como a mensuracao
de distribuicdo de temperatura pelo corpo (Termografia). Portanto, a histéria da
termografia € mais longa que a prépria medicina clinica (OTSUKA et al, 2002).
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Fibras motoras simpaticas controlam a microcirculagdo cutanea por meio de
vasoconstricao ou vasodilatacao, causando menor ou maior irrigacao na pele. Este
fenbmeno de controle de transferéncia de calor através da pele é definido como
termorregulacdo e € dependente do controle do sistema nervoso auténomo. Os
tecidos isquémicos costumam apresentar diminuicdo da temperatura e palpando-se
com o dorso da mao é possivel sentir um esfriamento quando comparado com o
lado contralateral. Porém, a capacidade humana de discriminar diferencas de
temperatura é pouco sensivel, em média valores maiores que 2°C (BURIHAN, 2001,
ABERNATHY et al, 1984).

De acordo com Brioschi et al (2003), a termometria cutanea é definida como
um método diagndstico que avalia a microcirculacdo da pele e que, indiretamente,
também avalia o sistema nervoso autbnomo simpatico estreitamente relacionado

com a pele.

O procedimento de medicao utiliza um sistema mecanico que posiciona um
sensor préximo ao paciente e computadores que fornecem a representacao grafica
qualitativa, de alta resolucdo e quantitativa, de alta sensibilidade, dos padrdes
térmicos presentes na pele humana (BRIOSCHI et al, 2003; BRIOSCHI et al, 2000).

As imagens térmicas geradas em alta resolugdo detectam doencas,
alteragbes fisiologicas e podem ser usadas no monitoramento de tratamentos
médicos. Tem sido aplicado nas areas de oncologia, quiropraxia, ortopedia,
odontologia, neurologia, medicina ocupacional, medicina vascular / cardioldgica,

medicina veterinaria

1. 9. Produtos Naturais

O uso de espécies vegetais, com fins de tratamento e cura, observa-se desde
o0 inicio da civilizacdo humana envolvendo o manuseio, a adaptacao e a modificacdo

do uso dos recursos naturais para seu préprio beneficio (STASI, 2002).
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Consideram-se produtos naturais todos aqueles derivados naturalmente de
plantas, animais, microorganismos, minerais e organismos marinhos. Foram, e
continuam sendo, a mais bem sucedida fonte de drogas destinadas aos mais
variados usos, em especial, o medicinal. Historicamente, a mais importante fonte
natural tem sido as plantas. A pesquisa utilizando plantas medicinais tem avancado
em duas linhas principais: a etnofarmacologia e a toxicologia, cujas estratégias tém
levado a descoberta de diversas substancias com potencial terapéutico (CALIXTO,
2005; SCHMIDT et al., 2008; TULP & BOHLIN, 2004).

Um grande numero de produtos naturais de origem vegetal, descobertos
antes da década de 1940, ainda tem grande utilizacdo nos dias de hoje, como a
quinina (Cinchona), morfina e codeina (Opium), digoxina (Digitalis), atropina e
hioscina (Solanaceae). Da mesma forma, durante a segunda guerra, alguns
antibioticos, desenvolvidos de isolados dos géneros Penicillium, Cephalosporium e
Streptomyces, também continuam em uso. No periodo pés-guerra, houve um
declinio no nimero de descobertas de novas drogas a partir de plantas superiores:
como o tranquilizante reserpina (Rauwolfia) e a vinblastina (Catharanthus roseus),
droga efetiva no tratamento do cancer, com venda global da ordem de 100 milhdes
de délares ao ano (KONG et al., 2003).

A partir dos produtos naturais, incluindo as toxinas extraidas de animais, de
bactérias, de fungos ou de plantas, foi possivel compreender os diversos fendbmenos
relacionados a biologia celular e molecular e a eletrofisiologia, permitindo que
estruturas biologicas fossem identificadas, isoladas e clonadas. O que tornou
possivel a industria farmacéutica modelar drogas providas de maior seletividade e
também mais eficazes contra varias patologias de maior complexidade (CALIXTO,
2003).

As plantas medicinais se destacam como grandes fontes de novos recursos
terapéuticos, servindo como base para o desenvolvimento de medicamentos pela
industria farmacéutica (SCHENKEL et al., 2001). Sdo uma fonte importante de
produtos naturais biologicamente ativos. O niumero de espécies vegetais superiores
(angiospermas e gimnospermas) no planeta é estimado em 250.000, podendo variar

entre 215.000 a 500.000. Destas, apenas 6% tém sido estudadas sobre atividade
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biolégica e aproximadamente 15% avaliadas fitoquimicamente (FABRICANT &
FARNSWORTH, 2001).

Atualmente, menos de 1% de todas as plantas encontradas nas florestas
tropicais tiveram suas propriedades farmacolédgicas estudadas. Pelo menos 25% de
todas as drogas atuais sao oriundas ou derivadas de moléculas encontradas nestas
regides (KONG et al, 2003).

No Brasil, a industria de medicamentos concentra significativa parcela de
recursos na producdo de Fitoterapicos. Os problemas mais frequentemente
encontrados nestes produtos sao: identificacdo botanica equivocada, composicao
quimica sem uniformidade, presenca de contaminantes, bula irregular, prazo de
validade determinado empiricamente. Todas estas questdes demonstram a
deficiéncia e precariedade, desde a matéria prima até o produto acabado. A nova
legislacdo submete a industria ao desenvolvimento de tecnologias que assegurem e
confirmem a eficiéncia formulagdo. E neste contexto, que as monografias oficiais
tornam-se um instrumento que permite atender as necessidades da industria de
fitoterapicos, fornecendo dados importantes na producao dos mesmos (MIGUEL &
MIGUEL, 2000).

Em se tratando do consumo de plantas medicinais da flora nativa, este é feito
de forma empirica principalmente pelas comunidades de média e baixa renda, e cuja
utilizagdo € propagada por usuarios e comerciantes, em especial nas regides Norte
e Nordeste do Brasil. A Organizacdo Mundial de Saude estima que entre 65 a 80%
da populagdo dos paises em desenvolvimento, dependem primariamente das
plantas medicinais na atengao primaria a saude. Dessa forma, as plantas medicinais
por constituirem matéria prima de facil acesso, de baixo custo e de facil
manipulacdo, tém contribuido de sobremaneira para a saude da populacdo. Sao
bilhbes de pessoas utilizando essa alternativa, porém somente uma pequena

percentagem sob indicacao médica (OLIVEIRA, 2005).

Muitos sao os fatores, sobretudo econémicos e sociais, que colaboram para o
uso de plantas medicinais. Sendo assim, o trabalho de pesquisa com plantas

medicinais tende a produzir medicamentos com custo inferior e mais acessivel a
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populacdo, a qual muitas vezes ndo consegue arcar com o0s custos elevados da
aquisicao de medicamentos em atendimento as necessidades basicas de saude. As
pesquisas realizadas para avaliacdo do uso seguro de plantas medicinais e
fitoterapicos no Brasil ainda sdo incipientes, dessa forma, o controle e
comercializagdo pelos 6rgaos oficiais em feiras livres, mercados publicos ou lojas de

produtos naturais, também é bastante precaria.

De acordo com Vieira Junior (2005), estudos multidisciplinares envolvendo
etnobotanicos, quimicos, farmacélogos e agrbnomos sao necessarios para que
sejam ampliados os conhecimentos acerca das plantas medicinais, sob aspectos de
suas acoes, efeitos tdxicos relacionados, interacbes com medicamentos alopaticos e
estratégias mais adequadas para o controle de qualidade e producdo de
fitoterapicos.

1.9.1. Produtos naturais e analgesia

Ha tempos, as substancias derivadas de produtos naturais tém sido utilizadas
com varios propésitos incluindo o tratamento da dor. O 6pio, por exemplo, €
conhecido e utilizado a cerca de 7000 anos. No inicio do século 19, alguns
componentes individuais de diferentes produtos naturais foram identificados e
purificados. Atualmente, a descoberta de novas drogas tem limitado o uso de
produtos naturais como exclusiva fonte de terapéutica. Entretanto, os produtos de
origem natural vém dominando a industria farmacéutica, ja por varios anos, e muitas
drogas comercializadas sao baseados em isolados destes produtos. O recente
ressurgimento do estudo de produtos naturais, especialmente para a industria de
suplementacédo alimentar é sinal deste interesse comercial. A industria farmacéutica
vem oferecendo investimento na revitalizacdo de programas de “screening” de
produtos naturais. Pesquisas académicas continuam a ser uma grande fonte de
informacao no campo de produtos naturais, especialmente em respeito a descoberta
de novas entidades quimicas. As pesquisas na area de dor e adiccao de drogas
eram originalmente focadas nos produtos naturais, exclusivamente. Porém, os
analogos de substancias naturais e compostos sintéticos baseados nestes produtos

tém sido incorporados a pesquisa. O uso racional de drogas exige novas



42

substancias sintéticas, e os produtos naturais sdo investigados no foco de novas
estruturas quimicas que possam interagir com o0s analgésicos ja conhecidos e
utilizados. A farmacologia da dor € um complexo campo de pesquisa e mais
sistemas envolvidos sdo explorados a medida que as pesquisas avangcam, porém, é
a partir de suas pesquisas que novas drogas sao identificadas (McCURDY e
SCULLY, 2005).

1.9.2. Resinas Naturais

Diversas familias botanicas (Pinaceae, Hamamelidaceae, Leguminosae,
Zigofilaceae, Burseraceae, Anacardiaceae, Umbeliferae, etc.) sdo produtoras de
resinas que em geral encontram-se dissolvidas em 6leos essenciais liquidos e
volateis. Esse liquido obtido por incisdo no préprio vegetal, ndo tem composicéao
simples (COSTA, 1994). Os 6leos-resina quando expostos ao ar e a luz endurecem
por evaporagdo e oxidagao das esséncias, resultando em substancia de natureza
consistente com caracteristicas proprias. As resinas sao produtos amorfos de
natureza quimica complexa. Fisicamente sdo duras, transparentes ou translicidas,
insoluveis em agua, mas podem ser dissolvidas em alcool ou em outros solventes
organicos. As resinas queimam com uma chama fumarenta caracteristica e sao

provavelmente produtos da oxidacao de terpenos (ROBBERS et al., 1997).

Muitas propriedades sdo atribuidas as resinas, dentre estas podemos
destacar: atividade antiinflamatéria e antitumoral da resina do género Boswellia
(BUCHELE et al., 2003). Pistacia lentiscus var. Chia produz uma resina com
atividade antioxidante in vitro (ANDRIKOPOULOS et al, 2003). A resina extraida das
espécies Commiphora (C. kua e C. confusa) (Burseraceae) é usada popularmente
no tratamento de picada de cobra, gonorréia, desordens estomacais e nas infecgdes
microbianas (MANGURO et al., 2003a, MANGURO et al., 2003b). Das partes aéreas
de Baccharis grisebachii (Asteraceae), exsuda uma resina, a qual é usada no
tratamento de Ulceras, queimaduras e inflamacao da pele (FERESIN et al., 2003).
Outras atividades conferidas as resinas incluem: anti-séptica, expectorante,
carminativa, antiespasmoédica, emanagoga e anti-helmintica. Externamente, os

Oleos-resina sao utilizados devido as sua propriedade desinfetante, cicatrizante,
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rubefaciente, vesicante e como parasiticida no tratamento da sarna (COSTA, 1994).
O oleo-resina de Commiphora molmol (Burseraceae), conhecida como “mirra”, é
utilizado na medicina arabe no tratamento de algumas condicdes inflamatodrias,
como antipirética, anti-séptica, estimulante e na cicatrizacao de diferentes problemas
estomacais, incluindo cancer. A analise quimica detectou a presenca de Oleos
volateis, goma e resina, a qual é formada por esterdides e triterpenos, como por
exemplo, 3-epi-a- amirina (AL-HARBI et al., 1997).

A atividade antioxidante também é observada nas resinas naturais. Mais
recentemente, Assimopoulou et al. (2004) demonstraram que a resina de Pistacia
lentiscus var. Chia, e o 6leo essencial obtido de Commiphora myrrh e Boswellia
serrata, apresentam significativa atividade. Os principais componentes das resinas
sao élcoois e acidos tetraciclicos e pentaciclicos, sendo este ultimo o grupo mais

importante, incluindo varias substancias resinosas (COSTA, 1994).

Muitas espécies de Protium exsudam uma resina aromatica empregada na
preparacao de incensos utilizados em rituais religiosos, € na medicina tradicional por
suas propriedades biologicas (DEHARO et al., 2001). A partir de incisdes obtém-se
um exsudato resinoso utilizado na medicina popular com antiinflamatério, analgésico
e na cicatrizacédo de feridas (CORREA, 1984; PERNET, 1972; SIANI et al., 1999).

1.9.3. Terpenos

Os terpendides distribuem-se amplamente na natureza e sdo encontrados em
abundancia nas plantas superiores. Representam a segunda maior classe de
metabdlitos secundarios com maior numero de constituintes ativos (STASI, 2002).
Encontram-se subdivididos em classes e sao caracterizados por composicao
denominada unidade de isopreno, por isso, esses compostos também séao

chamados de isoprendides.

1.9.3.1. Triterpenos
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Os triterpenos pertencem a classe dos terpenos e sdao formandos por seis
unidades de isopreno. Apresentam estrutura do tipo C30, policiclica, normalmente
tetra ou pentaciclica, quase sempre hidroxilados na posicdao C-3. Ja foram isolados
mais de quatro mil triterpendides naturais e identificados mais de quarenta tipos de
esqueletos (ROBBERS et al., 1997). Os triterpenodides podem ser dividido em trés
grupos principais: B-amirina (oleanano), a-amirina (ursano) e lupeol. As agliconas do
tipo B-amirina possuem duas metilas em C-20. Aquelas do tipo a-amirina
apresentam uma metila no C-20 e outra em C-19 com a estereoquimica entre os
anéis D/E na forma cis. Ja os triterpenos do tipo lupeol difere na estereoquimica
entre os anéis D/E, que é trans e no numero de carbonos do quinto anel (E), o qual é

formando por cinco atomos de carbono (SHENKEL et al., 1999).

Entre as drogas vegetais conhecidas, ricas em triterpenos pentaciclicos,
podemos destacar, o alcaguz (Glycyrrhiza glabra L.) (BALTINA, 2003), quilaia
(Quillaja saponaria Molina) (BOYAKA et al., 2001), castanha da india (Aesculus
hippocastanum L) (LEACH, 2004), Centella asiatica L. (GNANAPRAGASAM et al.,
2004) e Polygala senega L. (ESTRADA et al., 2000).

Ha um crescente interesse nos triterpendides devido ao seu variado espectro
de atividades farmacoldgicas (PATOCKA, 2003). Existem muitos trabalhos sobre as
acodes bioldgicas dos triterpenos, os quais podem ser relevantes pelos seus efeitos
farmacologicos, incluindo suas propriedades antiinflamatérias (SAFAYHI & SAILER,
1997). A propriedade antiinflamatéria € comum aos compostos desta classe,
principalmente aqueles triterpenos pertencentes as classes oleanano, ursano ou
lupano (MANEZ et al., 1997). Estudos mostraram triterpenos, na forma de aglicona
ou heterosideo, inibindo a enzima COX-2 (ciclooxigenase) e a produgao de NO
(6xido nitrico) (SHIN ET al., 2005); modulando a expressao de moléculas de adesao,
via inibigdo de NF-kappaB (ZHANG et al., 2003), ou ainda inibindo a isoenzima
fosfodiesteradse (PDE4), um novo alvo intracelular para novas drogas
antiinflamatérias (WENIGER et al., 2005).

As raizes de Rosa rugosa (Rosaceae) sdo tradicionalmente utilizadas na
Coréia no tratamento da diabetes mellitus e da inflamacgéao crdnica. Jung et al. (2005)

demonstraram que quatro triterpenos do tipo 19 a-hidroxiursano, isolados a partir do
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fracionamento do extrato metandlico desta espécie, podem ser os responsaveis
pelas atividades antiinflamatérias e antinociceptiva em modelos classicos de dor e
nocicepcao observados em camundongos e ratos. Carmona retusa € utilizada nas
Filipinas na forma de cha preparado a partir das folhas secas e disponivel em
tabletes de 250 mg, sendo indicada no alivio dos sintomas da diarréia. Villasenor et
al. (2004), demonstraram que o principal constituinte desta planta é formado por
uma mistura de triterpenos, composta de a-amirina, B-amirina e baurenol, a qual
exibiu um potente efeito analgésico e antidiarréico. Preparacdes feitas a partir da
goma-resina de Boswellia serrata sdo utilizadas tradicionalmente na india para o
tratamento de doencas antiinflamatérias. A goma é rica em triterpenos pentaciclicos,
sendo o acido boswellico o principal constituinte. Experimentos realizados com este
triterpeno demonstra que este inibe a biosintese de leucotrienos nos granulécitos
neutrofilos através de uma inibicdo nao-competitiva da enzima 5-lipoxigenase
(AMMON et al., 2002). Experimentos clinicos mostraram resultados promissores em
pacientes com artrite reumatoide, colite crénica e ulcerativa na doenga de Crohn’s e
dentre outra patologias (KIELA et al., 2004). Além desses efeitos, estudos mostram
que o acido boswellico possui atividade anticancerigena, antitumoral, e anti-
hiperlipidemica (HUANG et al., 2000).

Os analgésicos atuais, tais como opidides e as drogas antiinflamatérias nao
esteroidais, ndo sdo adequados a todos pacientes. Particularmente é na dor crdnica,
onde se observa suas limitagcdes, como por exemplo, nos numerosos efeitos
colaterais, incluindo propensado a tolerancia. Dessa forma, a pesquisa visando a
descoberta de outras terapias alternativas é necessaria. E as plantas medicinais,
conhecidas por serem importante fonte de novas substancias quimicas com
potenciais efeitos terapéuticos, sdo fundamentais para este fim. Portanto, a pesquisa
com plantas utilizadas tradicionalmente pela populacdo no alivio de dores
desempenha papel estratégico na busca de novas drogas analgésicas (VONGTAU
et al., 2004).

1.9.3.2. Protium heptaphyllum (Aubl.) March.
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A familia Burseraceae compreende 16 géneros e mais de 800 espécies
encontradas na regido Amazdnica, Piaui, Bahia, Minas Gerais, Goias e em paises
como Suriname, Colébmbia, Venezuela e Paraguai. Dentre as espécies temos o
Protium heptaphyllum (Aubl.) March que é popularmente conhecido como
almecegueira, breu-branco verdadeiro, almecegueira cheirosa, almecegueira de

cheiro, almecegueira vermelha e almecegueiro bravo (CORREA, 1984).

O Protium heptaphyllum (Aubl.) March € uma arvore de grande porte, com
altura que varia de 10 a 20 metros (Figura 2), com ocorréncia em todo o Brasil,
vegetando em terrenos arenosos, tanto midos quanto secos (CORREA, 1984). Esta
espécie fornece madeira moderadamente pesada (densidade 0,77 g/cm3),
compacta, décil ao cepilho, bastante elastica e de grande durabilidade em lugares
secos, sendo de excelente qualidade para a construcao civil (LORENZI, 1992).
Possuindo casca cinzenta, pouco espessa; folhas pinadas, com 2-3 jugos ou raras
vezes 4, possuindo de 5 a 9 foliolos oblongos, comumente 7 (dai o nome da
espécie) inteiros, glabros, de 10 cm de comprimentos e 5 cm de largura (Figura 3);
flores verdes amareladas, pequenas e abundantes, dispostas em paniculas; fruto
com drupa vermelha, de forma ovéide, contendo polpa resinosa e amarela,
envolvendo uma semente, ou raras vezes mais de uma, com até quatro (CORREA,
1984).

Do tronco da espécie Protium heptaphyllum March, quando lesionado, exsuda
uma resina oleosa e amorfa rica em substancias aromaticas, cujas aplicagdes gerais
sdo: fabricacbes de vernizes e tintas, na calafetagem de embarcagdes, em rituais
religiosos, em cosmeéticos, repelente de insetos e aromatizante de ambientes
(Figura 4). Em sua forma natural a resina é utilizada na medicina popular como
antiinflamatorio, gastroprotetora, analgésica, expectorante e cicatrizante de feridas
(SIANI et al., 1999). Utilizacbes essas, que vem se confirmando a partir de

pesquisas experimentais (OLIVEIRA et. al. 2004b).

A partir de estudos quimicos do 6leo-resina proveniente de P. heptaphyllum

foram caracterizados e isolados muitos constituintes. A resina da almécega é
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constituida por substancias de natureza terpénica, sendo o 6leo essencial rico em
monoterpendides e fenilpropandides (BANDEIRA et al., 2001; SIANI et al., 1999;
ZOGHBI et al., 1995). Entre os constituintes fixos, a literatura registra a presenca de
um monoterpeno trioxigenado e quatro misturas bindrias de triterpendides
(BANDEIRA et al., 2002; MAIA et al., 2000; SUSSUNAGA et al., 2001), onde se

destaca a mistura de o- e - amirina.

Dentre as plantas do género Protium, algumas vém sendo estudadas e tém
demonstrado propriedades farmacolégicas variadas. Estudo realizado por Otuki et
al. (2001) demonstra que a atividade antinociceptiva de uma fragdo etérea obtida de
P. kleinii, esta relacionada, em parte, com ha presenca de triterpenos no extrato
desta planta.

Siani et al. (1999), avaliaram a atividade antiinflamatéria in vivo e in vitro de
Oleos essenciais obtidos da resina e folhas de varias espécies do género Protium.
Neste trabalho, os 6leos essenciais obtidos da resina P. heptaphyllum (PHP) e das
folhas de P. strumosum (PS) P. grandifolium (PG), P. lewellyni (PL) e P. hebetatum

(PHT) foram avaliados em modelos de inflamacgao e nocicepcao em camundongos.

Os oleos de PHP, PS e PL inibiram significativamente o extravasamento de
proteinas no modelo de pleurisia induzida por zymosan. Ja os 6leos de PG, PL e
PHT inibiram o acumulo de neutréfilos, enquanto os 6leos de PHP e PL inibiram o
acumulo de eosindfilo na cavidade pleural induzido por LPS. Ja& in vitro os 6leos de
PHP e PS inibiram a producdo de oOxido nitrico induzido por LPS. O efeito
antinociceptivo nao foi observado com nenhum dos éleos quando os mesmos foram
administrados por via oral. Na busca de novas drogas com potencial atividade contra
a maléria, a resina Protium glabrescens, tradicionalmente utilizada devido as suas
propriedades antiinflamatéria e analgésica, mostrou significativa atividade
antimalarica in vivo contra o parasita Plasmodium falciparum (DEHARO et al., 2001).
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Figura 2. Espécie adulta de Protium Figura 3. Galho com folhas e frutos de Protium
heptaphyllum March. (LORENZI, 1992). heptaphyllum March. (LORENZI, 1992).

Figura 4. Queima do exsudato 6leo-resinoso de Protium heptaphyllum
March. (LORENZI, 1992).
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1.9.3.3. a. e B-Amirina

A mistura de triterpenos pentaciclicos o € B-Amirina (Figura 5) é o constituinte
majoritario da resina do P. hepthaphyllum (VIEIRA-JUNIOR, et al 2005). Essa
mistura de triterpenos pode ser encontrada em outras espécies vegetais como
Moldenhawera nutans (VALE et al, 2005), Achillea alexandri-regis (KUNDAKOVIC et
al, 2004), Sideritis candicans Ait (HERNANDEZ-PEREZ et al, 2004) e Carmona
retusa (VILLASENOR et al, 2004).

Figura 5. Estrutura quimica dos triterpenos pentaciclicos o-Amirina (a esquerda) e

B- amirina (a direita).

Otuki et al. (2005a) demonstraram a atividade antinociceptiva da mistura de o
e B-amirina, isolada do Protium kleinii, envolvendo a participacdo da proteina
quinase C e proteina quinase A, e a atividade antiinflamatéria tépica da a-amirina
(OTUKI et al.,, 2005b). Medeiros et al. (2007) demonstraram o mecanismo da

atividade antiinflamatéria topica de a-amirina, que envolve a supressao de PGE: por
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mecanismos envolvendo a supressdo da expressdao de COX-2 e blogueio da
ativagao de NFkB. Observou-se também uma atividade ansiolitica, antidepressiva e
atividade antiagregante plaquetaria da mistura de o e f-amirina (Aragao et al., 2006;
Aragao et al.,, 2004), bem como uma acao antilipoxigenase (Kweifio-Okai et al.,
1992).

Otuki et al. (2005b) evidenciaram que o extrato etéreo ou seu principal
constituinte ativo, um triterpeno pentaciclico denominado a-amirina isolado do
mesmo vegetal, apresentaram pronunciado efeito antiinflamatério em modelo de
inflamagao tépica. Dando continuidade ao estudo com P. kleinii, Otuki et al. (2005a)
mostraram ainda que a mistura de dois triterpenos pentaciclicos, a-amirina e B-
amirina, isolados da resina desta planta produziu, de forma dose dependente,
expressiva antinocicepcdo em modelos de nocicepcao inflamatéria induzidos por

acido aceético, formalina e capsaicina em camundongos.

A atividade antinociceptiva também foi observada por Aragao (2004). Neste
estudo, a mistura de triterpenos a-amirina e B-amirina, isolada de P. heptaphyllum
mostrou efeito antinociceptivo em modelos agudos de nocicepgdo induzidos por
acido acético, formalina e placa quente, além das atividades antiinflamatérias

(antiedematogénica), ansiolitica e antiagregante plaquetaria.

Nosso laboratério mostrou que a mistura de o e B-amirina possui propriedade
gastroprotetora (Oliveira et al., 2004a), antipruriginosa (Oliveira et al., 2004b),
antinociceptiva visceral (Lima-Junior, 2006), hepatoprotetora (Oliveira et al., 2005) e
inibidora da expressao de receptor NK-1 em modelo de cistite hemorragica (Lima-
Junior et al., 2007). Em 2008, Holanda Pinto, avaliou o efeito antiinflamatério e
antinoceptivo da mistura de a-amirina e 3-amirina em modelo de dor periodontal e na
nocicepcao orofacial em ratos. Na doencga periodontal, a mistura de triterpenos
modulou o processo inflamatério na fase aguda com atividade antiinflamatéria nas
fases aguda e crbnica da periodontite. Na nocicepcao orofacial induzida por
capsaicina e por formalina, a mistura de a-amirina e B-amirina, exerceu atividade

antinociceptiva.
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Yunes et al (2001) comenta que a fitoterapia constitui uma forma de terapia
medicinal que vem crescendo notadamente nestes ultimos anos, ao ponto que
atualmente o mercado mundial de fitoterapicos gira em torno de aproximadamente
22 bilhdes de dolares. Dentro desta perspectiva, esperava-se que o Brasil fosse um
pais privilegiado, considerando sua extensa e diversificada flora, detendo
aproximadamente um terco da flora mundial. Além disso, existe no pais um grande
namero de grupos de pesquisa que tem contribuido significativamente para o
desenvolvimento da quimica de produtos naturais de plantas, a quimiotaxonomia, a

farmacologia de produtos naturais e outras areas relacionadas.

No entanto, nosso pais ndo tem uma atuacao destacada no mercado mundial
de fitoterapicos, ficando inclusive atras de paises menos desenvolvidos
tecnologicamente. O mercado mundial de fitoterapicos (compreendido como extratos
vegetais, ou seja, de uma mistura de varios compostos, quimica e
farmacologicamente quantificados) cresce gradativamente, e mais notavel e
lamentavel ainda é que cresce muito mais nos paises desenvolvidos que naqueles
que ndo o sdo. A primeira observacao considerada com respeito ao aprimoramento
da tecnologia farmacéutica na area de fitoterapicos, que permitiu um melhor controle
de qualidade de farmacos baseado na moderna tecnologia de identificacao,
determinagcdo e quantificacdo de compostos quimicos, tornando possivel a
fabricacao de fitofarmacos seguros, eficazes e de efeito totalmente reprodutivel. Por
outro lado, os avangos na pesquisa de fitoterapicos a nivel farmacolégico,
toxicolégico e molecular permitiram constatar que estes apresentam um mecanismo
de acao total ou parcialmente esclarecido, com avaliagcdo toxicolégica segura, e
estudos de farmacologia pré-clinica e farmacologia clinica realizados segundo as
normas que regem os processos de validacdo de farmacos puros (YUNES et al,
2001).

Atualmente parece haver um maior interesse da industria no desenvolvimento
de fitoterapicos ou fitofarmacos, talvez estimulada pela nova lei de regulamentacao

de medicamentos ou pela nova lei de patentes no Brasil.

Com base nestas informacdes e com o crescente interesse na elucidacao das

atividades biolégicas dos triterpendides e os estudos, ja relatados na literatura,
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envolvendo alguns destes compostos, como o acido ursélico, acido oleandlico,
lupeol, a mistura de a- e B-amirina, e com o isolamento dos constituintes desta
mistura, a-amirina e B-amirina, e a escassez de trabalhos sobre as atividades
farmacoldgicas de cada uma, decidimos investigar os seus efeitos farmacolégicos,

em especial na sua atividade antinoceptiva.



Objetivos
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2. OBJETIVOS

Com base nos dados apresentados até o momento, decidimos investigar os
efeitos farmacoldgicos do triterpeno isolado B-amirina de P. heptaphyllum March,

com o0s seguintes objetivos:

2.1. Geral

v" Na busca de encontrar uma alternativa eficaz de analgésicos opidides
com baixos efeitos colaterais, este estudo tem como principal objetivo analisar o
potencial do triterpendide pentaciclico B-Amirina, em varios modelos de nocicepgcao
aguda.

2.2. Especificos

v Avaliar um possivel efeito modulador da B-amirina no modelo de Dor

Orofacial induzida por capsaicina, em camundongos normais e diabéticos;

v' Estudar a possibilidade do envolvimento de receptores opidides e
TRPV1 na produgédo da antinocicepgao pela B-amirina no modelo de Dor Orofacial

induzida por capsaicina, em camundongos normais e diabéticos;

v Estudar a possivel relagdo entre a Variagdo Térmica Periférica local e a
resposta a dor orofacial no modelo de nocicepcao por capsaicina, em camundongos
normais e diabéticos, bem como avaliar a participagcdo dos receptores opidides e
TRPV1 neste processo;
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v Avaliar o efeito modulador da B-amirina no modelo de Dor Orofacial
induzida por formalina, em camundongos e analisar a participagcdo dos receptores

opidides e TRPV1 neste efeito;

v" Averiguar o efeito de B-Amirina no consumo de dieta liquida rica em

proteina em camundongos submetidos a Dor Orofacial induzida por formalina;
v Avaliar o efeito da associagdo de B-Amirina e Morfina, em diferentes
propor¢coes de DES5S0 e sua eficacia na antinocicepgao, utilizando o modelo de dor

orofacial induzida por formalina.

v Avaliar a atividade antinociceptiva de B-Amirina visceral no modelo de

Contorcées Abdominais induzidas por acido acético, em camundongos;

v" Avaliar a atividade nociceptiva de f-Amirina nos modelos de Imersao de

Cauda e Placa Quente, em camundongos;

v" Estudar o efeito de B-Amirina no Transito Intestinal de camundongos.



Materiais e Meétodas
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3. MATERIAIS

3. 1. Material botanico

O material de estudo, o triterpeno B-amirina, foi obtido a partir da resina bruta
de almécega (Protium heptaphyllum March), proveniente do municipio de Timom /
MA, pela Prof®. Dr? Mariana Helena Chaves. A espécie foi coletada nesse local e
identificada no Herbario Graziela Barroso da Universidade Federal do Piaui, pela
botanica Dra. Roseli Farias de Melo Barros, e registrada a exsicata com o namero
18.247.

3. 2. Animais de experimentacao

Camundongos albinos (Mus musculus) variedade Swiss Webster, adultos,
machos, pesando entre 25-30 g, provenientes do Biotério Setorial do Departamento
de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal do Ceara, mantidos em caixas
de propileno, a temperatura média de 26+2°C em ciclos de claro-escuro de 12/12

horas, recebendo racao padrao (Purina Chow) e agua “ad libitum’.

Os protocolos utilizados neste trabalho possuem aprovacdo do Comité Etica
em Pesquisa Animal (CEPA) do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da

Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceara.



3. 3. Drogas e reagentes

Produto

Acido Acético Glacial P.A.

Acido fosférico

Capsaicina

Capsazepina

Carvao Ativado

Cloreto de sodio

Etanol absoluto

Formaldeido P. A.

Leite condensado (Vale Dourado®)
Morfina (Sulfato de Morfina — Dimorf®)

Naloxona (Cloridrato de Naloxona - Narcan®)

N-nitro-L-arginina-metilester (L-NAME)
Tween 80

Vermelho de Ruténio

3. 4. Equipamentos.

Equipamento

Balanga para animais (modelo MF-6)
Balanga analitica (modelo AX-200)
Banho - Maria (modelo Q249)
Camera de infravermelho (modelo T360)
Homogeneizador (modelo MA 102)
Material Cirurgico

Placa Quente (modelo DS37)
Pipetas automaticas

Seringas Plasticas

Termémetro Digital
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Origem

Quimex, Brasil
Vetec, Brasil
Sigma, USA
Sigma, USA
Reagen, Brasil
Vetec, Brasil
Sigma, USA
Sigma, USA

Vale Dourado®, Brasil
Cristélia, Brasil
Cristélia, Brasil
Sigma, USA
Riedel, Alemanha
Aldrich, USA

Origem

Filizola®, Brasil

Shimadzu®, Japao

Quimis®, Brasil

Flir Systems, Brasil

Marconi®, Brasil

ABC Instrumentos Cirurgicos Ltda, Brasil
Ugo Basile®, Italia

Jencons Scientific Inc. ®, USA
B-D- Plastic

TermoMed, Brasil
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4. METODOS

4. 1. Obtencao da mistura do triterpeno B-amirina (extracao e fracionamento)

A extragdo e separagédo de o e B-amirina da resina bruta foram realizadas
conforme descrito em Vieira-Junior et al (2005). A mistura de o e B-amirina (6,68 Q)
foi purificada através de uma coluna RP-18 usando MeOH/CH:Cl> (9:1) (modo
reciclante) com rendimento de 58,0,05 % (4,0 g) para o-amirina € 34,9% (2,4 Q)
para B-amirina. Os compostos foram identificados por comparacdo de seus dados

espectroscépicos com o valor da literatura (MAHATO e KUNDU, 1994).

Os espectros de RMN 'H e C foram registrados em um espectrometro
Varian Inova 500 em 500 e 125 MHz, respectivamente, usando TMS como padrao
interno. HPLC foi realizada usando uma coluna Shimadzu ®, Shimpack - LC RP-18,

250 x 50 mm, 12 um, detecgao: UV (215 nm), vazao de 20 mL/min.

A metodologia de extracao, fracionamento e caracterizacdo dos componentes
da fracdo M-19 foi realizada pela Prof*. Dr® Mariana Helena Chaves, do
Departamento de Quimica da Universidade Federal do Piaui e apresenta-se,
esquematicamente na Figura 6.
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4.2. Atividade antinoceptiva.

Para analisar o possivel efeito antinoceptivo oral das amirinas, optou-se pelos
modelos de dor orofacial induzidos tanto por capsaicina (que analisa a resposta a
dor neurogénica) quanto por formalina (que indica duas fases e sensibilidade
dolorosa: a primeira fase — 0 a 5 minutos apds a administracao de formalina - revela
a dor neurogénica e a segunda fase — 20 a 30 minutos ap6s — a reposta ténica a dor
acompanhada de uma resposta inflamatéria relacionada a liberacao de mediadores
quimicos) (Hunskaar e Hole, 1987; Murray et al, 1988; Lapa, 2002).

A pesquisa da acao analgésica com acao antiinflamatoria foi realizada com a
introducao do modelo experimental de contorcao abdominal por &cido acético e
complementado com testes mais seletivos para acdo analgésica exercida por
mecanismos centrais, utilizando a placa quente e a imersdao de cauda. Esses
modelos de reacdo ao calor medem a laténcia da resposta de fuga ou de

autoprotegao contra o estimulo doloroso (LAPA, 2002).

Como a dor orofacial, especialmente aquela causada por compressao do nervo
trigémeo, € um dos motivos da incapacidade da atividade de alimentagdo normal,
realizamos um teste de avaliagdo da ingestao alimentar, oferecendo bebida protéica

a animais submetidos a dor orofacial induzida por formalina.

Analisamos também o efeito da amirina no transito intestinal de camundongos,
pois a velocidade deste transito € um dos fatores que determina a intensidade de
absorcao e regula a biodisponibilidade de farmacos administrados via oral. Algumas
drogas utilizadas no tratamento da dor, como a morfina (um potente analgésico
opidide), alteram esse transito, causando constipagdo severa, um dos efeitos
colaterais mais frequentes e indesejaveis em pacientes em tratamento da dor
cronica (LAPA, 2002).

Um novo parametro de avaliacdo do efeito da amirina na nocicepgcdo em
comparagao ao modelo da dor orofacial foi utilizado: a determinagé@o da temperatura
local por equipamento de captagcdo via infravermelho, sendo um modelo nao

invasivo com alta sensibilidade a variacbes minimas da temperatura periférica.
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A pesquisa deste trabalho também incluiu testes de nocicepgdo em animais
diabéticos, pois a dor neuropatica diabética é uma importante complicacdo do
diabetes mellitus sendo um dos dificeis tipos de dor para tratamento, neste grupo de
pacientes (KUHAD, SHARMA and CHOPRA, 2008)

Em todos os modelos descritos a seguir, utilizou-se camundongos Swiss (25-
30g), machos, divididos em grupos de, geralmente, 8 animais cada, postos para

ambientagado no local do teste, uma hora antes dos testes.

4.2.1. Nocicepcao orofacial induzida por capsaicina (PELLISIER, PAJOT,
DALLEI, 2002).

Neste modelo, os animais foram tratados com controle (agua destilada + 0,05%
Tween; 10 mlL/kg; v.0.) e as drogas testes. Apdés 1 hora dos tratamentos
administrados por via oral e 30 minutos por via subcutanea ou intraperitoneal, a
nocicep¢ao quimica foi induzida com a administragdo de 20 pL de solugdo de
capsaicina (20 pL, 1,5 pg, 80% PBS + 10% Tween 80 + 10% Etanol absoluto), na
vibrissa direita do animal, com agulha 27, e quantificado o tempo gasto, em
segundos, pelo animal lambendo ou cog¢ando o focinho, durante 10 minutos apo6s a

administracdo da capsaicina.

Determinamos a DE50 de morfina, para avaliar qual concentracdo seria mais
adequada para o uso neste modelo. As concentragcdes utilizadas foram 0,75; 1,5;
3,0; 5,0 e 7,0 mg/kg.

Inicialmente, testou-se as amirinas, a-amirina e B-amirina, nas concentracoes
de 10, 30 100 mg/kg; v.o., a fim de determinar o efeito na nocicepgdao no modelo de
dor orofacial induzida por capsaicina. Utilizou-se morfina (5 mg/kg, s.c.) como droga

controle positivo para este teste.
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Com a resposta antinoceptiva de B-amirina neste modelo, determinamos seu
LC50 (Limite de Confianca de 50%), utilizando-se morfina (5 mg/kg, s.c.) como droga

controle positivo para este teste.

4.2.1.1. Estudo do envolvimento de receptores TRPV1 e do sistema opidide.

O estudo do envolvimento dos receptores TRPV1 e opidides no mecanismo da
nocicepgao pela B-amirina, foi realizado com antagonista competitivo dos receptores
TRPV1, capsazepina (5 mg/kg, i.p.) pré-tratando os animais 15 minutos antes da
administracdo de B-amirina (30 mg/kg) e, antagonista opidide, naloxona (1 mg/Kg,
i.p.), 15 minutos antes da administracdo de B-amirina (30 mg/kg) e morfina (5

mg/kg).

4.2.2. Efeito da B-amirina sobre a resposta térmica no teste de dor orofacial

induzida por capsaicina.

A administracdo de capsaicina, por via subcutanea, em animais de
experimentacdo em doses de 1-10 mg/kg, induz de forma dose dependente, queda
da temperatura corporal, que persiste por um periodo de 2 a 5 horas (Szikskay et al,
1982). Quando baixas doses de capsaicina sdo administradas na vibrissa, no teste
de nocicepcao, a temperatura local aumenta nos primeiros minutos e retorna

gradativamente até os valores iniciais.

A termografia € uma técnica nao invasiva, sem contato, que detecta a area de
superficie aquecida com radiacdo IV (TURNER, 1991). A pele apresenta
caracteristicas fisicas de um corpo negro, ou seja, absorve toda radiagcdo que nele
incide, portanto a temperatura cuténea, resultado da emissao de infravermelho, calor
radiante, origina-se de fonte interna de calor. Devido ao estado do metabolismo
basal e a circulacdo sanguinea, um padrao termal anormal pode significar a area de
inflamagao superficial. Porém, este método, isoladamente, ndo é suficiente para

distinguir entre uma injuria induzida na resposta inflamatéria e um procedimento
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mecanico, porém pode ser importante quando associado a outros métodos
(Hoogmoed & Snyder, 2002).

A fim de avaliar a variacdo da temperatura, durante o teste de nocicepcéao
orofacial induzida por capsaicina, os animais de cada grupo, foram escaneados com
camera de infravermelho T360 (“Flir Systems”: com detector de microbaldmetro com
matriz de plano focal (“focal plane array”), portatil, com resposta espectral de 7-13
microns, resolugdo 320 x 240 pixels, sensibilidade térmica de 0,06°C em
temperatura ambiente de 22°C, mantida a 50 cm da vibrissa do animal, area de

operacao de temperatura de 0 a 120°C). (Figura 7)

A termografia foi captada antes do inicio dos tratamentos, logo apds a
administracdo de capsaicina e 10 minutos apds esta administracdo. As imagens
captadas e armazenadas em midia digital foram analisadas por “software” especifico
(FLIR Quick Report — Versédo 1.2 — SP1 — 1.0.1.204 — de dominio publico, disponivel
via internet no endereco
http://www.flir.com/thermography/americas/us/content/?id=18272) com mensurag¢ao

da temperatura em diferentes regides na imagem.

Os grupos estudados foram separados em: controle (agua destilada + 0,05 %
Tween; 10 mL/kg; v.0.), B-amirina (30 mg/kg; v.0.) e morfina (5 mg/kg; s.c.). Apés 1
hora dos tratamentos administrados por via oral e 30 minutos por via subcutanea, a
nocicepgao quimica foi induzida com a administragdo de 20 pL de solugdo de
capsaicina (20 pL, 1,5 ug, 80% PBS + 10% Tween 80 + 10% Etanol absoluto), na
vibrissa direita do animal, com agulha 27, e a face dos animais escaneada como
descrito anteriormente nos tempos 0; 2,5; 5; 7,5 € 10 minutos apds a administracdo

da capsaicina.

O estudo do envolvimento dos receptores TRPV1 e opidides no mecanismo da
nocicepgao pela B-amirina, foi realizado com antagonista competitivo dos receptores
TRPV1, capsazepina (5 mg/kg, i.p.) pré-tratando os animais 15 minutos antes da

administracdo de B-amirina (30 mg/kg) e, antagonista opidide, naloxona (1 mg/Kg,
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i.p.), 15 minutos antes da administracdo de P-amirina (30 mg/kg) e morfina (5

mg/kg).

Figura 7. Posicao do animal para a captacao de imagem com camera de
infravermelho T360 (“Flir Systems”). (Foto: arquivo pessoal da autora)

4.2.3. Efeito da B-amirina sobre a resposta térmica retal no modelo de dor

orofacial induzida por capsaicina.

Os grupos estudados foram separados em: controle (agua destilada + 0,05 %
Tween; 10 mL/kg; v.0.), B-amirina (30 mg/kg; v.0.) e morfina (5 mg/kg; s.c.). Apés 1
hora dos tratamentos administrados por via oral e 30 minutos por via subcutanea, a
nocicep¢ao quimica foi induzida com a administragdo de 20 pL de solugdo de
capsaicina (20 uL, 1,5 ug, 80% PBS + 10% Tween 80 + 10% Etanol absoluto), na
vibrissa direita do animal, com agulha 27, e a temperatura retal foi avaliada em °C,
utilizando-se um termémetro digital, nos intervalos de tempo de 2,5 minutos antes; 0;

2,5;5; 7,5 e 10 minutos ap6s a administragdao da capsaicina.

O envolvimento dos receptores TRPV1 no mecanismo da nocicepcao pela -
amirina, foi realizado com antagonista competitivo, capsazepina (5 mg/kg, i.p.) pré-

tratando os animais 15 minutos antes da administracao de -amirina (30 mg/kg).
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4.24. Nocicepcao ocular induzida por capsaicina: “Eye wiping test”
(SZALLASI, 1989)

Utilizou-se camundongos Swiss (25-30g), divididos em grupos de 6 animais
cada, ambientados na sala de experimentagdo uma hora antes do teste. Os animais
foram tratados com veiculo (agua destilada + 0,05 % Tween; 10 mL/kg; v.0.), B-
amirina (3, 10, e 30 mg/kg; v.0.) e morfina (5mg/kg, s.c.). Apdés 1 hora do tratamento
com B-amirina e veiculo e 30 minutos apds a morfina, a nocicepgdo quimica foi
induzida com instilacao de 20 uL de solucdo de capsaicina no olho direito de cada
animal, quantificando o tempo (segundos) em que o animal coca ou limpa o olho

tratado, durante 10 minutos da administragdo da capsaicina.

4.2.4.1. Estudo do envolvimento de receptores TRPV1 e do sistema opioide.

O estudo do envolvimento dos receptores TRPV1 e opidides no mecanismo da
nocicepcao pela B-amirina, foi realizado com antagonista competitivo TRPV1,
Capsazepina (5 mg/kg, i.p.) pré-tratando os animais 15 minutos antes da
administracdo de B-amirina (30 mg/kg) e, antagonista opidide, Naloxona (1 mg/Kg,
i.p.), 15 minutos antes da administracdo de PB-amirina (30 mg/kg) e Morfina (5

mg/kg).

4.2.5. Estudo da atividade antinociceptiva de -Amirina em animais diabéticos.

A inducéo experimental do diabetes Mellitus em modelos animais permite a
identificacao de agentes terapéuticos e preventivos desta patologia, além de
proporcionar um estudo detalhado dos eventos bioquimicos, hormonais e
morfolégicos que ocorrem durante e apds a indugao do estado diabético. O aloxano
€ um dos agentes diabetogénicos mais comumente utilizado, agindo na destruicao
especifica de células de B das llhotas de Langerhans, quando em doses adequadas
(Zanoello et al, 2002).
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4.2.5.1. Inducao de hiperglicemia por aloxano em camundongos.

Camundongos Swiss, em jejum de solidos por 12 horas, receberam, i.p.,
Aloxano (200 mg/kg), preparado em tampao fosfato, pH 7,4, no momento do uso.
Apb6s 72 horas da administracdo do Aloxano, a glicemia de jejum (6 horas), medida
por glicosimetro. Uma vez que os valores normais da glicemia em camundongos e
ratos variam entre 47,7 a 107 mg/ dL (ZANOELLO, 2002), os animais com resultado
~240 mg/dL foram selecionados para o teste de dor, em grupos de 5 a 8 animais

cada.

4.2.5.2. Avaliacao do efeito da f-Amirina em animais diabéticos no teste da dor

orofacial induzida por capsaicina.

Camundongos hiperglicémicos, ap6s quatro semanas da indugao por aloxano,
foram divididos em grupos de 6 animais cada e ambientados na sala de
experimentagdo na sala de experimentagdo uma hora antes do teste. Os animais
foram tratados com veiculo (agua destilada + 0,05 % Tween; 10 mL/kg; v.0.), B-
amirina (30 mg/kg; v.0.). Ap6és 1 hora do tratamento, a nocicep¢ao quimica foi
induzida com a administragdo, subcutanea, de 20 uL de solugcdo de capsaicina (20
uL, 1,5 nug, 80% PBS + 10% Tween 80 + 10% Etanol absoluto) na vibrissa direita do
animal, com agulha 27, e quantificado o tempo gasto, em segundos, em que o
animal lambe ou coca o focinho, durante 10 minutos da administracdo da capsaicina.

4.2.5.2.1. Estudo do envolvimento de receptores TRPV1, opidide e de Oxido
Nitrico.

A pesquisa do envolvimento dos receptores TRPV1, opidides e o Oxido Nitrico
no mecanismo da nocicepcao pela B-amirina, foi realizada com antagonista
competitivo dos receptores TRPV1, capsazepina (5 mg/kg, i.p.) pré-tratando os
animais 15 minutos antes da administracao de B-amirina (30 mg/kg), antagonista

opidide, Naloxona (1 mg/Kg, i.p.), 15 minutos antes da administracdo de B-amirina
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(30 mg/kg) e Morfina (5 mg/kg) e inibidor de NOS, L-NAME (20 mg/kg. i.p.) 15

minutos antes da administracado de -amirina.

4.2.5.3. Efeito da B-amirina sobre a resposta térmica no modelo de dor orofacial

induzida por capsaicina em camundongos diabéticos.

Os animais utilizados, camundongos hiperglicémicos, apds quatro semanas
da indugdo por aloxano, foram divididos em grupos de 6 animais cada e
ambientados na sala de experimentacdo na sala de experimentacdo uma hora antes
do teste.Os grupos estudados foram separados em: controle (dgua destilada + 0,05
% Tween; 10 mL/kg; v.0.), B-amirina (30 mg/kg; v.0.) e morfina (5 mg/kg; s.c.). Apos
1 hora dos tratamentos administrados por via oral e 30 minutos por via subcutanea,
a nocicepg¢ao quimica foi induzida com a administracdao de 20 pL de solugéao de
capsaicina (20 uL, 1,5 ug, 80% PBS + 10% Tween 80 + 10% Etanol absoluto), na
vibrissa direita do animal, com agulha 27, e a face dos animais escaneada nos
tempos 0, 5 e 10 minutos apds a administracao da capsaicina.

O envolvimento dos receptores TRPV1, opidides e o oOxido nitrico no
mecanismo da nocicepg¢ao pela B-amirina, foi realizado com antagonista competitivo
dos receptores TRPV1, capsazepina (5 mg/kg, i.p.) pré-tratando os animais 15
minutos antes da administracdo de PB-amirina (30 mg/kg), antagonista opioide,
naloxona (1 mg/Kg, i.p.), 15 minutos antes da administracao de B-amirina (30 mg/kg)
e morfina (5 mg/kg) e inibidor de NOS, L-NAME (20 mg/kg; i.p.) 15 minutos antes da

administragao de B-amirina.

4.2.6. Nocicepcao orofacial induzida por formalina (HUNSKAR & HOLE, 1987,
adaptado por LUCCARINI et al., 2006).

Os animais foram tratados com veiculo (dgua destilada + 0,05 % Tween; 10
mL/kg; v.0.), B-amirina (3, 10, 30 100 mg/kg; v.0.) e morfina (5mg/kg, s.c.). Apos 1

hora do tratamento com B-amirina e veiculo e 30 minutos apdés a morfina, a
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nocicepg¢ao quimica foi induzida com uma inje¢do subcutanea de formalina 0,05 %
(20uL/animal) na vibrissa direita do animal, com agulha 27, e o tempo gasto, em
segundos, pelo animal lambendo ou cogando o focinho, foi registrado durante os
periodos de 0-5 minutos (primeira fase) e 20-30 minutos (segunda fase) apos

administracao da formalina.

4.2.6.1. Estudo do efeito da associacao de B-amirina e Morfina na dor orofacial

induzida por formalina.

Realizou-se este teste para analisar o efeito da associacdo de B-amirina e de
morfina, nas doses de 30:3, 15:1,5 e 7,5:0,75 mg/kg, respectivamente, a fim de
avaliar a acdo cumulativa destas drogas e sua eficacia na terapéutica da dor. O

protocolo seguiu o procedimento descrito anteriormente.

4.2.6.2. Estudo do envolvimento do sistema opidide.

A possibilidade do envolvimento do mecanismo opidide no modelo da dor
orofacial por formalina, pela B-amirina e por sua associagdo com morfina foi
observada com o pré-tratamento dos animais com antagonista opidide (naloxona 1
mg/Kg, i.p.), 15 minutos antes do tratamento com B-amirina (30 mg/kg), morfina (5

mg/kg) e a associagao destas duas.

4.2.7. Efeito da B-amirina sobre a resposta alimentar em animais submetidos ao

teste de nocicepcao induzida por formalina.

Este modelo foi modificado e adequado no Laboratério de Produtos Naturais,
do Programa de Pos-Graduacdo em Farmacologia / UFC, com a finalidade de
observar a busca alimentar por animais que estejam sob efeito da dor orofacial

induzida por formalina, onde a estimulacdo dolorosa da terminacao nervosa do
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trigémeo limita a capacidade de alimentacdo em portadores de disturbios neste

nervo, mesmo na presenca de fome.

Camundongos, pesando entre 25-30 g, foram divididos em grupos de 8
animais cada, em jejum de 4 horas, foram tratados a cada 24 horas, por um periodo
de 7 dias, com veiculo (dgua destilada + 0,05 % Tween; 10 mL/kg; v.0.), B-amirina
30 mg/kg; v.0.), morfina (5mg/kg, s.c.) € um grupo que recebeu a associacao de B-
amirina + morfina. Apds 1 hora do tratamento com B-amirina e veiculo e 30 minutos
apds a morfina, a nocicepcado quimica foi induzida com uma injecéo na vibrissa de
formalina 0,05 % (20uL/animal). A nocicepcao foi induzida sempre as 12:00 horas e
apods esta, cada animal acondicionado em gaiola individual, onde recebeu 200 mL de
bebida protéica, em mamadeira prépria para animais. Apés 60 minutos de exposicao
a esta bebida, o restante da mamadeira foi quantificado, bem como o residuo da
mesma dentro da gaiola e, por diferenca, o volume consumido anotado, diariamente.
A bebida protéica (leite condensado — 8,69 + agua destilada — 1,6 mL) foi preparada
a cada dia do teste. Um grupo controle normal foi introduzido no teste sem receber a
inducéo de dor por formalina.

4.2.8. Efeito de B-amirina na atividade antinoceptiva visceral: Teste de
contorcoes abdominais induzidas por acido acético (KOSTER et al, 1959).

Os animais foram tratados com veiculo (agua destilada + 0,05 % Tween; 10
mL/kg; v.0.), B-amirina (0, 30 e 100 mg/kg; v.0.) 1 hora antes e morfina (5 mg/kg;
s.c.) 30 minutos antes de receberem, i.p., acido acético 0,6% (10 mL/kg). O numero
total de contorcbes abdominais foi determinado por um periodo de 20 minutos

comecados a contar a partir de 10 minutos da administracao do acido acético.

4.2.8.1. Estudo do envolvimento dos receptores TRPV1 e opiodides.

A participagdo do envolvimento dos receptores TRPV1 e opidides no

mecanismo da nocicepgao pela B-amirina, foi realizada com antagonista competitivo
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dos receptores TRPV1, capsazepina (5 mg/kg, i.p.) pré-tratando os animais 15
minutos antes da administracdo de B-amirina (30 mg/kg) e, antagonista opidide,
naloxona (1 mg/Kg, i.p.), 15 minutos antes da administragéo de B-amirina (30 mg/kg)

e morfina (5 mg/kg).

4.2.9. Teste da Placa Quente (método de EDDY e LEIMBACK, 1953).

O teste da placa quente é usado para mensurar a laténcia de resposta ao

estimulo término. Este tipo de resposta é operante de integracao central.

Os animais, camundongos Swiss (25-30 g), machos, pré-selecionados 24
horas antes do teste, foram colocados, individualmente, numa placa quente de
temperatura constante (55+0,5°C), com tempo de laténcia (“cut off period”) de 20
segundos a fim de evitar lesdes nas patas. Os grupos, com 10 animais cada, foram
divididos em veiculo (4gua destilada + 0,05 % Tween; 10 mL/kg; v.0.), B-amirina (3,
10, 30 mg/kg; v.0.) e morfina (5 mg/kg; s.c.) e avaliados 30 minutos antes, no

momento, 30, 60, 90, 120 e 180 minutos da administracéo das drogas.

4.2.10. Avaliacao do efeito da B-amirina no Teste da Imersao de Cauda em
camundongos (KANNAN et al, 1996; RAMABADRAN et al, 1989).

Camundongos Swiss, pesando entre 25-30 g, foram divididos em grupos de 6
animais cada, ambientados na sala de experimentacdo uma hora antes do teste. Os
animais foram tratados com veiculo (dgua destilada + 0,05 % Tween; 10 mL/kg;
v.0.), B-amirina (30 mg/kg; v.0.), uma hora antes e morfina, 30 minutos antes do
teste. Foi imerso 1/3 da cauda do animal de cada grupo em banho de 4gua morna
(52°C + 0,5) até a manifestacdo de retirada da cauda (“flicking” resposta) ou
apresentacao de sinais de luta (tempo de corte: 10 s). O teste foi realizado com cada
animal isoladamente e medido no momento da administracdo das drogas, 30, 60, 90

e 120 minutos apos.



72

4.2.10.1. Estudo do envolvimento do sistema opiodide.

A possibilidade do envolvimento do mecanismo opidide no modelo da imersao
da cauda pela B-amirina foi observada com o pré-tratamento dos animais com
antagonista opidide (naloxona 1 mg/Kg, i.p.), 15 minutos antes do tratamento com j3-

amirina (30 mg/kg) e morfina (5 mg/kg).

4.3. Efeito de p-Amirina no Transito intestinal de camundongos (STICKNY e
NORTHUP, 1959).

Foram utilizados camundongos, pesando entre 25-30 g, machos adultos, e
divididos em grupo de 8 animais cada, onde receberam veiculo (dgua destilada +
0,05 % Tween; 10 mL/kg; v.0.), B-amirina (30 mg/kg; v.0.) e morfina (5mg/kg, s.c.).
Apbs 1 hora do tratamento com B-amirina e veiculo e 30 minutos apds a morfina, foi
administrado carvao ativado (10%, 0,1 mL/10g), por via oral, a todos os grupos.
Transcorridos 30 minutos, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical,
o estdbmago e intestino delgado removidos, e medido o comprimento total do
intestino (da regido gastropilérica até a juncao ileocecal) e a distancia percorrida
pelo carvao do piloro até a ultima porcao do intestino que continha pelo menos 1 cm

continuo de carvéo.

O percentual de percurso do carvao em funcao do comprimento total do

intestino foi assim determinado:

Distancia percorrida
pelo carvao

X100

Transito Intestinal (%) =
Comprimento total
do intestino delgado
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Os resultados expressos em % do percurso do marcador em funcdo do
comprimento intestinal total (100%) e as médias * erro padrdao das médias do
transito representadas em histogramas. Os resultados foram tratados
estatisticamente por analise de varidncia e comparados 0s grupos controles
(p<0,05).

4.4. Anadlise estatistica.

Os resultados foram expressos como média = E. P. M. (erro padrao da
média). Para comparag¢ao multipla dos dados paramétricos, foi utilizada a Analise de
Variancia (ANOVA), e o nivel de significancia entre os grupos testes e o grupo
controle pelo teste de multipla comparacao de Dunnet e para comparacao entre os
grupos individuais utilizou-se o teste de Tukey ou Bonferroni, para os dados nao

paramétricos.

Em todas as analises estatisticas, considerou-se o nivel critico para rejeicao
da hipétese de nulidade menor que 5% (p<0,05).
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Resultadas
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5. RESULTADOS

5.1. Nocicepcao orofacial induzida por capsaicina em camundongos

Na regiao orofacial (vibrissa), a injecao subcutanea de solucao de capsaicina
(20 pL, 1,5 pg) produziu caracteristicas comportamentais de resposta nociceptiva
consistindo de episddios recorrentes e repetitivos de esfregar a face (“face rubbing”)
com maior freqiéncia durante os primeiros 10 minutos. Em camundongos tratados
com veiculo a capsaicina demonstrou marcadamente aumento da resposta de “face
rubbing” (69,8316,49 s; p<0.05) quando comparado com o0s nao tratados
(15,00+£2,43 s). Comparados ao grupo controle capsaicina, os animais pré-tratados
com a-amirina (10, 30, e 100 mg/kg, v.0.) apresentaram diminuicdo na resposta
“face rubbing” pelo grau de 27, 37, e 44%, enquanto com a B-amirina (10, 30 e 100
mg/kg, v.0.), a reducao foi de 3, 81, e 90% para as respectivas doses. Morfina (5
mg/kg, s.c,) suprimiu 0 comportamento nociceptivo em 97% (Tabela 1 e Figura 6).
Enquanto o efeito de B-amirina alcangou significancia estatistica (p<0,05) tanto para
a dose de 30 quanto para a dose de 100 mg/kg, o efeito de a-amirina foi significante
apenas na dose de 100 mg/kg. Visto que B-amirina demonstrou um maior potencial
de atividade antinociceptiva, os estudos subsequentes foram desenvolvidos com

esta droga.

A administracdo de antagonista de receptor da capsaicina (TRPV1),
capsazepina (5 mg/kg, i.p.), antagonizou significativamente a resposta inibitéria da
dor promovida pela B-amirina (45,33+2,67 s) (Figura 7). Morfina (5 mg/kg) exibiu
uma potente resposta antinociceptiva (90 %), enquanto que a injecao de baixas
doses de naloxona (1 mg/kg, i.p.) como pré-tratamento, reverteu completamente o
efeito da morfina (34,00£3,21 s) e de B-amirina na dose de 30 mg/kg (43,14+3,86 s),

como mostra a Figura 8. (Tabelas 2 e 3 em apéndice).
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Tabela 1. Efeito de a-amirina e de B-amirina no modelo de dor orofacial

induzida por capsaicina em camundongos.

Grupos Dose (mg/kg) “Face rubbing” (s) Inibicao %
/ via
Controle normal - 15,00+2,43 -
Controle - 69,83+6,49° -
capsaicina
10/ v.o. 51,20+7,25 26,68
o-Amirina 30/v.o. 43,80+6,51 37,28
100/ v.0. 39,00+4,36° 44,15
10/ v.o. 67,60t12,23 3,19
B-Amirina 30 /v.0. 13,14+48,55° 81,18
100/ v.o. 6,67+6,67° 90,45
Morfina 5/s.c. 2,33+2,33° 96,66

Os valores representam a média + E.P.M. do tempo, em segundos, de expressao
do comportamento de “face rubbing” (cocar ou esfregar o focinho) por um periodo
de 10 minutos apds a administragdo da capsaicina (20 uL, 1.5 ug, s.c.) na vibrissa
direita do animal. Capsaicina foi administrada 1h apds os tratamentos com os
grupos: veiculo (agua destilada + 0,05% Tween 80), a-amirina e B-amirina, v.o., €
30 minutos apés o tratamento com morfina, s.c. Foram utilizados 8 animais / grupo.
2 p<0,05 vs. Controle normal; ® p<0,05 vs. Controle capsaicina. (ANOVA — uma via,

seguido por Teste de Dunnett).
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Figura 8. Efeito de B-amirina no modelo de dor orofacial induzida por
capsaicina em camundongos. Os valores representam a média + E.P.M. do
tempo, em segundos, de expressdao do comportamento “face rubbing” (cocar ou
esfregar o focinho) por um periodo de 10 minutos apés a administragdo da
capsaicina (20 uL, 1.5 ug, s.c.) na vibrissa direita do animal. Capsaicina foi
administrada 1h apds os tratamentos com os grupos: controle (agua destilada +
0,05% Tween 80, v.0.), a-Amirina e B-Amirina (ambos administrados via oral), e 30
minutos apos o tratamento com morfina, s.c. Foram utilizados 8 animais / grupo. 2
p<0,05 vs. Controle normal; ® p<0,05 vs. Controle capsaicina. (ANOVA — uma via,
seguido por teste de Dunnett).
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Figura 9. Participacao de receptores TRPV1 na acao antinoceptiva de p-amirina
na dor orofacial induzida por capsaicina, em camundongos. Os valores
representam a média + E.P.M. do tempo, em segundos, de expressao do
comportamento de “face rubbing” (cocar ou esfregar o focinho) durante 10 minutos
apds a administracao da capsaicina (20 uL, 1.5 ug, s.c.) na vibrissa direita do animal.
Capsaicina foi administrada 1h apds os tratamentos com os grupos: controle normal
e controle capsaicina (ambos: agua destilada + 0,05% Tween 80, v.0.) e B-amirina
(30 mg/kg, v.o.). Capsazepina (5 mg/kg, i.p.) foi administrada 15 minutos antes de (-
amirina. O grupo controle normal (agua destilada + 0,05% Tween 80, v.o.) foi
analisado nos mesmos parametros dos demais, porém nao foi submetido a
administracdo de capsaicina. Foram utilizados 8 animais por grupo. ? p<0,05 vs.
Controle normal; °p<0,05 vs. Controle capsaicina; ¢ p<0,05 vs. B-amirina. (ANOVA —

uma via, seguido por teste de Tukey).
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Figura 10. Participacao de receptores opidides na acao antinoceptiva de (-
Amirina utilizando modelo de dor orofacial induzida por capsaicina em
camundongos. Os valores representam a média + E.P.M. do tempo, em segundos,
de expressdao do comportamento de “face rubbing” (cocar ou esfregar o focinho)
durante 10 minutos apds a administracdo da capsaicina (20 uL, 1.5 pg, s.c.) na
vibrissa direita do animal. Capsaicina foi administrada 1h apds os tratamentos com
0S grupos: controle normal e controle capsaicina (ambos: agua destilada + 0,05%
Tween 80, v.0.) e B-Amirina (30 mg/kg, v.0.) e 30 min antes de morfina (5mg/kg,
s.c.). Naloxona (1 mg/kg, i.p.) foi administrada 15 minutos antes de B-Amirina e
morfina. O grupo controle normal (agua destilada + 0,05% Tween 80, v.0.) foi
analisado nos mesmos parametros dos demais, porém nao foi submetido a
administragdo de capsaicina. Foram utilizados 8 animais por grupo. ? p<0,05 vs.
Controle normal; ® p<0,05 vs. Controle capsaicina; ° p<0,05 vs. f-Amirina e ¢ p<0,05

vs. Morfina. (ANOVA — uma via, seguido por Teste de Tukey).
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5.2. Estudo do efeito da B-Amirina na termometria cutanea apods injecao

orofacial de capsaicina em camundongos

A acdo de um agente irritante, como a injecdo subcutdnea de solucédo de
capsaicina (20 uL, 1.5 pg), provoca no local desta aplicacdo uma vasodilatacao
direta e substancial, com aumento da temperatura cutdnea local logo nos primeiros
minutos, que decresce moderadamente se o estimulo ndo for continuo. A captagao
desta temperatura, na regido orofacial (vibrissa), com camera sensivel ao
infravermelho, reproduziu uma resposta relacionada diretamente com a diminuicao

da temperatura e a antinocicep¢cao com B-Amirina.

A diminuicdo da temperatura captada na regidao orofacial (vibrissa) foi
correlacionada diretamente com a acao antinociceptiva da f-amirina. O
comportamento de variagdo térmica, testado neste modelo de dor orofacial, foi

observado, em trés repeticdes:

a) permanecendo as mesmas caracteristicas: animais tratados com veiculo
(dgua destilada + 0,05% de Tween 80) e que sofreram acdo do agente algostico,
capsaicina (20 uL, 1,5 ug), aplicado na vibrissa direita, antes desta aplicacdo nao
apresentaram variacao térmica quando comparados aos animais que também foram
tratados com veiculo, mais que ndo receberam a aplicacao de capsaicina (média de

2,4°C das trés repeticoes);

b) variacdo estatistica significante (p<0,05): logo apds a aplicagdo do agente
algostico, o grupo controle capsaicina demonstrou marcadamente aumento da
temperatura local (média de 6,67°C das trés repeticdes) com decréscimo gradual
apds 10 minutos (média de 5,56°C das trés repeticdes) quando comparados com 0s
animais nao tratados com capsaicina na vibrissa, controle normal, mais que
estiveram nas mesmas condigdes experimentais (manipulagdes, ambientagao,
alimentacdo, idade, data do teste) que apresentaram variacao térmica média de 2,78

e 2,52°C, nos dois momentos seguintes de observacao.
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O pré-tratamento com B-amirina (30 mg/kg, v.0.) diminuiu significativamente
(p<0,05) a temperatura na vibrissa no momento da aplicacdo de capsaicina e 10
minutos apo6s (1,90+0,15 e 2,27+0,23°C, respectivamente). O grupo morfina foi
eficaz na diminuicdo térmica nos dois momentos (1,90+0,10 e 1,65+0,12°C). A
variacdo de temperatura esta demonstrada como a diferenca entre a temperatura
maxima e minima no local da administracao de capsaicina, em °C, representada na

tabela 4.

O pré-tratamento com antagonista nao seletivo dos receptores TRPV1,
vermelho de Ruténio (2 mg/kg, i.p.) nao reverteu o efeito de B-amirina (3,62+0,2 e
2,60+0,2°C) na observacao da variacao térmica (Tabela 4 e Figura 9). A resposta na
variacdo térmica pelo vermelho de ruténio apresentou significativa diminuicdo
(4,02+0,17 e 3,23+0,37°C) quando comparado ao controle capsaicina (7,77+0,6 e
5,54+0,1°C).

A morfina (5 mg/kg), administrada ao grupo controle positivo, promoveu uma
diminuicdo da temperatura média observada (55%), efeito completamente abolido
pela co-adminstragdo do antagonista opidide naloxona (1 mg/kg, i.p.). De forma
semelhante, a B-amirina também teve seus efeitos revertidos pela co-administracao

de naloxona (4,25+0,22 e 3,70+0,11°C) (Tabela 5 e Figura 10).

Na tabela 6 observamos a participacdo do 6xido nitrico, analisada pela acéao
de L-NAME (20 mg/kg, i.p.), um inibidor da sintese de 6xido nitrico, quando aplicado
previamente no grupo B-amirina, a resposta da atividade antinoceptiva foi revertida
nos trés momentos de observacdo (8,17+0,32; 7,40+0,21 e 8,10+0,17°C), com
significancia p<0,05. Na presenca de capsaicina, B-amirina, neste teste, apresentou
resposta antinoceptiva de 5,70+0,5°C antes mesmo da aplicacdo de capsaicina,
6,70+0,06°C logo apés a administracao desta na vibrissa e 6,23+0,14°C dez minutos
apds essa aplicacdo quando comparadas ao grupo controle capsaicina nesses
momentos de observacdo, com diferenca significante (p<0,05). A Figura 11

representa essa resposta graficamente.
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Tabela 4. Estudo do efeito de B-Amirina na termografia cutanea apos injecao orofacial de capsaicina em camundongos:
papel dos receptores TRPV1.

Tempo (min) Controle normal | Controle capsaicina B-Amirina Vermelho de Vermelho de ruténio
(30 mg/kg, ruténio + B-Amirina
V.0) (2 mg/kg, i.p.)
-2,5 2,3510,1 2,47+0,1 2,20%0,1 2,34%+0,10 2,34+0,1
(sem capsaicina)

0 3,35+0,1 7,77+0,6° 4,60+0,3 4,02+0,17° 3,62+0,2
2,5 2,4710,1 6,02+0,2% 3,67i0,2b 3,97i0,77b 3,60x0,2
5,0 3,07+0,3 6,02+0,3% 3,50+0,3" 3,30+0,15" 3,5540,3
7,5 2,6610,2 5,44+0,22 3,77i0,4b 3,28i0,32b 3,03x0,9
10,0 2,7710,2 5,54+0,12 2,77%+0,2 3,23i0,37b 2,60x0,2

A diferenca de temperatura foi determinada pela diferenca entre a temperatura maxima e a minima, detectadas por termometria,
com equipamento préprio, durante 10 minutos, nos intervalos de -2.5 minutos antes, 0; 2,5; 5,0; 7,5 e 10 minutos apds a
administracdo da capsaicina na vibrissa direita do animal. Tanto o grupo controle normal (agua destilada + 0,05% Tween 80), em
todos os tempos analisados, como o tempo -2,5 para os demais grupos, nao foram tratados com capsaicina. B-Amirina (30 mg/kg,
v.0.) e morfina (5 mg/kg, s.c.) foram administrados 60 e 30 minutos antes da administragdo de capsaicina. Vermelho de ruténio (2
mg/kg, i.p.) foi aplicado 15 minutos antes de B-amirina e capsaicina. Os resultados estdo expressos em média + E.P.M. ? p<0,05

vs. Controle normal; ® p<0,05 vs. Controle capsaicina. (ANOVA — uma via, seguido por teste de Tukey).
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Termografia da face do camundongo

Grupos Capsaicina

Antes Durante Depois

Controle
normal

Controle
capsaicina

B-Amirina
(80 mg/kg,
v.0.)

Vermelho de
ruténio
(2 mg/kg, i.p.)

Vermelho de
ruténio +
B-Amirina

(2 mg/kg, i.p.

+ 30 mg/kg,

v.0.)

Figura 11. Termometria cutanea infravermelha de alta sensibilidade na face de
camundongos submetidos ao modelo de dor orofacial induzida por capsaicina
com a participacao de receptores TRPV1. O retdngulo indica o local de

administragao e de maior variagao térmica.



Tabela 5. Estudo do efeito de B-amirina na termografia cutanea apés injecao

orofacial de capsaicina em camundongos: papel dos receptores opidides.

Diferenca de Temperatura (°C)

Dose (mg/kg) / _
Grupos Via de Capsaicina
administracao Antes Durante Depois
Controle - 2,35+0,12 2,22+0,10 2,27+0,29
normal
Controle - 2,47+0,31 4,20+0,46° 3,25+0,06
capsaicina
B-Amirina 30 mg/kg / v.o. 2,20+0,11 1,90+0,15° 2,27+0,23
Morfina 5 mg/kg / s.c. 2,50+0,50 1,90+0,10° 1,65+0,12°
Naloxona + 1 mg/kg/i.p. + 2,2210,08 4,25+0,22° 3,70x0,11
B-Amirina 30 mg/kg / v.o.
Naloxona + 1 mg/kg/ip. + 2,07+0,60 4,10+0,15¢ 3,07+0,13°
Morfina 5 mg/kg/ s.c.

A andlise da temperatura, em °C, foi determinada pela diferenca entre a temperatura
maxima e a minima, detectadas por termometria, com equipamento préprio, 10
minutos antes, no momento da administracao e 10 minutos ap6s a administracao da
capsaicina na vibrissa direita do animal. O controle normal (agua destilada + 0,05%
Tween 80) nao recebeu o tratamento com capsaicina. -Amirina e morfina foram
administradas 60 e 30 minutos, respectivamente, antes da administracao de
capsaicina. A naloxona foi aplicada 15 minutos antes de B-amirina e morfina. Os
resultados estdo expressos em média + E.P.M. @ p<0,05 vs. Controle normal; °

d

p<0,05 vs. Controle capsaicina; ¢ p<0,05 vs. B-Amirina e ¢ p<0,05 vs. Morfina.

(ANOVA — uma via, seguido por Teste de Tukey).
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Termografia da face do camundongo

Grupos Capsaicina

Antes Durante Depois

Controle
normal

Controle
capsaicina

B-Amirina
(80 mg/kg,
v.0.)

Morfina
(5 mg/kg,
s.C.)

Naloxona +
B-Amirina
(1 mg/kg, i.p.
+ 30 mg/kg,
v.0.)

Naloxona +
Morfina
(1 mg/kg, i.p.
+ 5 g/kg, s.c.)

Figura 12. Termometria cutanea infravermelha de alta sensibilidade na face de
camundongos submetidos ao modelo de dor orofacial induzida por capsaicina
com a participacao de mecanismo opiodide. A seta indica o local de maior variagao

térmica.
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Tabela 6. Estudo do efeito de B-amirina na termografia cutanea apés injecao

orofacial de capsaicina em camundongos: participacao da via do éxido nitrico.

Diferenca de Temperatura (°C)

Grupos Dose (mg/kg) / _
. Capsaicina
Via de
administracao Antes Durante Depois

Controle - 2,3510,12 2,22+0,10 2,27+0,29

normal

Controle - 7,270,032 8,03+0,22% 7,90+0,152
capsaicina

B-Amirina 30 mg/kg / v.o. 5,70+0,15" 6,70+0,06" 6,23+0,15°
L-NAME 20 mg/kg / i.p. 7,37+0,352 8,07+0,80?% 7,90+0,63%
L-NAME + 20 mg/kg / i.p. + 8,17+0,32° 7,40+0,21° 8,10+0,17°
B-Amirina 30 mg/kg / v.o.

A diferenca de temperatura foi determinada pela diferenca entre a temperatura
maxima e a minima, detectadas por termometria, com equipamento préprio, 10
minutos antes, 0 e 10 minutos apds a administracdo da capsaicina na vibrissa direita
do animal. B-Amirina foi administrada 60 minutos antes da administracdo de
capsaicina. L-NAME foi aplicado 15 minutos antes de B-Amirina e capsaicina. Os
resultados estdo expressos em média + E.P.M. ? p<0,05 vs. Controle normal; °
p<0,05 vs. Controle capsaicina; © p<0,05 vs. B-Amirina. (ANOVA — uma via, seguido

por Teste de Tukey).
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Grupos

Termografia da face do camundongo

Capsaicina

Antes Durante Depois

Controle
normal

Controle
capsaicina

B-Amirina
(80 mg/kg,
v.0.)

L-NAME
(20 mg/kg,
i.p.)

L-NAME + B-
Amirina
(20 mg/kg,
i.p. + 30
mg/kg, v.0.)

Figura 13. Termometria cutanea infravermelha de alta sensibilidade na face de

camundongos submetidos ao modelo de dor orofacial induzida por capsaicina

com a participacao de 6xido nitrico. O retangulo indica o local de administragéo e

de maior variagao térmica.
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5.3. Nocicepcao ocular induzida por capsaicina: “Eye wiping test”

A capsaicina aplicada diretamente no olho apresentou efeito irritante no teste
de limpeza da conjuntiva de cobaia logo apos esta aplicacado (FARAZIFARD et al,
2005). Em nosso laboratério, essa resposta também foi confirmada com a aplicacao
local de capsaicina (20 uL, 1,5 ug) no olho direito de camundongos com resposta de
43,00+2,70 s/10 min “cogando” o olho quando comparamos com o0 comportamento
de animais normais, sem a acao deste estimulo que “cocam” o olho em média 7,0

s/10 min (dados obtidos em teste piloto).

A Figura 12 apresenta os resultados da diminuicdo da nocicepcao pela B-
amirina, na nocicep¢ado ocular induzida por capsaicina, nas doses de 3, 10, 30 e 100
mg/kg: as respostas antinociceptivas apresentam significancia estatistica (22, 48, 63

e 60%, respectivamente) em relacdo ao grupo controle capsaicina.

A participagdo dos receptores opidides, neste modelo, foi observada pela
acao reversora da naloxona nos grupos B-amirina (60,60+5,02 segundos) e morfina
(83,50+3,75 segundos) quando comparadas com o efeito antinociceptivo destes
grupos (16,00£0.58 e 7,25+0.48 segundos). O grupo controle deste teste apresentou
resposta de 54,50+4,05 segundos. (Figura 13)

A participacao dos receptores TRPV1 (Figura 14), é observada com a inibicao
do efeito antinoceptivo de p-amirina (51,60+£0,51 s) quando se administra
previamente capsazepina. O grupo B-amirina (16,00+£0.58 s), que nao foi pré-tratado
com capsazepina, apresentou atividade protetora significativa p<0,01. O grupo

controle teve tempo de resposta de 43,00+2,70 s.

Os dados estatisticos detalhados deste modelo estdo apresentados nas

Tabelas 7, 8 e 9, em apéndice.
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Figura 14. Estudo da acao de B-Amirina no modelo de dor ocular “Eye wiping
test”, induzida por capsaicina em camundongos. Os valores representam a
média + E.P.M. do tempo, em segundos, de expressdao do comportamento de
esfregar o olho pelo periodo de 10 minutos ap6s a administragcdo da capsaicina (20
pLk, 1.5 pg, s.c.) no olho direito do animal. Capsaicina foi administrada 1h apds os
tratamentos com os grupos: controle (dgua destilada + 0,05% Tween 80, v.0.) e B-
amirina (3, 10, 30 e 100 mg/kg, v.0.). Foram utilizados 8 animais por grupo. * p<0,05
e ** p<0,01 vs. Controle (ANOVA — uma via, seguido por Teste de Dunnett).
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Figura 15. Participacdo do mecanismo opidide na acdo antinoceptiva de (-
amirina no modelo de dor ocular “Eye wiping test”, induzida por capsaicina em
camundongos. Os valores representam a média + E.P.M. do tempo, em segundos,
de expressdao do comportamento de esfregar o olho pelo periodo de 10 minutos
apds a administracdo da capsaicina (20 uL, 1.5 ug, s.c.) no olho direito do animal.
Capsaicina foi administrada 1h ap6s os tratamentos com os grupos: controle (agua
destilada + 0,05% Tween 80, v.0.) e B-amirina (30 mg/kg, v.0.) e 30 minutos apdés
morfina ( 5 mg/kg, s.c.). A naloxona (1 mg/kg, i.p.) foi administrada 15 minutos antes
de B-amirina e de morfina. Foram utilizados 8 animais por grupo. ? p<0,05 vs.
Controle; ® p<0,05 vs. B-Amirina e ® p<0,05 vs. Morfina. (ANOVA — uma via, seguido
por Teste de Tukey).
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Figura 16. Participacao dos receptores TRPV1 na acao antinoceptiva de B-
amirina no modelo de dor ocular “Eye wiping test”, induzida por capsaicina em
camundongos. Os valores representam a média + E.P.M. do tempo, em segundos,
de expressdao do comportamento de esfregar o olho pelo periodo de 10 minutos
apds a administracdo da capsaicina (20 uL, 1.5 ug, s.c.) no olho direito do animal.
Capsaicina foi administrada 1h ap6s os tratamentos com os grupos: controle (agua
destilada + 0,05% Tween 80, v.0.) e B-amirina (30 mg/kg, v.0.). A capsazepina (5
mg/kg, i.p.) foi administrada 15 minutos antes de B-amirina. Foram utilizados 8
animais por grupo. ? p<0,05 vs. Controle; ° p<0,05 vs. B-Amirina. (ANOVA — uma

via, seguido por Teste de Tukey).
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5.4. Avaliacdo do efeito da B-amirina em animais diabéticos no teste da dor

orofacial induzida por capsaicina

Ap6s 4 semanas da inducdo de diabetes por aloxano, os animais que
apresentaram niveis glicémicos acima de 240 mg/dL em pelo menos mais de duas
avaliagbes (que foram realizadas 72 horas, 3 semanas e 4 semanas apos inducao

pelo aloxano) foram selecionados para os testes.

O estudo com animais diabéticos no modelo de dor orofacial apresentou

algumas particularidades, que estao representadas na figura 15:

a) quando comparamos 0S grupos controle normal e controle diabético, a
resposta a dor permaneceu a mesma, sem diferengas estatisticas significantes
(43,00+2,48 e 48,00+2,48 s, respectivamente);

b) o grupo tratado com o triterpeno B-amirina, diminuiu significativamente
(p<0,05) a resposta nociceptiva induzida por capsaicina nas doses de 30 e 100
mg/kg (14,60+2,29 e 15,50+5,11 s, respectivamente) quando comparado estes

resultados com os grupos controle diabético;

c) o grupo controle morfina reduziu significantemente (1,25+0,25 s) a resposta

a dor em relagdo ao controle capsaicina.

A figura 15 também mostra graficamente que no estudo da participacao de
receptores opidides, nao foram observadas respostas com significancia estatistica,
em animais diabéticos, nos grupos pré-tratados com naloxona (1 mg/kg, i.p.): B-
amirina 30 mg/kg (6,50+3,17 s) e morfina (18,7548,18 s) em comparagcao aqueles
nao pré-tratados com naloxona: B-amirina 30 mg/kg (14,60+2,29 s) e morfina
(1,25+0,25 s). (Tabela 10, em apéndice)

Na figura 16 observa-se a resposta do envolvimento de receptores TRPV1 em

animais diabéticos: o grupo B-amirina pré-tratado com capsazepina nao apresentou
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reversao significativa de resposta antinoceptiva (16,67+5,70 s) comparado ao grupo

B-amirina (14,60£2,29 s).
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Figura 17. Efeito de B-Amirina na dor orofacial induzida por capsaicina, em
animais diabéticos: participacao de receptores opidides. Os valores
representam a média + E.P.M. do tempo, em segundos, de expressao do
comportamento de cocar a face e/ou focinho durante 10 minutos apds a
administracdo da capsaicina (20 ulL, 1.5 ug, s.c.) na vibrissa direita do animal
diabético. Capsaicina foi administrada 1h apds os tratamentos com os grupos:
controle (4gua destilada + 0,05% Tween 80, v.0.) € B-amirina (10, 30 e 100 mg/kg,

0.). Naloxona (1 mg/kg, i.p.) foi administrada 15 minutos antes de f-amirina 30
mg/kg e morfina. Foram utilizados 6 animais por grupo.  p<0,05 vs. Controle

diabético (ANOVA — uma via, seguido por Teste de Tukey).
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"Face rubbing" (seg)

Figura 18. Efeito de B-amirina na dor orofacial induzida por capsaicina, em
animais diabéticos: participacao de receptores TRPV1. Os valores representam
a média + E.P.M. do tempo, em segundos, de expressdo do comportamento de
cocar a face e/ou focinho durante 10 minutos ap6s a administragcdo da capsaicina
(20 pL, 1.5 pg, s.c.) na vibrissa direita do animal diabético. Capsaicina foi
administrada 1h apés os tratamentos com os grupos: controle (agua destilada +
0,05% Tween 80, v.0.) e B-amirina (10, 30 e 100 mg/kg, v.0.). Capsazepina (5 mg/kg,
i.p.) foi administrada 15 minutos antes de B-amirina 30 mg/kg e morfina. Foram
utilizados 6 animais por grupo. ? p<0,05 vs. Controle diabético. (ANOVA — uma via,

seguido por Teste de Tukey).
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5.4.2. Efeito da B-amirina sobre a resposta térmica no modelo de dor orofacial

induzida por capsaicina em camundongos diabéticos

Apesar da pesquisa da variagao térmica ter apresentado resposta no modelo
de dor orofacial em camundongos normais (item 5.2), 0 mesmo comportamento nao

foi observado em camundongos diabéticos, induzidos por aloxano:

A analise estatistica, ANOVA, seguido pelo Teste de Tukey, ndo indicou
diferenca estatistica (p<0,05) na pesquisa de variagcdo de temperatura nos grupos
analisados, em animais diabéticos. As tabelas 11 e 12 e as figuras 18 e 19
apresentam os dados referentes a pesquisa envolvendo receptores TRPV1 e a

pesquisa do envolvimento da via do 6xido nitrico.
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Tabela 11. Analise da variacao de temperatura local, em °C por termometria, no
modelo de nocicepcao orofacial induzida por capsaicina em camundongos
diabéticos: Participacao de receptores TRPV1.

Variacao de temperatura °C
Grupos Dose (mg/kg) / (Média +E.P.M.)
Via de Capsaicina
administracao Antes Durante Depois
Controle normal - 7.2710.03 8.03x.22 7.901£0.15
Controle diabético - 6.501+0.25 7.6310.47 6.9710.35
B-Amirina 30 mg/kg / v.o. 7.13x0.67 9.65+0.15 7.40x0.61
Vermelho de 2 mg/kg / i.p. 7.401+0.95 9.87+0.47 7.03£0.39
Ruténio
Vermelho de 2 mg/kg, i.p. + 7.10+0.55 7.50+0.78 7.20%£0.60

Ruténio + B-Amirina 30 mg/kg / v.o.

A diferenca de temperatura foi determinada pela diferenca entre a temperatura
maxima e a minima, detectadas por termometria, com equipamento préprio, 10
minutos antes, 0 e 10 minutos apds a administracdo da capsaicina (20 pL, 1.5 ug,
s.C.) na vibrissa direita do animal. B-amirina foi administrada 60 minutos antes da
administragao de capsaicina. Vermelho de ruténio foi aplicado 15 minutos antes de
B-amirina e capsaicina. Os resultados estdo expressos em meédia tE.P.M. Nao
houve variacdo estatistica significante entre os grupos. (ANOVA — uma via, seguido
pelo Testes de Tukey).
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Termografia da face do camundongo
Grupos 10 min antes de Capsaicina 10 min apés

capsaicina capsaicina
=

Controle normal

Controle diabético

B-Amirina (30
mg/kg, v.0.)

Vermelho de
Ruténio
(2 mg/kg, i.p.)

Vermelho de
Ruténio
+ B-Amirina
(2 mg/kg, i.p. + 30
mg/kg, v.0.)

Figura 19. Termometria cutanea infravermelha de alta sensibilidade de f-
amirina na face de camundongos diabéticos submetidos ao modelo de dor
orofacial induzida por capsaicina com a participacao de TRPV. O retangulo

indica o local de administracéo e de maior variagao térmica.
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Tabela 12. Analise da variacao de temperatura local, em °C por termometria, no
modelo de nocicepcao orofacial induzida por capsaicina em camundongos
diabéticos: participacao da via do oxido nitrico.

Variacao de temperatura °C

Grupos Dose (mg/kg) / Via (Média +E.P.M.)

de administracao Capsaicina
Antes Antes Antes

Controle normal - 7.2710.03 8.03x.22 7.901£0.15

Controle diabético - 6.501+0.25 7.6310.47 6.9710.35

B-Amirina 30 mg/kg / v.o. 7.13x0.67 9.6510.15 7.40x0.61

L-NAME 20 mg/kg / i.p. 7.43+0.45  6.33+0.65  7.23+0.26

L-NAME + 20 mg/kg, i.p. + 7.30+0.23 8.35+0.25  7.10+0.30
B-Amirina 30 mg/kg / v.o.

A diferenca de temperatura foi determinada pela diferenca entre a temperatura
maxima e a minima, detectadas por termometria, com equipamento préprio, durante
10 minutos, nos intervalos de -2.5 minutos antes, 0; 2.5; 5.0; 7.5 e 10 minutos apds a
administragdo da capsaicina na vibrissa direita do animal. -Amirina foi administrada
60 minutos antes da administragdo de capsaicina. L-NAME (20 mg/kg, i.p) foi
aplicado 15 minutos antes de B-amirina e capsaicina. Os resultados estdo expressos
em média +E.P.M. Nao houve variacdo estatistica significante entre os grupos.

(ANOVA — uma via, seguido pelo Testes de Bonferroni).
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Grupos Termografia da face do camundongo

10 min antes de Capsaicina 10 min apés
capsaicina capsaicina
L .l ‘

Controle
normal

Controle
diabético

B-Amirina
(80 mg/kg,
v.0.)

L-NAME
(20 mg/kg,
i.p.)

L-NAME +
B-Amirina
(20 mg/kg,
i.p. + 30

mg/kg, v.0.)

Figura 20. Termometria cutanea infravermelha de alta sensibilidade de (-
amirina na face de camundongos diabéticos submetidos ao modelo de dor
orofacial induzida por capsaicina com a participacao de oxido nitrico. O

retdngulo indica o local de administracdo e de maior variagcao térmica.
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5.4.3. Avaliacao do efeito da B-amirina no teste da imersdao de cauda em

animais diabéticos

O efeito de P-amirina no modelo de dor pela imersdao da cauda de
camundongos diabéticos aumentou o tempo de reacdo ao estimulo térmico, nas
doses de 30 e de 100 mg/kg, apdés 60 minutos da administragcdo (85 e 78 %,
respectivamente), 90 minutos apds (93 e 84 %, respectivamente) e a dose de 100

mg/kg apés 120 minutos da administragéo (84 %).

O grupo tratado com morfina apresentou aumento no tempo de resposta ao
estimulo ja nos primeiros 30 minutos de sua administracao (88 %) e perdurou em 60,
90 e 120 minutos apds esta administragdo (100%).

Conforme apresentado no item 5.2, os grupos controle normal e controle
diabético ndo apresentaram diferenca estatistica significante entre si em qualquer

tempo de observacao neste modelo. (Tabela 13).

O envolvimento de receptores opidides foi observado nos grupos pré-tratados
com naloxona, pela diminuicdo do tempo de reacdo, ja aos 30 minutos apds a
administracao de B-amirina (3,33+0,67 s) e morfina (4,75+0,85 s). (Tabela 13).
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Tabela 13. Efeito de B-amirina no modelo de dor pela imersdo da cauda, em camundongos diabéticos: participacao de

receptores opioides.

Dose Tempo de resposta (s)
Grupos (mg/kg)
0 min 30 min 60 min 90 min 120 min
Apos adm. das drogas testes
Controle normal - 1,57+0,20 2,2910,36 2,00x0,71 3,00x0,71 3,75x1,03
Controle diabético - 3,80+0,37 3,00+0,63 3,50+0,64 4,80+0,37 5,57+0,37
10 3,50+1,09 2,67+0,67 5,83%0,31 7,50%0,64 6,50+0,87
B-Amirina 30 4,33+0,95 4,00+0,77 8,50+0,812 9,33+0,672 8,25+1,18
100 4,33%1,05 3,50+0,67 7,80+1,59% 8,40+0,68% 8,40+0,51%
Morfina 5 4,83+0,31 8,80+0,80° 10,00+0,0% 10,00+0,0° 10,00+0,0%
Naloxona + 3-Amirina 1+ 30 5,00+0,31 3,33+0,67° 4,2040,73° 4,83+0,87° 5,60%£1,08
Naloxona + Morfina 1+5 4,83+0,61 4,75+0,85° 5,80+0,58° 7,75%0,63 8,00+0,44

Os valores representam a média + E.P.M. do tempo, em segundos, de resposta a exposicao de calor na cauda, representado pelo

sacudir ou retirar a cauda imersa em banho — Maria, a 52 £0,5°C, nos intervalos de tempo de 0, 30, 60, 90 e 120 minutos da

administracdo das substancias testadas. Os grupos testes foram: controle normal e controle diabético (agua destilada + 0,05%

Tween 80, v.0.), B-amirina (10, 30 e 100 mg/kg, v.0.), morfina ( 5 mg/kg, s.c..). A naloxona (1 mg/kg, i.p.) foi administrada 15

minutos antes de B-amirina e de morfina. Foram utilizados 8 animais por grupo. 2 p<0,05 vs. Controle diabético; ° p<0,05 vs.

Morfina ou B-amirina. (ANOVA — uma via, seguido por Teste de Tukey).
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5.5. Avaliacao do efeito da B-amirina no teste da imersdao de cauda, em

camundongos normais

O estudo da resposta a nocicepcao pela imersao de cauda apresentou como
média de resposta da retirada da cauda no grupo controle de 2,95 segundos quando
submetido ao banho de agua a 52°C em todos os momentos de observacao deste
modelo. (Tabela 14)

O triterpeno B-amirina nas doses de 10 e 30 mg/kg aumentou de forma
significativa (p<0,05) o tempo de resposta ao calor, no modelo da imerséo da cauda,
no tempo de 60 minutos da administracdo (6,00+1,53 e 7,50+0,50 s,
respectivamente); a dose de 10 mg/kg manteve a resposta até o final do
experimento; morfina (5 mg/kg) diminuiu a resposta nociceptiva neste modelo a
partir de 30 minutos da administracdo (10,00+0,00 s) mantendo esta resposta até

120 minutos.

A participagdo dos receptores opidides foi observada com a reversao da
resposta de B-amirina quando pré-tratada com naloxona (1 mg/kg) com significancia
estatistica (p<0,05) apdés 60 minutos (2,50+0,50 s) da administragcdo. A resposta
antinoceptiva opibide foi antagonizada significativamente apds 90 minutos da dose
de morfina (4,25+0,48 s) e mantida até os 120 minutos (6,50+0,29 s) da

administragao. (Tabela 14).
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Tabela 14. Efeito de B-amirina no modelo de dor pela imersao da cauda, em camundongos: participacao de receptores

opioides.

Tempo de resposta (s)

Grupos Dose 0 min 30 min 60 min 90 min 120 min
(mg/kg) Apés adm. das drogas testes
Controle - 3,50+0,29 2,50+0,64 2,00x0,71 3,00x0,71 3,75x1,03
10 5,00£0,58 4.67+0,67 6,00+1,53% 7,00+0,58% 7,33+0,672
B-Amirina 30 4,50+0,50 5,50+0,50 7,50+0,50% 4,50+0,50 3,00+0,00
100 4,00x0,00 5,33+0,88 4,33+0,67 4,67+0,67 3,33+0,88
Morfina 5 2,33%£0,33 10,00+0,00? 10,00+0,0% 10,00+0,0% 10,00+0,0°
Naloxona + -Amirina 1+ 30 3,5710,50 4,50+0,50 2,50+0,50" 3,00%£1,00 3,00£1,00
Naloxona + Morfina 1+5 2,6710,33 7,00£0,00 7,00£0,00 4,25+0,48° 6,50+0,29°

Os valores representam a média + E.P.M. do tempo, em segundos, de resposta a exposicao de calor na cauda, representado pelo

sacudir ou retirar a cauda imersa em banho — Maria, a 52°C+0,5, nos intervalos de tempo de 0, 30, 60, 90 e 120 minutos da

administracdo das substancias testadas. Os grupos testes foram: controle (agua destilada + 0,05% Tween 80, v.0.), B-amirina (10,

30 e 100 mg/kg, v.0.), morfina (5 mg/kg, s.c..). A naloxona (1 mg/kg, i.p.) foi administrada 15 minutos antes de B-amirina e de

morfina. Foram utilizados 8 animais por grupo. @ p<0,05 vs. Controle; ® p<0,05 vs. p-Amirina e © p<0,05 vs. Morfina. (ANOVA — uma

via, seguido por Teste de multipla comparacao de Tukey).
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5.6. Nocicepcao orofacial induzida por formalina

5.6.1. Avaliacao do efeito de B-Amirina no modelo de dor orofacial induzida por

formalina

O efeito do triterpeno B-amirina no modelo de dor orofacial induzida por
formalina foi estudado com as doses de 3, 10, 30 e 100 mg/kg. Na primeira fase,
essas doses diminuiram significativamente (p<0,05) a resposta ao estimulo doloroso
da formalina (21, 46, 42 e 65 %, respectivamente), na segunda fase foi mantida essa
atividade antinoceptiva significativa nas mesmas doses estudadas (31, 36, 70 e 51
%, respectivamente), em comparacao ao grupo controle negativo. A resposta do
controle positivo, morfina, na primeira (96 %) e na segunda fase (98 %) diminuiu
completamente a resposta algica. (Figura 21; dados numéricos expressos na Tabela
15, em apéndice).

O estudo da combinacao de DE50 de B-amirina + morfina (30 + 5 mg/kg) e a
diminuicdo dessas doses em 50 e 25% de DE50, apresentou respostas relativas a
antinocicepcao, com significancia estatistica (p<0,05), tanto na primeira fase do teste
(95, 95 e 72 %, respectivamente), como na segunda fase (90, 98 e 97 %,

respectivamente), em relacdo ao grupo controle. (Tabela 16 e Figura 22).

O pré-tratamento com naloxona, antagonista opibide, reverteu a resposta
antinociceptiva de maneira significativa nas duas fases, nos grupos B-amirina, B-

amirina + morfina e o controle positivo morfina. (Tabela 16 e Figura 22).
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Figura 21. Avaliacao do efeito de B-amirina no modelo de dor orofacial induzida
por formalina, em camundongos. Os valores representam a média + E.P.M. da
resposta de cocar o focinho no modelo de dor orofacial induzida por formalina em
camundongos. A analise foi realizada em duas fases: a 12 fase, compreendida entre
0 e 5 minutos da administracao de formalina e a f 2 Fase, no periodo de 20 a 30
minutos apés. A formalina 0,05% (20uL/animal) foi aplicada na vibrissa direita dos
camundongos ap6s 60 minutos dos tratamentos com as doses de 3, 10, 30 e 100
mg/kg de B-amirina, via oral. Um grupo controle (agua destilada + 0,05% Tween 80,
v.0.) foi utilizado como controle negativo e, como controle positivo, o grupo morfina
(5 mg/kg, s.c.) também foi introduzido. Foram utilizados 8 animais por grupo. -
p<0,05 vs. Controle. (ANOVA — uma via, seguido por Teste de Dunnet).
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Tabela 16. Avaliacao do efeito de B-amirina no modelo de dor orofacial
induzida por formalina, em camundongos: Anadlise de efeito cumulativo da

associacao de B-amirina e morfina e participacao dos receptores opidides.

“Face rubbing” (s)

Grupos Dose 12 Fase 22 Fase

(mg/kg) (0-5 min) (20-30 min)

Controle - 92,7516,16 96,88+9,96
B-Amirina 30 24,67+3,18° 36,33+12,472

B-Amirina + Morfina 30+5 4,33+1,89? 1,85+1,072
Morfina 5 10,00+4,512 3,4042,442
Naloxona + B-Amirina 1+30 68,71+4,12° 101,2+13,62°
Naloxona + (B-Amirina + Morfina) 1+ (30 +5) 87,00+6,80° 86,45+11,08°
Naloxona + Morfina 1+5 80,89+5,09° 76,00+10,24°

Os valores representam a média + E.P.M. da resposta de cocgar o focinho no modelo
de dor orofacial induzida por formalina em camundongos. A analise foi realizada em
duas fases: a 12 fase, compreendida entre 0 e 5 minutos da administracdo de
formalina e a 2 2 fase, no periodo de 20 a 30 minutos apés. A formalina 0,05%
(20uL/animal) foi aplicada na vibrissa direita dos camundongos ap6s 60 minutos dos
tratamentos com B-amirina (80 mg/kg, v.0.) e controle (dgua destilada + 0,05%
Tween 80, v. 0.) e 30 minutos apds o grupo morfina (5 mg/kg, s.c.). Um grupo com a
associag¢ao de B-amirina + morfina também foi usado (morfina foi administrada apés
30 minutos da B-amirina e 30 minutos depois, a formalina foi aplicada na vibrissa do
animal). O antagonismo opidide foi estudado com o pré-tratamento com naloxona (1
mg/kg, i.p.). Foram utilizados 8 animais por grupo. ® p<0,05 vs. Controle; b p<0,05 vs.
B-Amirina; ¢ p<0,05 vs. B-Amirina + Morfina e ¢ p<0,05 vs. Morfina. (ANOVA — uma

via, seguido por Teste de Tukey).
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Figura 22. Avaliacao do efeito de B-amirina no modelo de dor orofacial induzida
por formalina, em camundongos: analise de efeito cumulativo da associacao
de B-amirina + morfina e participacdo dos receptores opidides. Os valores
representam a média + E.P.M. da resposta de cocar o focinho no modelo de dor
orofacial induzida por formalina em camundongos. A analise foi realizada em duas
fases: a 12 fase, compreendida entre 0 e 5 minutos da administragcao de formalina e
a 2 2 fase, no periodo de 20 a 30 minutos ap6s. A formalina 0,05% (20uL/animal) foi
aplicada na vibrissa direita dos camundongos apds 60 minutos dos tratamentos com
B-amirina (30 mg/kg, v.0.) e controle (dgua destilada + 0,05% Tween 80, v. 0.) e 30
minutos apdés o grupo morfina (5 mg/kg, s.c.). Um grupo com a associacao de B-
amirina e morfina também foi usado (morfina foi administrada apés 30 minutos da -
amirina e 30 minutos depois, a formalina foi aplicada na vibrissa do animal). O
antagonismo opiodide foi estudado, pré-tratando-se 15 minutos antes da dose de
cada grupo, com naloxona (2 mg/kg, i.p.). Foram utilizados 8 animais por grupo. 2
p<0,05 vs. Controle; ® p<0,05 vs. B-Amirina; ¢ p<0,05 vs. B-Amirina + Morfina e °

p<0,05 vs. Morfina. (ANOVA — uma via, seguido por Teste de Tukey).
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5.6.2. Avaliacao de dose-resposta de morfina no modelo de dor orofacial
induzida por formalina

A morfina, nas doses de 2,5; 5 e 7 mg/kg, reduziu significativamente (p<0,05)
0 comportamento nociceptivo induzido pela administracao orofacial de formalina, na
primeira (47, 85 e 97 %, respectivamente) e segunda fase (64, 91 e 98 %,
respectivamente) em relacdo ao grupo controle (Figura 23; dados numéricos
expressos na Tabela 17, em apéndice).
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Controle 25 5 7.5 Controle 25 5 7.5
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Fase 1 (0-5min) Fase 2 (20-30 min)

Figura 23. Avaliacao da variacao de doses de morfina no modelo de dor
orofacial induzida por formalina. Os valores representam a média + E.P.M. da
resposta de cocgar o focinho no modelo de dor orofacial induzida por formalina em
camundongos. A analise foi realizada em duas fases: a 12 fase, compreendida entre
0 e 5 minutos da administragdo de formalina e a 2 2 fase, no periodo de 20 a 30
minutos apés. A formalina 0,05% (20uL/animal) foi aplicada na vibrissa direita dos
camundongos apos 30 minutos dos tratamentos com as doses de 2,5; 5,0 e 7,5
mg/kg de morfina, via sub-cutanea. Um grupo controle (salina, s.c.) foi utilizado.
Foram utilizados 8 animais por grupo. ? p<0,05 vs. Controle. (ANOVA — uma via,
seguido por Teste de Dunnet).
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5.7. Efeito da B-amirina sobre a ingestao alimentar em animais submetidos ao

teste de nocicepcao induzida por formalina

O efeito do triterpeno B-amirina sobre a resposta alimentar nao alterou a
busca pelo alimento (3,52+0,34 mL de leite consumido), mesmo em animais
submetidos a dor orofacial induzida por formalina (p<0,05). O mesmo
comportamento foi observado nos animais tratados com morfina (4,37£0,42 mL de
leite consumido), quando comparados ao grupo controle normal, que nao foi
submetido a resposta algica por formalina. O grupo controle formalina (2,39+0,15 mL
de leite consumido) apresentou significante resposta de rejeicdo ao alimento em
relagdo ao grupo controle normal (4,89+0,56 mL de leite consumido). A associa¢éo
de B-amirina + morfina (4,42+0,50 mL de leite consumido) nao apresentou resposta
cumulativa quando comparada com o0s grupos PB-amirina e morfina, tratados

separadamente (Figura 24).
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Figura 24. Média diaria do consumo de alimento em camundongos tratados
com B-amirina e submetidos a dor orofacial induzida por formalina, em um
periodo de 5 dias. Os valores representam a média diaria + E.P.M. do consumo de
bebida protéica, por um periodo de 5 dias de tratamento no modelo de dor orofacial
induzida por formalina 0,05% (20uL/animal) na vibrissa direita dos camundongos. Os
grupos testes foram: controle normal (agua destilada + 0,05% Tween 80, v.0.),
controle formalina, B-amirina (30 mg/kg, v.o.), morfina (5 mg/kg, s.c..). O grupo
controle normal ndo foi submetido ao tratamento com formalina a fim de se observar
o comportamento normal do animal frente ao alimento oferecido. Foram utilizados 8
animais por grupo.  p<0,05 vs. Controle normal; ® p<0,05 vs. Controle formalina.

(ANOVA — uma via, seguido por Teste de multipla comparacao de Tukey).
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5.8. Avaliacao do efeito da g-amirina no modelo de transito intestinal

O triterpeno B-amirina (30 mg/kg) reduziu de forma significativa (p<0,05) o
transito intestinal (43,45+0,28 %) em relacdo ao grupo controle (86,18+5,06 %). Essa
resposta apresentou similaridade ao controle morfina (30,94+1,63 %), conforme

dados apresentados na tabela 18.

Na anadlise da participacdo de receptores opidides, observou-se que a co-
administracdo do antagonista opidide naloxona foi capaz de reverter
significativamente (p<0,05) o efeito da B-amirina (63,53+4,10 %) (Tabela 18 e Figura
25).

Tabela 19. Efeito de B-amirina no transito intestinal, com carvao ativado, em

camundongos: participacao de receptores opiodides.

Grupos Dose (mg/kg) % Transito intestinal
Controle - 86,18+5,06
B-Amirina 30,0 43,45+0,28?
Morfina 5,0 30,94+1,63°2
Naloxona + p-Amirina 1,0 + 30,0 55,24+2 00°
Naloxona + Morfina 1,0+ 5,0 63,53+4,10°

Os valores representam a média + E.P.M. do percentual de transito intestinal,
avaliado pela distancia percorrida pelo carvdo ativado / comprimento total do
intestino delgado em camundongos submetidos ao tratamento com controle (agua
destilada + 0,05% Tween 80, v.0.), B-amirina (30 mg/kg, v.0.), morfina (5 mg/kg,
s.c.). A participacéo dos receptores opidides foi determinada com a administragao de
naloxona (1 mg/kg, i.p.) 15 minutos antes de PB-amirina e de morfina. Foram
utilizados 8 animais por grupo. @ p<0,05 vs. Controle; ® p<0,05 vs. p-amirina; ¢ p<0,05
vs. Morfina. (ANOVA — uma via, seguido por teste de mdultipla comparacao de
Tukey).
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Figura 25. Efeito de B-amirina no transito intestinal, com carvao ativado, em
camundongos: participacao de receptores opioides. Os valores representam a
média + E.P.M. do percentual de transito intestinal, avaliado pela distancia percorrida
pelo carvao ativado / comprimento total do intestino delgado em camundongos
submetidos ao tratamento com controle (agua destilada + 0,05% Tween 80, v.0.), B-
amirina (30 mg/kg, v.0.), morfina (5 mg/kg, s.c..). A participagdo dos receptores
opidides foi determinada com a administracdo de naloxona (1 mg/kg, i.p.) 15 minutos
antes de B-amirina e de morfina. Foram utilizados 8 animais por grupo. # p<0,05 vs.
Controle; ° p<0,05 vs. B-amirina; ¢ p<0,05 vs. Morfina. (ANOVA — uma via, seguido

por teste de multipla comparacao de Tukey).
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5.9. Efeito de B-amirina na atividade antinoceptiva visceral: teste de contorcoes
abdominais induzidas por acido acético

O triterpeno B-amirina, nas doses de 30 e 100 mg/kg, € o grupo morfina (5
mg/kg) apresentaram aumento significativo na protecéo ao efeito do &cido acético no
modelo de dor visceral (13,00+0,91; 8,83+1,72 e 1,40+0,40 contorcdes,
respectivamente) em relacdo ao grupo controle (40,60+3,51 contor¢cdes) (Figura 26,

os dados numéricos estao apresentados na Tabela 19, apéndice).

O pré-tratamento com naloxona (1 mg/kg) reverteu significativamente
(p<0,05) o efeito antinociceptivo de B-amirina (27,00+0,88 contorgdes) e morfina

(30,29+3,04 contorcdes), via receptores opidides. (Figura 27).

A participagéo de receptores TRPV1 foi observada pela reversao da resposta
antinociceptiva de p-amirina (31,43+3,74 contorcdes) e morfina (27,8314,18
contor¢gées) quando estes grupos foram pré-tratados com vermelho de Ruténio
(Figura 28).
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Figura 26. Efeito de pB-amirina na dor visceral induzida por acido acético. Os
valores representam a média = E.P.M. do numero de contor¢cdes, no periodo de 20
minutos, apds a administracdo de acido acético 0,6%. Os grupos testados foram:
controle (agua destilada + 0,05% Tween 80, v.0.), B-Amirina (10, 30 e 100 mg/kg,
v.0.), morfina (5 mg/kg, s.c..). Foram utilizados 8 animais por grupo. * p<0,05 vs.
Controle. (ANOVA — uma via, seguido por Teste de Dunnet).
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Figura 27. Efeito de B-amirina na dor visceral induzida por acido acético:
participacao dos receptores opioides. Os valores representam a média + E.P.M.
do numero de contorgdes, no periodo de 20 minutos, apds a administragdo de acido
acético 0,6%. Os grupos testados foram: controle (Agua destilada + 0,05% Tween
80, v.0.), B-amirina (30 mg/kg, v.o.), morfina (5 mg/kg, s.c..). Para observar a
participacdo de receptores opidides administrou-se naloxona (1 mg/kg, i.p.) 15
minutos antes de B-Amirina e de morfina. Foram utilizados 8 animais por grupo. 2
p<0,05 vs. Controle; ® p<0,05 vs. p-Amirina e © p<0,05 vs. Morfina. (ANOVA — uma

via, seguido por Teste de multipla comparacao de Tukey).
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Figura 28. Efeito de B-amirina na dor visceral induzida por acido acético:
participacao dos receptores TRPV1. Os valores representam a média + E.P.M. do
namero de contorcdes, no periodo de 20 minutos, apds a administracdo de &cido
acético 0,6%. Os grupos testados foram: controle (aAgua destilada + 0,05% Tween
80, v.0.), B-Amirina (30 mg/kg, v.o0.), morfina (5 mg/kg, s.c.). Para observar a
participacdo de receptores TRPV1 administrou-se vermelho de Ruténio (2 mg/kg,
i.p.) 15 minutos antes de B-amirina e de morfina. Foram utilizados 8 animais por
grupo. @ p<0,05 vs. Controle; ® p<0,05 vs. B-Amirina ¢ p<0,05 vs. Morfina. (ANOVA —

uma via, seguido por Teste de multipla comparacao de Tukey).
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5.10. Avaliacao do efeito da p-amirina no teste da placa quente

A tabela 20 apresenta o estudo do efeito do triterpeno B-Amirina, no modelo
da placa quente. Os valores mostram o tempo em que o animal levou para
responder ao estimulo térmico, 30 minutos antes do inicio dos tratamentos, no
momento T 0 do tratamento, e 30, 60, 90 e 120 minutos apds a administragdo das
drogas.

Neste modelo, B-Amirina nas doses de 3, 10 e 30 e mg/kg nao apresentou
resposta significativa (p<0,05) nos tempos de laténcia estudados no modelo da placa

quente quando comparado as respostas do grupo controle.



Tabela 21. Efeito de B-amirina no teste da placa quente em camundongos.
Grupos Dose (mg/kg) Tempo de laténcia ao estimulo térmico (s)
T-30 TO T30 T 60 T90 T120
Controle - 10,51£1,43 9,85+2,40 10,95+2,09 7,78+1,47 9,47+1,33 8,46+1,67
3 14,16%1,24 9,76+2,21 12,16+1,66 6,66+1,03 8,71+1,52 10,06+2,78
B-Amirina 10 14,73£2,06 14,14+1,77 15,56+1,58 12,09+1,05 8,89+1,51 10,15+2,00
30 15,85+1,36 14,46+1,48 9,49+2,67 11,74+1,58 15,94+1,33 11,85+0,77
Morfina 5 14,30+1,75 13,48+1,81 19,58+1,97°  27,18+1,78°  22,90+2,93% 17,21+2,42%
Naloxona + 1+30 13,44+1,55 11,68+0,66 11,00£1,73 10,43+0,77 10,44+1,21 9,70+1,32
B-Amirina
Naloxona + 1+5 12,93%1,69 12,46+1,48 8,10+1,19° 10,58+1,23°  13,88+1,99° 12,56+1,37
Morfina

Os valores representam a média + E.P.M. do tempo, em segundos, de resposta a

exposicao de calor na placa quente, a 55 £0,5°C, representado pelo lamber a pata

ou pular. A resposta foi observada 30 minutos antes, no momento, 30, 60, 90 e 120

minutos apds a administracdo das substancias testadas. Os grupos testes foram:

controle (agua destilada + 0,05% Tween 80, v.0.), B-amirina (3, 10 e 30 mg/kg, v.0.),

morfina (5 mg/kg, s.c..).

Para observar a participagdo de receptores opidides

administrou-se naloxona (1 mg/kg, i.p.) 15 minutos antes de B-amirina e de morfina.

Foram utilizados 10 animais por grupo. 2 p<0,05 vs. Controle e ® p<0,05 vs. Morfina.

(ANOVA — uma via, seguido por Teste de multipla comparacao de Tukey).
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6. DISCUSSAO

Triterpenos pentaciclicos sdo metabdlitos secundarios de plantas, difundidos
em cascas de frutas, folhas e casca do caule. Eles sdo considerados menos tdxicos
e, farmacologicamente ativos, e, portanto, podem ser usados para o
desenvolvimento de formulagdes fito farmacéuticas com a finalidade de evitar a dor.
A andlise fitoquimica da resina do P. heptaphyllum revelou a presenca de a- e B-
amirina, uma mistura de triterpenos pentaciclicos (SUSUNAGA et al. 2001;
VIEIRAJUNIOR, 2005) pertencente ao grupo de ursano (a-amirina, 45-50% ) e
oleanano (B-amirina, 28-38%). Aos triterpenos sao atribuidas diversas atividades
farmacologicas, dentre estas podemos destacar: atividade antiinflamatéria,
antinociceptiva e antiulcerogénica (NIKIEMA et al, 2001; ARRIETA et al, 20083;
SPESSOTO et al., 2003, OLIVEIRA, 2004; OTUKI et al. 2005; LIMA-JUNIOR, 2006;
LIMA-JUNIOR, 2007; HOLANDA PINTO, 2007; 2008). Estudos anteriores foram
direcionados principalmente a atividade antinociceptiva da mistura de triterpenos alfa
e beta-amirina, mas nao a seus componentes individuais (OLIVEIRA et al., 2005;
OTUKI et al., 2005).

Com base nas respostas apresentadas pela mistura de a-e p-amirina, nestes
estudos anteriores, iniciou-se a pesquisa pela elucidacdo da resposta antinoceptiva
dos triterpenos isolados, a-amirina e B-amirina, utilizando-se o modelo de dor
orofacial induzida por capsaicina. Neste modelo, a B-amirina apresentou maior
potencial de resposta antinoceptiva nas doses estudadas (30 e 100 mg / kg) em
relacdo a a-amirina. Portanto, o presente estudo avaliou o potencial de acao
antinoceptivo do triterpeno B-amirina em diversos modelos de dor aguda e os

possiveis mecanismos envolvidos.

A dor orofacial apresenta uma elevada prevaléncia entre a populacao e esta
relacionada com aspectos emocionais e psicolégicos (FEINMANN E NEWTON
JOHN, 2004). A regiao orofacial € uma do local densamente inervada pelo nervo
trigémeo e o subnucleos caudal do nucleo trigeminal, que sdo os principais meios

para a transmissdao de informacdes dor orofacial para outros nucleos do cérebro
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(BEREITER et al., 2000; VIGGIANO e col., 2005 ). Produtos quimicos nocivos, como
formalina e capsaicina injetados subcutaneamente na vibrissa (dor orofacial) ou a
aplicagéo de substancias pungentes, como a capsaicina, na conjutiva (“eye wiping
test”) em espécies de roedores, sdo uns dos poucos testes comportamentais em
estudos de dor no sistema trigémeo (PELISSIER et al, 2002; RABOISSON E
DALLEL, 2004; FARAZIFARD et al., 2005) na busca de novos compostos

terapeuticamente Uteis nas condi¢des dolorosas orofaciais.

Nociceptores com projecdes periféricas e centrais expressam temperatura
potencial transitério de receptor sensivel (canais TRP) de ions. O receptor transitorio
tipo potencial vaniléide 1 (TRPV1) é um ligante ndo-seletivos, canal de membrana
catiénica fechado que esta altamente expresso em neurbnios aferentes primarios
nociceptivos, e seus terminais medeiam as respostas a estimulos de dor de inducao,
como a capsaicina (CATERINA et al., 1997; SZALLAZI e BLUMBERG, 1999).
Canais TRPV1 estdo envolvidos tanto na termosensacao quanto na nocicepcao e
sua ativacdo pode desencadear hiperalgesia primaria ou secundaria e alodinia
(WILLIS, 1992). O papel do TRPV1 na dor inflamatéria periférica e na sensibilizacao
central durante a dor cronica tem sido bem documentado (MANDADI et al., 2008). E
uma molécula nociceptiva chave, localizada em neurdnios primarios aferentes
nociceptivos no ganglio da raiz dorsal (DRG) para iniciar a inflamagao neurogénica e
a cascata de dor regulada (“upregulating”) pela proteina quinase C (PKC) (XU et al.,
2009), e desempenha um papel central em pacientes com hipersensibilidade retal e
urgéncia fecal (CHAN et al, 2003), sindrome da ardéncia bucal (YILMAZ et al.,
2007), sindrome do intestino irritavel (AKBAR et al. 2008), e na manutencao e
perpetuacao dos sintomas em mulheres com dor pélvica cronica (POLI-NETO et al.,
2009). Nestas patologias, a dessensibilizacado induzida por agonista TRPV1 é uma
das principais estratégias que oferecem uma maneira de aliviar a dor neuropatica e
nociceptiva (NOVAKOVA-TOUSOVA et al., 2007).

A capsaicina, o principio pungente encontrado na pimenta vermelha, quando
aplicada topicamente ou injetada na pele humana ou em animais de
experimentagdo, estimula receptores TRPV1 localizados nas fibras C sensoriais
iniciando uma cascata de eventos incluindo excitacdo neuronal e liberacao de

mediadores, particularmente neuropeptideos como a substancia P (SP),
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somatostatina, calcitonina e “gene-related peptide” (CGRP) (SZOLCSANYI et al.,
1998). A ativacdo destes neurbnios sensoriais pela capsaicina produz dor em
queimacao, seguido por um estado refratario analgésico, quando de um
subsequente estimulo nociceptivo (SZALLASI & BLUMBERG, 1999; SAADE et al.,
2002, XU et al., 2009).

Os resultados obtidos no modelo de dor orofacial induzido por capsaicina, B-
amirina nas doses de 30 e 100 mg / kg, apresentou diminuicdo significante de
intensidade de dor (80 a 90%) em resposta ao estimulo. Varios outros autores ja
demonstraram esse efeito antinoceptivo com uma mistura destes dois triterpenos em
modelo de nocicepc¢ao visceral e plantar (OLIVEIRA, 2004; OTUKI et al, 2005; LIMA-
JUNIOR et al. e 2007)e orofacial (HOLANDA PINTO et al. 2007), mas este € o
primeiro estudo que demonstra a eficacias relativa de a-amirina e -amirina em um

modelo experimental de dor orofacial.

Neuropeptideos inflamatérios como SP e calcitonina “gene-related peptide”
(CGRP) sao sugeridos de participar da liberagdo de nociceptores aferentes primarios
que participam na inflamacdo ap6s a aplicacdo subcutdnea de capsaicina,
resultando em dilatacado (“flare”) neurogénica (SUMIKURA et al., 2003; GEBER et
al, 2007) que foi detectado em nossos experimentos por termometria. Na
inflamagao, os niveis celulares de AMPc sao elevadas, e o conseqliente aumento da
atividade de AMPc-PKA dependente contribui para o desenvolvimento de
hiperalgesia através da modulacdo do TRPV1 (MALMBERG et al, 1997; HU et al.,
2002). Estudos anteriores mostraram que, a nivel molecular, a, B-amirina inibem
cAMP-PKA dependente (OTUKI et al, 2005), e essa modulagcdo por B-amirina

poderia explicar a antinocicepg¢ao observada e a diminuicao do “flare” neurogénica.

Termografia infravermelha e analise de imagens foram utilizadas para
comparar o desenvolvimento da resposta neurogénica e a mudancga térmica antes e
apdés a injecdo de capsaicina na vibrissa de camundongos. A hiperemia
(representada pela diferengca entre as temperaturas maxima e minima, neste
trabalho) reativa em camundongos antes da injecdo de capsaicina foi, em média, de

2,34°C, e depois de capsaicina esta diferenca triplicou. O pré-tratamento com B-
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amirina, morfina ou L-NAME reduziu significativamente essa mudanga térmica
induzida por capsaicina para os niveis de controle visto antes capsaicina. No
entanto, como esperado naloxona e capsazepina, 0s respectivos antagonistas dos
receptores opidide e TRPV1 ndo conseguiram neutralizar os efeitos da redugéo de

B-amirina e morfina na mudanga térmica induzida por capsaicina.

Além disso, verificamos o potencial antinociceptivo de B-amirina em teste da
formalina, empregado como um modelo de dor aguda e tbnica, particularmente
como um estimulo nociceptivo quimico, é considerado como um dos mais validos
para o estudo da nocicepgao. O teste permite avaliar a resposta do animal a uma
hipernocicepcao moderada e continua causada pelo tecido lesado bem como o
papel dos sistemas enddgenos de regulacao da dor (TUOLSEN, 1992).

A injecao de formalina na vibrissa produz uma resposta bifasica, a primeira
fase da resposta ocorre devido a estimulagdo direta da formalina nas fibras C
sensoriais, enquanto que a segunda fase deve-se ao desenvolvimento de uma
resposta inflamatéria e a liberacdo de mediadores algésicos (HUNSKAAR & HOLE,
1987; TUOLSEN, 1992; LINO, 2008). Enquanto as drogas de acao central, como 0s
analgésicos opidides, inibem as duas fases do teste, as drogas de acgao periférica,
como os antiinflamatérios nao-esteroidais e corticosterdides inibem somente a
segunda fase da resposta. Os resultados do presente estudo confirmam a efetiva
prevencao da morfina em ambas as fases do modelo. O triterpeno $-amirina também
mostrou atividade antinoceptiva nas duas fases do teste da formalina, porém a
reposta mais significante foi observada na segunda fase deste modelo. Este
resultado é discrepante a partir da observacao feita com a mistura de triterpenos q,
B-amirina, por Holanda Pinto et al. (2008), que foi eficaz apenas na segunda fase,
mas nao na primeira fase do comportamento nociceptivo. No nosso caso em que a
antinocicepcao em ambas as fases € sensivel a naloxona, podemos inferir que,

possivelmente, os opidides desempenhem um papel periférico.

Os efeitos algicos em todos os modelos acima referidos sdao devido a
liberagdo de mediadores quimicos que induzem a neuroinflamagdo. A atividade
antinociceptiva de B-amirina pode estar relacionada com a reducao na liberagcao

desses mediadores ou por bloqueio direto dos receptores, resultando em
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antinocicepcao periférica. Tradicionalmente, os opidceos foram considerados o
prototipo de agdo central analgésicos. Na ultima década, uma substancial literatura
surgiu demonstrando que os opidides podem produzir analgesia potente e
clinicamente mensuravel pela ativacdo de receptores opidides em terminais
periféricos dos neurbnios sensitivos primarios (STEIN et al, 2001). Analgesia
opiodide periférica €, sem duvida, de relevancia clinica, principalmente considerando
que a terapia com opidides sistémicos muitas vezes é prejudicada pelos efeitos

colaterais centrais.

As evidéncias crescentes de iniUmeros efeitos adversos dos opidides levaram a
exploracao de estratégias de tratamento ndo-opidides. Embora nao forneca uma
base molecular, este trabalho mostra a importancia terapéutica dos tratamentos da
combinagao de morfina e B-amirina. Interessantemente, nos animais que receberam
um tratamento combinado de B-amirina e morfina no nivel da DE50 nao demonstrou
nenhuma potencializagdo significativa ou efeito antinociceptivo aditivo, mas ao
baixar suas DE50 em 50% e 25%, os niveis de antinocicepcao apresentados foram
semelhantes aos manifestados em seu equivalente no nivel de DE50. Assim, este
estudo aponta a possibilidade de uma reducdo da dose de morfina pela co-
administragao de B-amirina, com a finalidade de evitar a tolerancia associada ao alto

uso de morfina.

A dor neuropatica diabética é geralmente considerada como uma das
complicagdes mais problematicas que afetam os pacientes diabéticos e a terapia
utilizada atualmente proporciona um inadequado alivio desta dor. Uma complicacao
comum associada com diabetes é a neuropatia periférica diabética dolorosa ou
indolor, que pode resultar na degeneragcédo das fibras nervosas, tanto em animais
diabéticos e quanto em pacientes desta patologia (SCHMIDT e PLURAD, 1986;
PITTENGER et al, 2004). O TRPV1 é um canal de cation ndo seletivo e esta
amplamente distribuido nos terminais de fibras nervosas sensoriais, ganglio da raiz
dorsal (DRG), medula espinhal, e muitas outras diferentes regides do cérebro
(SANCHEZ et al., 2001). Ele pode levar a liberacao de neurotransmissores como o
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peptideo calcitonina (CGRP) de terminagdes nervosas periféricas quando ativados

pela capsaicina, prétons, calor nocivo, etc (CATERINA et al., 2000).

Estudos anteriores descrevem duas fases distintas das mudancas de
sensibilidade a dor térmica que ocorre em paralelo ao TRPV1 no diabetes
experimental (PABBIDI et al., 2008, 2009). Uma fase inicial hiperalgésica é seguida
por uma segunda fase hipoalgésica acompanhada por um aumento ou diminuicao
da expressdo de canais TRPV1. Quando analisamos a nocicepgdo induzida por
capsaicina em camundongos diabéticos induzido por aloxano, observamos uma
diminuicdo da resposta nociceptiva em animais diabéticos comparados com 0s nao-
diabéticos. Uma vez que o teste com capsaicina foi realizado com camundongos,
quatro semanas apOs 0 diabetes estabelecido, presumimos que a nocicepcao
diminuida esteja paralelamente associada a expressdao diminuida de receptores
TRPV1, devendo ser um resultado da hiperglicemia prolongada. No entanto, B-
amirina administrada por via oral (30 e 100 mg / kg) reduziu efetivamente a resposta
nociceptiva evocada por administragdo de capsaicina no teste de dor orofacial.
Similar a morfina, este efeito da B-amirina foi reversivel ao pré-tratamento com

naloxona.

A pesquisa do envolvimento de mudancgas térmico no local de aplicacao do
agente algéstico € uma tentativa de encontrar novas alternativas para andlise da
resposta nociceptiva. Com o uso de camera de captacao infravermelho, a resposta
antinoceptiva de B-Amirina (30 mg/kg), neste modelo, foi avaliada em relagdo a sua
variacao térmica no local, apresentando diminui¢ao significativa da resposta térmica
local, instantes apos a aplicagcdo de capsaicina e com retorno a sua temperatura

basal ap6s 10 minutos.

Segundo Szikskay et al (1982), baixas doses de capsaicina quando
administradas intradermicamente aumentam a temperatura local nos primeiros
minutos e esta retorna gradativamente até os valores iniciais. B-Amirina foi capaz de

manter, maneira significativa, a temperatura basal dos animais normais submetidos
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ao estimulo nociceptivo de capsaicina. Porém, o mesmo comportamento nao foi

confirmado em animais diabéticos.

O o6xido nitrico (NO), um gas difusivel, & produzido no sistema nervoso central,
incluindo a medula espinhal e o nucleo trigeminal, as primeiras areas centrais de
processamento de informacdes nociceptivas da periferia. Estudos sugerem que o
oxido nitrico produzido no nucleo trigeminal é pro-nociceptivo (JUNG et al., 2009) e
niveis de NO no sangue podem ter uma associacdo com dor orofacial crénica
(COP). Niveis de NO na regiao orofacial de pacientes com COP é elevado. Um
aumento regional nos niveis de NO provoca uma vasodilatacdo excessiva. Esta
hiperperfusdo € manifestada por hipertermia da pele sobrejacente, enquanto que o
NO aumenta a nocicepcao, agravando a dor orofacial (GRATT e ANBAR, 2005). De
acordo com estes estudos, em nossa pesquisa, os camundongos controle que
receberam injegao subcuténea de capsaicina na vibrissa exibiram um aumento da
resposta térmica associada com um aumento no “flare” neurogénico cuténeo
(detectado por termometria), que diminuiu consideravelmente pelo pré-tratamento

dos animais com L-NAME, um inibidor da NOS, bem como pela - amirina e morfina.

O estudo da dor trigeminal e os efeitos do uso de analgésicos nas dores
agudas do trigémio, como dor de cabeca, espasmos musculares, problemas
dentarios pos-cirurgicos, tem sido um grande desafio (Sessle, 2007). Os modelos de
dor intracutanea, como a dor tdnica induzida por formalina na avaliagdo da eficacia
analgésica especialmente na area de inervacao do trigémeo produzem dor severa
para o animal e sdo limitados por consideracdes de ordem ética animal. Outros
modelos como a ligadura do nervo infra-orbital representam uma maior simulacéo de
dor cronica e neuropética. Finalmente, a falta de modelos de dor aguda como “tail
flick” e testes de placa quente para o sistema trigémeo € um fator limitante para esta
pesquisa (FARAZIFARD et al, 2005). A cérnea € usada para estudos de nocicepcao
no sistema trigeminal, a cérnea possui receptores nociceptivos com uma grande
representacao no ganglio trigeminal através do ramo oftalmico do nervo trigémeo. As
fiboras amielinicas na cérnea respondem a estimulos quimicos, mecéanicos e
térmicos. Alguns pesquisadores tém utilizado o modelo de “eye wiping test” para

investigar a pungéncia produtos quimicos ou a presenca da atividade de fibras C.
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Farazifard et al (2005), sugeriram a possibilidade de introdugcéo do “Eye-wiping
test” como um modelo alternativo para avaliacdo de dor aguda em ratos. Estes
pesquisadores compararam este modelo com o da Placa quente, usado doses
variadas de Morfina como controle positivo (1, 2, 4, 6, 8 or 10 mg/kg) e, observaram
que a morfina causava, de maneira dose-dependente, a diminuicdo da resposta do
animal ao estimulo algico nos dois modelos, concluindo que o modelo de “eye-
wiping test” possa ser usado como método habil no estudo da dor trigeminal, sendo

sensivel a substancias opidides e antidepressivos triclicos.

Nossos resultados no modelo “eye-wiping test”, mostraram que o triterpeno B-
Amirina diminuiu de maneira significativa a resposta ao estimulo algico, em animais
normais, nas doses de 3, 10, 30 e 100 mg/kg, sem apresentar dose-dependéncia,

comportamento esse ja apresentado nos modelos anteriores.

Clinicamente, a dor visceral € extremamente prevalecente na populagcdo em
geral, mas os seus mecanismos tém sido mal compreendidos quando comparados
com a dor somatica. Em condicées inflamatérias, como colite e cistite, ha
desregulacao do sistema opidide descendente que resulta da percepcao de dor em
excesso (ou seja, hiperalgesia visceral). Disturbios intestinais funcionais e dor
pélvica cronica representam uma sensacdo de dor inexplicavel que nao esta
associada a identificaveis doengas orgéanicas. A sensibilizacao periférica ocorre
devido a liberacdo de mediadores inflamatérios (prostaglandinas, citocinas, etc), que
ativam as fibras nervosas nociceptivas resultando em hiperalgesia primaria (reducao

do limiar nociceptivo) e hipersensibilidade visceral (KOJIC et al., 2007).

O teste de contorcdes por acido acético € um modelo conveniente de triagem
por produzir uma resposta cuja intensidade depende da interagdo de varios eventos,
neurotransmissores e neuromoduladores, que determinam a nocicepcdo. Esse
modelo é sensivel a substancias analgésicas de acao central e/ou periférica dotadas
dos mais variados mecanismos de acado (KOSTER et al., 1959; LAPA e cols., 2008).
Ribeiro et. al., (2000) mostram que as contorcdes abdominais induzidas por acido

acético sao dependentes da presenca de macréfagos peritoneais e consequente
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libertacdo de IL-1 e TNF-a por essas células e que os mediadores envolvidos sdo
multiplos e incluem aminas simpatomiméticas e eicosandides, que estimulam os
neurdnios nociceptivos. Apesar da inespecificidade do modelo de contorcdo por
acido acético, pois tanto analgésicos opidides, antidepressivos triciclicos e drogas
antiinflamatérias nao-esteroidais inibem as contorcdes (FRANCA et al.,, 2001;
GONZALEZ et al., 2001; DAl et al., 2002; THOMAZZIA, 2010 ).

Neste modelo, o triterpeno B-Amirina, nas doses de 30 e 100 mg/kg e morfina
(5 mg/kg) reduziu significativamente a nocicepgao induzida pelo acido acético,
devido pelo sua acao anti-inflamatoria (Ragasa et al., 2009; Vitor et al., 2009). A

naloxona (1 mg/kg) reverteu o efeito antinociceptivo do -Amirina e morfina.

O teste da placa quente, modelo validado por Eddy and Leimbach (1953), é
comumente usado para pesquisa de drogas analgésicas narcoéticas, drogas de acao
central, incluindo sedativos e relaxantes musculares ou psicomiméticos, porém nao
é responsivo para AINEs e indometacina (THOMAZZIA, 2010; YASKSK & RUDY,
1977). No modelo de dor pela imersao da cauda, os animais tratados com -Amirina
nas doses de 10 e 30 mg/kg, apresentaram um significativo aumento no tempo de

reacao ao estimulo térmico.

B-amirina foi desprovida de acao analgésica quando avaliados sua atividade
em modelo de nocicepcao térmica no teste da placa quente, nas mesmas condi¢cdes
em que a morfina apresentou um efeito marcadamente analgésico. No entanto, B-
amirina demonstrou uma antinocicepcao sensivel a naloxona no teste de imersao da
cauda, sugerindo que neutraliza a nocicepcao a nivel espinhal, mas nao supra-

espinhal.

A pesquisa da ingestédo alimentar em animais submetidos a dor orofacial induzida
por formalina pretende demonstrar a eficacia da resposta de B-Amirina tanto na
reducao da resposta ao estimulo quanto ao retorno de atividade alimentar normal. O

comportamento dos animais submetidos ao tratamento com o triterpeno néo foi
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alterado, permanecendo com 0os mesmos niveis significativos dos animais que nao
foram submetidos a dor. Este resultado revela o ndo comprometimento com a
funcdo alimentar, oferecendo uma melhoria na qualidade de vida aos portadores de
dores crbnicas, em especial do trigémio, que tém sua capacidade alimentar
diminuida pelo alto grau de sensacao dolorosa a que esta submetido, o que acarreta
em perda de peso e ma-nutricdo, ndo pela falta de oferta de alimento, mais pela
incapacidade de ingeri-lo.

O mecanismo pelo qual a B-amirina induz antinocicepg¢ao nao ficou totalmente
claro. Na maioria dos modelos testados (dor orofacial, “eye wiping test’, imersédo da
cauda, hiperalgesia visceral) de nocicep¢cao empregados neste estudo, o seu efeito
antinociceptivo foi significantemente diminuido em camundongos pré-tratados com o
antagonista TRPV1, capsazepina (5 mg / kg, i.p.), € por um antagonista opiéide nao-
seletivo, naloxona (1 mg / kg, i.p.), sugerindo uma possivel participacdo de
receptores TRPV1 eopidides em seu mecanismo. Os efeitos algicos nos modelos de
teste sdo devido a liberacdo de mediadores como neuropeptideos sensoriais que
podem induzir a dor neuropatica e/ou a cascata do acido araquiddnico que evocam
dor inflamatdria. Atividade antinociceptiva de B-amirina pode estar relacionada com a
reducao na liberacdo desses mediadores ou por bloqueio direto dos receptores,
resultando em antinocicepgéo periférica. A analgesia opidide periférica €, sem
duvida, de relevancia clinica, principalmente considerando que a terapia com
opidides sistémicos muitas vezes € prejudicada pelos efeitos colaterais centrais
(OELTJENBRUNS E SCHAFER, 2005).

O papel dos receptores TRPV1 durante as condigbes inflamatorias tem sido
bem esclerecido (CALIXTO et al., 2005). Estudos de Andrade et al (2008) mostraram
que drogas agonistas TRPV1 causam uma consistente resposta nociceptiva quando
injetadas na pata de camundongo, um efeito que parece ser mediado via ativagdo de
receptor TRPV1 e dependente de fibras sensiveis a capsaicina, liberacdo de
histamina e participagao de taquininas via receptor NK-1. Neste sentido, estudo
recente mostrou a diminuigdo da imunoreatividade de NK-1 nos animais tratados
com a e B-amirina no modelo de nocicepcdo visceral induzida por ciclofosfamida

(Lima-Junior et al., 2007) e antinocicepcao reversivel por capsazepina ainda em
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outro modelo de nocicepcao visceral induzida por 6leo de mostarda (MAIA et al.,
2006).

Os resultados obtidos nas pesquisas de Oliveira (2004), Lima-Junior (2007),
Holanda Pinto (2008), usando a mistura de a e B-amirina, confirmam a possibilidade
de atividade via sistema opidide. Esses autores realizam os testes de nocicepcao via
visceral e oral. A possibilidade da participacdo da via do Oxido Nitrico na nocicepgao
térmica pode ser sugerida na resposta pelo modelo de nocicepcao orofacial induzida
por capsaicina, com a reversao significativa do efeito de B-amirina quando pré-

tratada com L-NAME, um inibidor da sintese do éxido nitrico.

E pouco provavel que a inibicdo da resposta nociceptiva por B-amirina
observado neste trabalho pode ser atribuida ao comprometimento motor ou
depressdo do SNC. Os triterpenos que pertencem a série de oleanonos, como [-
amirina, nas doses utilizadas neste estudo ndo causaram comprometimento motor
ou sedacao (OLIVEIRA et al., 2005, MAIA et al., 2006).

Em resumo, este estudo demonstra que o triterpeno B-amirina modula a dor
neuropatica e inflamatéria em varios modelos experimentais de dor aguda induzida
por produtos quimicos (capsaicina, formalina e &cido acético) e estimulos térmicos
(testes da placa quente e imersdo de cauda). Esta observacao € consistente com
relatérios anteriores de nosso laboratério e também de outros estudos com
triterpendides. Interessantemente, este triterpendide inibe a pungéncia associada
com capsaicina, permite reduzir a dose de morfina de forma eficaz e, assim, diminuir
seus possiveis efeitos adversos devido ao uso prolongado. Ele também demonstra
que, diferentemente da morfina, ndo retarda o transito intestinal. Resultados também
sugerem que a antinocicepcao, pelo menos em parte, envolve a participacdo de
receptores TRPV1 e receptores opidides periféricos, mais merece estudos adicionais
mais detalhados sobre o seu mecanismo de acdo e sua adequacdo para o

desenvolvimento de um tipo farmacéutico de analgésico nao-opidide.
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7. CONCLUSOES

Baseados nos resultados obtidos e nas condicbes experimentais do presente

trabalho, concluimos que:

v O triterpeno B-amirina apresentou efeito antinoceptivo nos modelos de
dor orofacial induzida por capasaicina e formalina, nocicep¢ao ocular induzida por
capsaicina, nocicepcao térmica no modelo de imersdo de cauda (55 + 1° C), (mas

nao na placa quente) e nocicepgao visceral induzida por acido acético.

v B-Amirina apresentou capacidade de suprimir a nocicepgao ocular

causada pela capsaicina, evidenciada pelo “eye wiping test”.

v A antinocicepgéo envolve a participacdo dos receptores TRPV1 e do
sistema opidide enddgeno, que pode ser revertida pelos respectivos antagonistas

capsazepina e naloxona.

v O efeito da capsaicina no teste de nocicepcdo orofacial é
acompanhado por um aumento localizado de resposta térmica (mensurado por
termometria), que foi significantemente reduzida pelo pré-tratamento dos animais
com B-Amirina ou L-NAME, um inibidor da NOS.

v" A co-administracdo de B-amirina e morfina em suas respectivas DEsg
nao resulta em nenhum efeito aditivo ou potencializagdo do efeito antinociceptivo no
teste da formalina. No entanto, a combinagao nas DEys e DE;,5, apresentou um

efeito aditivo.

v Em comparacdo aos camundongos nao-diabéticos, os animais
diabéticos (4 semanas apés a inducao) manifestam nocicepcao diminuida (resposta
de esfregar a face) no teste de capsaicina. Apesar de B-amirina mostrar eficacia
neste modelo, a antinocicepcao é resistente a capsazepina (antagonista TRPV1),

mas sensivel ao antagonista opidide naloxona.
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v" Diferentemente da morfina, B-amirina nao é eficaz contra a nocicepgéao
térmica no teste da placa quente. No entanto, assim como a morfina, tem um efeito
antinociceptivo no teste de imersao da cauda, que é sensivel a naloxona, sugerindo

um mecanismo opiodide periférico.

v Em comparacdo com animais normais, 0s camundongos nha
nocicepgao induzida por formalina tiveram uma menor ingestao de bebida protéica e
nos animais pré-tratados com B-amirina ou morfina este efeito foi significantemente

reduzido.

v B-amirina nao apresentou significante efeito pré-cinético ou sobre o

transito intestinal enquanto que a morfina retarda o transito intestinal.

v Os dados obtidos sugerem que B-amirina tem uma promissora
atividade analgésica em diferentes modelos de nocicepcao quimica. Este terpendide
é livre de agdo pungente, permitindo diminuir a dose efetiva de morfina e seus
efeitos colaterais e, adicionalmente, apresenta propriedades antiinflamatérias. Com
isso, pode ser usado como estratégia para o desenvolvimento farmacéutico de um

analgésico nao-opidide destinado a farmacoterapia de patologias dolorosas.
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APENDICE

Tabela 2. Participacao de receptores TRPV1 na acao antinoceptiva de B-amirina

no modelo de dor orofacial induzida por capsaicina em camundongos.

Grupos Dose (mg/kg) / “Face rubbing” (s)
Via administracao

Controle normal - 16,20+3,40
Controle capsaicina - 88,00+7,40°
B-Amirina 30 mg/kg / v.0. 19,00+0,58"
Capsazepina 5 mg/kg / i. p. 40,00+3,51°
Capsazepina + 5mg/kg /i. p. + 45,331+2,67*°
B-Amirina 30 mg/kg, v.o.

Os valores representam a média = E.P.M. do tempo, em segundos, de expressao do
comportamento de “face rubbing” (cocar ou esfregar o focinho) durante 10 minutos
apds a administracao da capsaicina (20 uL, 1.5 ug, s.c.) na vibrissa direita do animal.
Capsaicina foi administrada 1h ap6s os tratamentos com os grupos: controle normal
e controle capsaicina (ambos: agua destilada + 0,05% Tween 80, v.0.) e B-amirina
(30 mg/kg, v.0.). Capsazepina (5 mg/kg, i.p.) foi administrada 15 minutos antes de -
amirina. O grupo controle normal (agua destilada + 0,05% Tween 80, v.o.) foi
analisado nos mesmos parametros dos demais, porém nao foi submetido a
administragdo de capsaicina. Foram utilizados 8 animais por grupo. p<0,05: ? vs.

b

Controle normal; ° vs. Controle capsaicina; ¢ vs. B-Amirina. (ANOVA — uma via,

seguido por Teste de Tukey).
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Tabela 3. Participacao do mecanismo opidide na acado antinoceptiva de B-

amirina no modelo de dor orofacial induzida por capsaicina em camundongos.

Grupos Dose (mg/kg) / viade “Face rubbing” (s)
administracao

Controle normal - 16,20+3,40

Controle capsaicina - 88,00+7,40°

B-Amirina 30 mg/kg / v.o. 19,00+0,58°

Morfina 5 mg/kg / s.C. 8,25+0,75°

Naloxona + 1 mg/kg/i.p. + 43,14+3,86°

B-Amirina 30 mg/kg, v.o.

Naloxona + 1 mg/kg /i. p. + 34,00+3,21¢

Morfina 5 mg/kg, s.c.

Os valores representam a média = E.P.M. do tempo, em segundos, de expressao do
comportamento de “face rubbing” (cocar ou esfregar o focinho) durante 10 minutos
apds a administracao da capsaicina (20 uL, 1.5 ug, s.c.) na vibrissa direita do animal.
capsaicina foi administrada 1h ap6s os tratamentos com os grupos: controle normal,
controle capsaicina (composicdo de ambos: agua destilada + 0,05% Tween 80, v.0.)
e B-amirina, e 30 min apds o tratamento com morfina. Ao grupo controle normal ndo
foi administrada capsaicina. Naloxona foi administrada 15 minutos antes de -
amirina e de morfina. Foram utilizados 8 animais / grupo. p<0,05: ? vs. Controle
normal; ® vs. Controle capsaicina; ° vs. B-Amirina; dys. Morfina. (ANOVA seguido por

Teste de Tukey).
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Tabela 7. Estudo da acado de B-amirina no modelo de dor ocular induzida por

capsaicina em camundongos.

Grupos Dose (mg/kg) / “Eye wiping” (s)
Via de administracao
Controle - 43,00+2,70
3 mg/kg / v.o. 33,60+1,36°
B-Amirina 10 mg/kg / v.o. 22,50+2,75¢
30 mg/kg / v.o. 16,00+0,582
100 mg/kg / v.o. 17,25+2,39°2

Os valores representam a média = E.P.M. do tempo, em segundos, de expressao do
comportamento de esfregar o olho pelo periodo de 10 minutos apds a administracdo
da capsaicina (20 plL, 1.5 pg, s.c.) no olho direito do animal. Capsaicina foi
administrada 1h apés os tratamentos com os grupos: controle (agua destilada +
0,05% Tween 80, v.0.) e B-amirina (3, 10, 30 e 100 mg/kg, v.0.). Foram utilizados 8
animais por grupo. # p<0,05 vs. Controle. (ANOVA — um via, seguido por Teste de

Dunnett).
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Tabela 8. Participacao do mecanismo opidide na acado antinoceptiva de B-

amirina no modelo de dor ocular “eye wiping test”, induzida por capsaicina em

camundongos.
Grupos Dose (mg/kg) / “Eye wiping” (s)
Via de administracao
Controle - 54,50+4,05
B-Amirina 30 mg/kg / v.o. 16,00+0.582
Morfina 5 mg/kg / s.c. 7,25+0.48?
Naloxona 1 mg/kg / i.p. 48,00+3,60
Naloxona + 1 mg/kg /i.p. + 60,60+5,02°
B-Amirina 30 mg/kg / v.o.
Naloxona + 1 mg/kg /i.p. + 33,50+3,75°
Morfina 5 mg/kg /s.c.

Os valores representam a média = E.P.M. do tempo, em segundos, de expressao do
comportamento de esfregar o olho pelo periodo de 10 minutos apds a administracéo
da capsaicina (20 plL, 1.5 pg, s.c.) no olho direito do animal. Capsaicina foi
administrada 1h apés os tratamentos com os grupos: controle (agua destilada +
0,05% Tween 80, v.0.) e B-Amirina (30 mg/kg, v.0.) € 30 minutos apdés morfina ( 5
mg/kg, s.c..). A naloxona (1 mg/kg, i.p.) foi administrada 15 minutos antes de (-
amirina e de morfina. Foram utilizados 8 animais por grupo. p<0,05: 2 vs. Controle; °

vs. B-Amirina; ®vs. Morfina. (ANOVA — uma via, seguido por Teste de Tukey).
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Tabela 9. Participacao dos receptores TRPV1 na acao antinoceptiva de B-

amirina no modelo de dor ocular “eye wiping test”, induzida por capsaicina em

camundongos.
Grupos Dose (mg/kg) / “Eye wiping” (s)
Via de administracao

Controle - 43,00+2,70
B-Amirina 30 mg/kg / v.o. 16,00+0.582

Capsazepina 5 mg/kg / i.p. 50,6015,74

Capsazepina+ 5 mg/kg / i.p. + 51,60+0,51°
B-Amirina 30 mg/kg / v.o.

Os valores representam a média + E.P.M. do tempo, em segundos, de expressao
do comportamento de esfregar o olho pelo periodo de 10 minutos apés a
administracdo da capsaicina (20 ulL, 1.5 pg, s.c.) no olho direito do animal.
Capsaicina foi administrada 1h ap6s os tratamentos com os grupos: controle (agua
destilada + 0,05% Tween 80, v.0.) e B-amirina (30 mg/kg, v.0.). A capsazepina (5
mg/kg, i.p.) foi administrada 15 minutos antes de B-amirina. Foram utilizados 8
animais por grupo. @ p<0,01 vs. Controle; ® p<0,001 vs. B-Amirina. (ANOVA — uma

via, seguido por Teste de Tukey).
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Tabela 10. Efeito de B-amirina na dor orofacial induzida por capsaicina, em
animais diabéticos: participacao de receptores opioides.

Grupos Dose (mg/kg) “Face rubbing” (s)
Controle Normal - 43,00+2,70
Controle Diabético - 48,00+2,48

10 47,50+7,44
B-Amirina 30 14,60+2,292

100 15,5045,11°2
Morfina 5 1,25+0,252
Naloxona + -Amirina 1+ 30 6,50%£3,17
Naloxona + Morfina 1+5 18,7518,18

Os valores representam a média = E.P.M. do tempo, em segundos, de expressao do
comportamento de cocar a face e/ou focinho durante 10 minutos apds a
administracdo da capsaicina (20 uL, 1.5 ug, s.c.) na vibrissa direita do animal
diabético. Capsaicina foi administrada 1h apdés os tratamentos com o0s grupos:
controle (4gua destilada + 0,05% Tween 80, v.0.) € B-amirina (10, 30 e 100 mg/kg,
v.0.). Naloxona (1 mg/kg, i.p.) foi administrada 15 minutos antes de B-amirina 30
mg/kg e morfina. Foram utilizados 6 animais por grupo.  p<0,05 vs. Controle
diabético. (ANOVA seguido por Teste de Tukey).
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Tabela 15. Efeito da dose-resposta de morfina no modelo de dor orofacial

induzida por formalina, em camundongos.

“Face rubbing” (s)

Grupos Dose 12 Fase 22 Fase
(0-5 min) (20-30 min)
Controle - 66,50t4,18 80,431+9,90
2,5 35,17+4,50¢ 29,20+8,29¢
Morfina 5,0 9,83+5,061 7,0043,44%
7,5 1,83%1,252 1,571,502

Os valores representam a média + E.P.M. da resposta de cocgar o focinho no modelo
de dor orofacial induzida por formalina em camundongos. A analise foi realizada em
duas fases: a 12 Fase, compreendida entre 0 e 5 minutos da administracdo de
formalina e a 2 2 Fase, no periodo de 20 a 30 minutos apés. A formalina 0,05%
(20uL/animal) foi aplicada na vibrissa direita dos camundongos ap6s 30 minutos dos
tratamentos com as doses de 2,5; 5,0 e 7,5 mg/kg de morfina, via sub-cutanea. Um
a

grupo controle (salina, s.c.) foi utilizado. Foram utilizados 8 animais por grupo.

p<0,01 vs. Controle. (ANOVA — uma via, seguido por Teste de Dunnet).
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Tabela 17. Efeito do triterpeno B-amirina no modelo de dor orofacial induzida

por formalina, em camundongos.

“Face rubbing” (s)

Grupos Dose 12 Fase 2 2 Fase
(mg/kg) (0-5 min) (20-30 min)
Controle - 73,8913,28 79,7414 .19
3 58,1745,48¢2 55,40+9,49
B-Amirina 10 39,80+3,57¢ 51,44+46,702
30 30,89+1,50¢ 24,4444 752
100 26,00+1,028 39,20+9,352
Morfina 5 2,86+1,142 1,751,612

Os valores representam a média + E.P.M. da resposta de cocgar o focinho no modelo

de dor orofacial induzida por formalina em camundongos. A analise foi realizada em

duas fases: a 12 Fase, compreendida entre 0 e 5 minutos da administracao de

formalina e a 2 2 Fase, no periodo de 20 a 30 minutos ap6s. A formalina 0,05%

(20uL/animal) foi aplicada na vibrissa direita dos camundongos ap6s 60 minutos dos

tratamentos com as doses de 3, 10, 30 e 100 mg/kg de B-Amirina, via oral. Um grupo

controle (agua destilada + 0,05% Tween 80, v.0.) foi utilizado como controle negativo

e, como controle positivo, o grupo morfina (5 mg/kg, s.c.) também foi introduzido.

Foram utilizados 8 animais por grupo. ? p<0,01 vs. Controle. (ANOVA — uma via,

seguido por Teste de Dunnet).
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Tabela 18. Avaliacao do efeito de f-amirina no modelo de dor orofacial induzida por formalina, em camundongos: analise

de efeito cumulativo da associacéo de B-amirina + morfina e participacao dos receptores opidides.

“Face rubbing” (s)

Grupos Dose (mg/kg) 12 Fase (0-5 min) 2 2 Fase (20-30 min)

Controle - 92,75+6,16 96,8819,96
B-Amirina 30 24,67+3,182 44,00+11,68*
30+3 4,33+1,892 10,0643,81*

B-Amirina + Morfina 15+15 4,50+2,142 2,30+1,37%

7,5 +0,75 26,20+6,242 2,60+2,11*

Morfina 3 10,00+4,512 3,40+2,44*
Naloxona + B-Amirina 1+ 30 68,71+4,12° 101,2+13,62°2
1+ (30 +3) 87,0046,80° 78,80+9,69°

Naloxona + (B-Amirina + Morfina) 1+(15+1,5) 76,5046,59° 72,60+7,08°
1+ (7,5+0,75) 36,50+3,88° 69,75+9,98°
Naloxona + Morfina 1+3 80,89i5,09d 90,00+11,352

Os valores representam a média + E.P.M. da resposta de cocar o focinho no modelo de dor orofacial induzida por formalina em
camundongos. A analise foi realizada em duas fases: a 12 Fase, compreendida entre 0 € 5 minutos da administracao de formalina
e a 2 2 Fase, no periodo de 20 a 30 minutos apds. A formalina 0,05% (20uL/animal) foi aplicada na vibrissa direita dos
camundongos ap6s 60 minutos dos tratamentos com B-amirina (30 mg/kg, v.0.) € controle (agua destilada + 0,05% Tween 80, v.
0.) e 30 minutos apdés o grupo morfina (5 mg/kg, s.c.). A associacao de B-amirina e morfina seguiu ao seguinte critério de
dosagem: DEs (80 + 3 mg/kg) de cada droga, DE2s (15 + 1,5 mg/kg) e DE125 (7,5 + 0,75 mg/kg). A morfina foi administrada apos
30 minutos da B-amirina e 30 minutos depois a formalina foi aplicada na vibrissa do animal. O antagonismo opidide foi estudado
com o pré-tratamento, 15 minutos antes da dose de cada grupo, com naloxona (2 mg/kg, i.p.). Foram utilizados 8 animais por
grupo. p<0,05: 2 vs. Controle; ®¥* B-Amirina; © vs. associacdo de B-Amirina + Morfina; ¢ vs. Morfina. (ANOVA — uma via, seguido por

Teste de Bonferroni).



Tabela 20. Efeito de f-Amirina na dor visceral induzida por acido acético.

Grupos Dose N° de contor¢coes abdominais % de Protecao
(mg/kg) (20 min)
Controle - 40,6043,51 -
10 30,33%3,03 25,29
B-Amirina 30 13,00£0,912 67,98
100 8,83+1,722 78,25
Morfina 5 1,40+0,40% 96,55
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Os valores representam a média + E.P.M. do numero de contor¢des, no periodo de

20 minutos, apés a administracdo de acido acético 0,6%, representadas pela

expressao de dor visceral de contorcer o corpo, estiramento das patas superiores e

inferiores. Os grupos testados foram: controle (agua destilada + 0,05% Tween 80,

v.0.), B-amirina (10, 30 e 100 mg/kg, v.0.), morfina (5 mg/kg, s.c.). Foram utilizados 8

animais por grupo. ? p<0,05 vs. Controle. (ANOVA — uma via, seguido por Teste de

multipla comparacao de Tukey).



