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RESUMO

A Dipirona € um medicamento anti-inflamatério ndo-esteroidal (AINE) fraco, utilizado
principalmente como analgésico e antitérmico. No entanto, existem incertezas
guanto ao mecanismo de acdo da Dipirona e de outros AINEs, uma vez que
inibidores da COX (ciclooxigenase) mais potentes que a Dipirona ndo possuem
efeitos antitérmicos tdo evidentes. Existem algumas hipdteses de que o mecanismo
da Dipirona possa modular outras vias, entre elas, a via dos endocanabinoides.
Diante disso, o objetivo desse trabalho foi avaliar uma possivel participagdo do
sistema endocanabinoide nos efeitos provocados pela Dipirona tendo como base os
efeitos tétrade dos canabinoides, sendo esses: um estado antinoceptivo, inducdo ao
estado cataléptico, hipolocomocéo e hipotermia. Tais efeitos foram avaliados a partir
dos testes de Placa quente e Catalepsia e do controle da locomocéo e da
temperatura corpérea dos animais. Para a realizacdo dos experimentos foram
utilizados camundongos Swiss machos (40-50g). Na primeira etapa, 0s animais
foram divididos nos seguintes grupos: Salina (10 mL/kg, i.p.) grupo controle e
Dipirona (10 mg/kg, 50 mg/kg, 200 mg/kg ou 500 mg/kg, i.p.); na segunda, em grupo
Veiculo, WIN 55,212-2 (0,1 mg/kg, 0,3 mg/kg ou 3,0 mg/kg, i.p.); e na terceira etapa,
Veiculo (Salina, Tween e DMSO, 8:1:1, i.p.) + Salina, Veiculo + Dipirona (200 ou
500mg/kg, i.p), AM251 (3 ou 10 mg/kg, i.p.) + Salina e AM251 + Dipirona. A fim de
avaliar o mecanismo de hipotermia, foi utilizado o antagonista do receptor TRPV1,
Capsazepina (10 mg/kg, i.p.) para avaliacdo da temperatura. Para analises
estatisticas, foi realizada andlise de variancia (ANOVA one-way ou two-way),
seguida do pos-teste de Newman-Keuls ou do teste de comparagBes multiplas de
Tukey-Kramer. Os valores de p<0,05 foram considerados significativos. De acordo
com os testes realizados, a Dipirona provocou uma redugéo da atividade locomotora
acompanhada de um aumento da laténcia para resposta térmica analgésica e
induziu um estado cataléptico e um estado de hipotermia, similares aos efeitos
provocados pelo agonista canabinoide, WIN 55,212-2. J& o antagonista canabinoide
AM251, reverteu os efeitos provocados pela Dipirona em relacdo a atividade
locomotora, ao estado cataléptico e a resposta térmica analgésica. Em relacéo a

hipotermia, os antagonistas dos receptores CB1 e TRPV1 acentuaram essa



diminuic&o da temperatura corpérea provocada pela Dipirona. Os resultados indicam
uma participacédo do sistema endocanabinoide, em especial do receptor CB1, na
analgesia, na indugédo ao efeito cataléptico e na hipolocomocédo. J&4 em relacdo a
hipotermia, ndo ha a participagéo dos receptores CB1 e TRPV1, porém considera-se
uma hipotese de haver envolvimento de outro receptor canabinoide. O mecanismo
da Dipirona é complexo, e envolve diversos outros sistemas moduladores, entre eles

a via endocanabinoide.

Palavras-chave: Dipirona. Endocanabinoide. Efeito tétrade.



Abstract

Dipyrone is a non-steroidal anti-inflammatory drug (NSAID) used mainly as an
analgesic and antipyretic. However, there are doubts concerning the mechanisms
dipyrone uses to reduce the temperature, as COX (cyclooxygenase) inhibitors,
stronger than dipyrone, haven’'t had antipyretic effects so evident. There are some
hypotheses that the mechanism of dipyrone can modulate other routes, including the
route of endocannabinoids. Thus, the aim of this study was to evaluate the possible
role of the endocannabinoid system in the effects induced by dipyrone based on the
Tetrad effects of cannabinoids, these being: a state antinoceptivo, inducing
cataleptic, hypolocomotion and hypothermia, from the hot plate test and catalepsy,
and evaluation of locomotion and body temperature of the animals. For the
experiments we used male Swiss mice (40-50g). In the first stage, the animals were
divided into the following groups: Saline (10 mL/kg, i.p.) - control group, Dipyrone (10
mg/kg, 50 mg/kg, 200 mg/kg or 500 mg/kg, i.p.). In the second group: Vehicle, WIN
55.12-2 (0.1 mg/kg, 0.3 mg/kg or 3.0 mg/kg, i.p.) and in the third step, the groups
were Vehicle (Saline, Tween and DMSO, 8:1:1, i.p.) + Saline, Vehicle + Dipyrone
(200 or 500 mg/kg, ip), AM251 (3 or 10 mg/kg, i.p.) + Saline and AM251 + Dipyrone.
In order to evaluate the mechanism of hypothermia was used TRPV1 receptor
antagonist, capsazepine (10 mg/kg, i.p.) for temperature evaluation. For statistical
analyzes were performed analysis of variance (ANOVA one-way or two-way),
followed by post-test Newman-Keuls, or by multiple comparison test of Tukey-
Kramer. Values p<0.05 were considered significant. According to the tests, dipyrone
caused a decrease of locomotor activity, accompanied by an increase of latency to
thermal analgesic response, and induced a cataleptic and hypothermic state, similar
to the effects caused by the cannabinoid agonist, WIN 55,212-2. And cannabinoid
antagonist AM251 reversed the effects caused by dipyrone, in relation to locomotor
activity, the cataleptic response and thermal analgesic. As for hypothermia, the
antagonists of CB1 and TRPV1 that reduction in body temperature caused by
dipyrone accentuated. The results indicate an involvement of the endocannabinoid
system, especially the CB1 receptor in analgesia, induction to the cataleptic effect
and hypolocomotion. Already, as for hypothermia, there’s no involvement of CB1 and

TRPV1, but there is a possibility of the involvement of other cannabinoid receptor,



which requires specific experiments to better understand this system. The

mechanism of dipyrone is complex and involves several other modulatory systems,
including the endocannabinoid pathway.

Key words: dipyrone. Endocannabinoid. Tetrad effect’s.
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1 INTRODUCAO

Os anti-inflamatérios néo-esteroidais (AINEs) conhecidos pela humanidade
h& cerca de cem anos, fazem parte dos medicamentos mais utilizados no mundo e
na pratica médica. Apresentam um amplo espectro de indicagdes terapéuticas, como
analgesia, anti-inflamacéo e antipirese (DUBOIS et al., 1998). Dentro do grupo dos
AINEs estdo os farmacos ibuprofeno, indometacina, diclofenaco, acetaminofeno,
nimesulida, acido salicilico, Dipirona sédica e outros. A Dipirona é bastante utilizada
pela populagdo brasileira por ser um medicamento isento de prescricdo (MIP), de
baixo custo e com diferentes formulagcdes farmacéuticas (solucdo oral, injetavel,
comprimidos) (KNAPPMANN, et al., 2010).

1.1 DIPIRONA

A Dipirona (FIGURA 1) ou metamizole sodium, pertence a familia das
pirazolonas, substancia mais antiga obtida por sintese farmacéutica (1-fenil-2,3-
dimetil-5-pirazolona-4-metilaminometanossulfonico), produzida pela primeira vez em
1913 por Hoechst e inicialmente comercializada no Brasil com o nome Novalgina®
pelo laboratorio Sanofi Aventis, em 1922 (BRUNE, 1997). Consiste de um anti-
inflamatorio ndo esteroidal (AINE) fraco, sendo um potente analgésico e antipirético,
indicado para patologias como cefaleias, neuralgias e dores reuméticas, pos-
operatorias e de outras origens (KNAPPMANN et al., 2010).

A Dipirona € amplamente utilizada no Brasil, Alemanha, México, Espanha,
Argentina, Coldmbia e alguns paises Africanos, entre outros (BENSENOR et al.,
2005). Porém, seu uso é proibido nos EUA, Canad4, Japao, Suécia e Reino Unido,
devido a sua associacdo com agranulocitose, uma desordem de inicio abrupto
caracterizada por uma marcante reducdo da contagem de leucdcitos e neutrdfilos
(BORTOLUZI et al.,, 2004). Contudo, algumas pesquisas sobre Dipirona tém
demostrado que os riscos de agranulocitose sdo minimos e as reacdes e choque
sdo comuns a todos os analgésicos antipiréticos (KAUFAMAN et al., 1991). Além

disso, a evidéncia disponivel sugere que seu uso ndo esti associado com nenhum
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efeito colateral gastrico ou renal, problemas comuns dos analgésicos e anti-
inflamatorios nédo-esteroidais (LAPORTE, et al.,, 1991). De fato, o risco de
agranulocitose deve ser entendido no contexto dos riscos associados com 0 uso de
outros analgésicos (ANDRADE, et al.,1998).

A Dipirona é rapidamente absorvida pelas diferentes vias de administracao,
pela via oral, seu efeito antipirético € notado em aproximadamente trinta minutos,
com durag&o entre quatro e seis horas. E rapidamente hidrolisada pelo suco gastrico
no metabdlito ativo 4-N-metilaminoantipirina (4-MAA), que por sua vez é
prontamente absorvido pelo organismo (GRAHAM; SCOTT, 2003; SIEBEL et al.,
2004; BRUNTON; LOZO; PARKER, 2001). O 4-MAA é convertido a uma variedade
de metabdlitos, incluindo 4-formil-aminoantipirina (FAAP) e 4-amino-antipirina (4-AA,
FIGURAL), sendo este ultimo metabdlito acetilado a 4-acetil-aminoantipirina (AAAP)
pela enzima polimérfica N-acetiltransferase (NODA et al., 1976; VOLZ; KELLNER,
1980).

CH, CH, H
H,C N—CH,S0,Na H,C, N—H H,C N—H
AN N N
H,C™ °N” O H,C”™ "N TO H,C™ N7 O
Dipyrone 4=Methyl=aming= 4-Amino-antipyrine
antipyrine

Figura 1 - Estrutura de Dipirona e dos metabolitos MAA e AA.
Fonte: HINZ et al. (2007)

Quanto ao seu mecanismo de acdo, existe uma controvérsia, sendo uma
das hipoteses classicas a acao da Dipirona sobre a sintese de prostaglandinas com
consequente diminuigdo da producdo destas, combatendo, assim, a inflamacéo, a
dor e a febre (HILARIO et al., 2006, Figura 2).

A sintese das prostaglandinas, e dos demais eicosanoides, é limitada pela
disponibilidade do &cido araquiddnico (AA). Este &cido graxo é liberado pela a¢éo da
fosfolipase A2 sobre os lipideos da membrana em resposta a estimulos especificos.

O AA é metabolizado por duas vias enzimaticas distintas: a via da ciclooxigenase e
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da lipoxigenase. A metabolizagdo do AA pela ciclooxigenase (COX) gera o
endoperéxido PG2 ou H2 que, posteriormente, é convertido em prostaglandinas,
prostaciclina ou tromboxano, respectivamente pelas enzimas prostaglandina sintase,
prostaciclina sintase ou tromboxano sintase. Existem duas isoformas da COX: a
COX-1 constitutiva e a COX-2 induzida (MORROW; ROBERTS, 2001; ROBERTS;
MORROW, 2001; SCHOLZ, 2003).

As COXs-1 e 2 possuem pequenas diferengas, o que Ihes confere fungdes
distintas. A COX-1 est4 presente em quase todos os tecidos (vasos sanguineos,
plaquetas, estbmago, intestino, rins) e por isso € denominada enzima constitutiva.
Estd associada & produgcdo de prostaglandinas e resulta em diversos efeitos
fisioldgicos, como protecdo gastrica, agregagéo plaquetaria, homeostase vascular e
manuten¢do do fluxo sanguineo renal. Em contraste, a COX-2 est4 presente nos
locais de inflamac¢éo, sendo por isso denominada enzima indutiva. Ela é expressa
primariamente por células envolvidas no processo inflamatorio, como macrofagos,
mondcitos e sinovidcitos. Entretanto, sabe-se que ela também esta presente em
outros tecidos e 6rgdos, como rins, cérebro, ovério, Utero, cartilagem, 0ssos e
endotélio vascular. A COX-2 é induzida pelas citocinas (IL-1, IL-2 e fator de necrose
tumoral-TNF) e outros mediadores nos sitios de inflamagdo (como fatores de
crescimento e endotoxinas). Ela é também, provavelmente, expressa no sistema
nervoso central, e tem papel na mediagéo central da dor e da febre (HILARIO et al.,
2006).
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Fosfolipideos

Fosfolipase A2 l

Acido araquiddnico

' "

Lipooxigenase Ciclooxigenase
Leucotrienos Tromboxano Prostaglandinas
“Prostaglandina “Prostaglandina
fisiologica” patologica”
(COX-1 constitutiva) (COX-2 indutiva)

Figura 2 - Mecanismo de acdo dos anti-inflamatérios ndo hormonais
Fonte: HILARIO et al.(2006)

Embora os anti-inflamatérios ndo esteroidais sejam amplamente utilizados
pelo seu efeito analgésico, o mecanismo deste efeito € ainda surpreendente
(BROOKS, 1998). Muitos estudos sugerem que anti-inflamatérios ndo esteroidais
atuam em diferentes alvos da inibicdo das ciclooxigenases para aliviar a dor. Por
exemplo, o acido salicilico, em concentracbes ou doses analgésicas, nao inibe a
atividade da enzima ciclooxigenase (BRUNE et al., 1991). No local da inflamacé&o na
periferia, a inibicdo da sintese das prostaglandinas € bem estabelecida, como o
mecanismo de antinocicepcdo, induzida pelos anti-inflamatérios ndo esteroidais
(TAIWO; LEVINE, 1990). Por exemplo, a suplementacédo exdgena de prostaglandina
nos tecidos periféricos inflamados reverteu o efeito antinociceptivo da indometacina
no teste de contorcdo em ratos e na inflamacdo aguda nas articulagdes dos gatos
(UENO et al., 2001; HEPPELMANN et al., 1986).

Em geral, os AINES inibem, de forma varidvel, ambas as isoformas da COX
em suas dosagens terapéuticas. Deste modo, passaram a ser caracterizados de
acordo com sua capacidade de inibicdo da COX-1 e 2 (KUMMER; COELHO, 2002).
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Por exemplo, a indometacina, um anti-inflamatério ndo esteroidal (AINE), inibe tanto
a COX-1 como a COX-2, enquanto que a nimesulide inibe preferencialmente a COX-
2 (MORROW; ROBERTS, 2001; ROBERTS; MORROW, 2001; SCHOLZ, 2003).

O 4-MAA, um metabdlito ativo da Dipirona, atinge o inicio da reacao
catalitica das isoformas da COX tanto pela redugcdo dos estados de oxidagdo mais
elevados da COX quanto pela retirada de peréxidos ativos (PIERRE et al., 2007);
mas estas sugestdes de mecanismo da Dipirona, ainda ndo sdo bem elucidadas,
possivelmente, devido a questbes como baixo custo do medicamento, expiragéo da
patente e proibicdo de uso em diversos paises. Existem poucos estudos sobre os
efeitos da Dipirona sobre o SNC (TORTORICI; VANEGAS, 1994).

Relatos na literatura tém demostrado que a Dipirona, embora seja
considerada como membro da familia de drogas anti-inflamatérias néo esteroidais
(AINE), parece nado apresentar os efeitos secundarios tipicos desta classe de drogas
(CAMU; VANLERSBERGHE, 2002). Em relagéo a seu mecanismo de agao, existe
uma controvérsia. Segundo Lorenzetti e colaboradores, a Dipirona atua por meio de
um mecanismo de bloqueio direto da hiperalgesia inflamatoria periférica,
estimulando a via de arginina/GMPc nos neurdnios sensoriais (LORENZETTI,
FERREIRA, 1996). Além disso, estudos recentes tém demonstrado que a Dipirona
pode ativar os circuitos opidides envolvidos na modulacdo da dor descendente
(HERNANDEZ; VANEGAS, 2001; TORTORICI, et al., 1996; VASQUEZ; VANEGAS,
2000).

O mecanismo molecular de agdo analgésica e antipirética da Dipirona ainda
nao é esclarecedor (SCHLOSBURG et al., 2012; ROGOSCH et al., 2012), uma vez
que inibidores da COX mais potentes do que a Dipirona ndo possuem efeitos
antitérmicos tdo evidentes quanto a Dipirona. Vazquez-Rodriguez et al. (2008)
demonstraram que os efeitos antinociceptivo da Dipirona por meio da microinje¢céo
na matéria cinzenta periaquedutal ventrolateral foram revertidos pelo antagonista do
receptor CB1, o AM251. H& uma hipétese de que a Dipirona possa modular outras
vias, entre elas a via dos endocanabinoides centrais, uma vez que tem sido
demostrado o envolvimento do sistema endocanabinoide no mecanismo de atividade
analgésica de outros AINEs utilizados para o tratamento da dor, como o paracetamol
(acetaminofeno), e nos efeitos farmacolégicos do ibuprofeno e indometacina
(OTTANI, et al., 2006; HOLT, et al., 2007).
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Além disso, a mobilizacdo do acido araquiddnico, um precursor comum das
vias de prostaglandinas e de outros prostanoides, endocanabinoides, leucotrienos e
lipoxinas é uma condicdo que favorece o aumento da sintese de anandamida
(PAMPLONA, et al, 2010; PESTONJAMASP; BURSTEIN, 1998). E também,
estudos sistémicos tém demostrado que muitos AINES, incluindo a indometacina e o
ibuprofeno, inibem a atividade da enzima amida hidrolase de acido graxo, FAAH,
responsavel pela hidrélise de anandamida, particularmente a um pH baixo
(FOWLER et al., 1997, 1999, 2003; HOLT et al., 2001), o que contribui para o
aumento da concentragéo de endocanabinoide.

Deste modo, esse trabalho visa avaliar o envolvimento do sistema
endocanabinoide no mecanismo de agéo da Dipirona, baseado nos quatro principais
efeitos do tratamento sistémico com canabinoide: analgesia, catalepsia,
hipolocomocdo e a hipotermia, conhecidos como efeito tétrade, o qual é
frequentemente utilizado como um ensaio de comportamento para rastrear novos
compostos de atividade no sistema endocanabinoide (COMPTON et al., 1992;
MARTIN, et al., 1991). Para esta avaliagéo realizou-se o teste de Placa quente (Hot
Plate), Catalepsia, avaliagdo da locomocdo e da temperatura corpérea

(Biotelemetria).

1.2 SISTEMA ENDOCANABINOIDE

O sistema endocanabinoide é composto por pelo menos dois receptores
CB1 e CB2, acoplados a uma proteina G, por seus ligantes enddgenos
(endocanabinoides; o exemplo da anandamida e do 2-araquidonoil glicerol) e por
enzimas responsaveis por sintetiza-los e metaboliza-los (Figura 3; SAITO; WOTJAK;
MOREIRA, 2010). Os endocanabinoides sdo mensageiros atipicos, que mediam a
transferéncia das informagfes dos terminais pds aos pré-sinapticos de uma forma
retrébgrada: os endocanabinoides sdo sintetizados sob demanda e ndo séo
armazenados em vesiculas. As sinteses ocorrem nos neurdnios pos-sinapticos apos
o influxo de célcio e a subsequente ativacdo das fosfolipases (fosfolipase D, no caso
da anandamida, e diaciglicerol lipase, no caso da 2-AG), que convertem oS

fosfolipideos em endocanabinoides. Eles parecem atingir imediatamente a fenda
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sinaptica por meio da difuséo livre ou assistida e se acoplam aos receptores CB1
pré-sinapticos (EGERTOVA et. al, 1998). Por meio de uma rede complexa de
processos de sinalizagdo intracelular, a ativacdo dos receptores CB1 resulta
finalmente em uma diminuigdo no influxo de célcio nos terminais axdnicos e, dessa
forma, na diminuicdo da liberacdo do transmissor. (SAITO; WOTJAK; MOREIRA,
2010).

Figura 3: Representacdo esquematica da agdo endocanabinoide. Os endocanabinoides s&o
sintetizados e liberados; da membrana dos neurbnios pdés-sinapticos; segundo a
demanda apés influxo de calcio (1). Eles ativam os receptores pré-sinapticos CB1 e
restringem a atividade neural (2). A anandamida e a 2-AG sdo removidas da fenda
sinptica pela captacao na pos e pré-sinapse, respectivamente (3). Uma vez dentro dos
neurdnios, a anandamida acopla-se ao TRPV1 (com consequéncia opostas as da
ativacdo do CB1) e passa por hidrolise pela FAAH, ao passo que a 2-AG é hidrolisada
pela MGL (4)

Fonte: SAITO; WOTJAK; MOREIRA, (2010).

A ativagdo de receptores CB1 pelo WIN 55,212-2 promove também um
repertério de eventos semelhantes aqueles provocados pelo Ae-THC, que incluem o
bloqueio de canais para Ca®*" voltagem dependentes, reducdo da liberacdo de
neurotransmissores (glutamato e acido gama-aminobutirico - GABA), inibicdo da
producdo de AMPc e reducao da sintese de NO, diminuicdo dos efeitos mediados
pela proteina quinase A, potenciacdao da via de sinalizagdo pela proteina quinase
ativada por mitégeno (MAPK) e ativacdo de canais para potassio (JEAN-GILLES et
al., 2010).

Assim como no caso dos neurotransmissores classicos, as ac¢des dos

endocanabinoides séo limitadas por um processo em duas etapas: internalizacéo e
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em seguida catabolismo (DI MARZO, 1994). A primeira etapa ainda ndo esta clara,
j& que h& uma controvérsia sobre se a internalizacdo dos endocanabinoides ocorre
passivamente por meio da difusdo ou por transportadores especificos (BELTRAMO
et al., 1997; GIUFFRIDA et al., 2001; GLASER et. al., 2003; 2005). Ap6s a
internalizacdo, os endocanabinoides sofrem hidrolise enzimatica. As principais
enzimas responsaveis pela hidrélise da anandamida e da 2-AG sdo a amida
hidrolase de acidos graxos (FAAH) e a lipase monoacilglicerol (MGL) (CRAVATT et
al., 1996; DINH et al., 2002). E intrigante que os dois endocanabinoides sejam
degradados tanto de forma pré-sinaptica (2-AG) como pds-singptica (anandamida).
Tanto a FAAH quanto a MGL emergiram como importantes alvos farmacolédgicos
com potencial terapéutico promissor (SAITO; WOTJAK; MOREIRA, 2010).

De acordo com a literatura, a administracdo aguda de um agonista de CB1
produz a diminuicdo da atividade locomotora, antinocicepgdo, catalepsia e
hipotermia, conhecidos como efeito tétrade (MARTIN et al., 1991). Estes efeitos séo
produzidos por meio da ativagdo do receptor de CB1, um receptor acoplado a
proteina G, que é altamente expresso em todo o cérebro (ZIMMER et al., 1999).
Devido aos efeitos tétrade serem altamente reprodutiveis, sdo frequentemente
utilizados em ensaio de comportamentais para rastrear novos compostos com
atividade canabinoide (COMPTON et al., 1992) e para avaliar a tolerancia cruzada

entre as substancias canabinoides (FAN et al., 1994).

1.3 SISTEMA ENDOCANABINOIDE X ANALGESIA

Estudos clinicos e experimentais tém demonstrado que os canabinoides
enddgenos e a ativagdo concomitante de seus receptores CB1, causam uma pletora
de efeitos, entre eles, o envolvimento na antinocicepc¢éo, diminuicdo da sensibilidade
aos estimulos dolorosos (LUTZ, 2002). Os canabinoides sintéticos produzem um
efeito analgésico e suprimem a neurotransmissdo da dor, demonstrando que o0s
canabinoides enddgenos podem naturalmente modular a dor (WALKER, 1999).

O envolvimento do sistema endocanabinoide tem sido demostrado no
mecanismo de atividade analgésica de outras drogas utilizadas para o tratamento da

dor, como o paracetamol (acetaminofeno), cujo efeito analgésico demonstrado no



27

teste de Placa quente foi bloqueado por dois antagonistas do receptor CB1, AM281
e SR141716A (OTTANI et al., 2006). Além disso, Guhring et al. (2002) sugerem que
a indometacina pode desencadear o aumento da sintese de endocanabinoide
atraveés do acido araquidénico proveniente do bloqueio da ciclooxigenase (COX). Os
mesmos pesquisadores demonstraram que o pré-tratamento por meio da inje¢do de
AM251 via intratecal na juncéo toracolombar espinhal, bloqueia a antinocicepgao
causada pela indometacina. No entanto, ndo ha evidéncias no envolvimento do
sistema endocanabinoide na antinocicep¢do periférica induzida pelos anti-
inflamatérios néo esteroidais.

Para avaliacdo da participacdo da via endocanabinoide, em especial do
receptor CB1, no mecanismo de agéo analgésica da Dipirona, foi avaliado o efeito
de analgesia desse farmaco juntamente com um antagonista de canabinoide
(AM251) no teste da Placa quente (Hot Plate) e também foi feita a comparacdo dos
efeitos da Dipirona, como analgésico, com os efeitos do agonista (WIN 55,212-2) de

canabinoide.

1.4 SISTEMA ENDOCANABINOIDE X CATALEPSIA

Entre os efeitos tétrades dos canabinoides, a catalepsia é utilizada como um
parametro comportamental, amplamente utilizada na triagem in vivo de
medicamentos com atividade no sistema canabinoide, que consiste na avaliagdo do
tempo de imobilidade de movimentos do animal (FRIDE, et. al., 2006; PERTWEE,
1972). A catalepsia também pode ser utilizada para avaliagdo dos efeitos colaterais
extrapiramidais (EPS) desencadeados pelos medicamentos antipsicoticos (GHOSH,
et al.,2011).

Os antipsicéticos sdo divididos em antipsicoticos convencionais, como
haloperidol (HP), e antipsicoticos atipicos, como a clozapina (CLOZ). O quadro
clinico de melhoras observadas em pacientes tratados com antipsicéticos
convencionais é frequentemente acompanhado pelo aparecimento de efeitos
colaterais extrapiramidais (EPS), tais como rigidez acinesia e tremores. O bloqueio

do receptor de dopamina D2 nos nuacleos basais tem sido associado ao
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desenvolvimento de EPS (KAPUR; REMINGTON, 2001). Antipsicoticos atipicos, em
diferentes graus, sdo capazes de antagonizar o receptor dopamina D2 estriatal em
doses terapéuticas, contudo, eles tém mostrado baixa ou nenhuma propenséo para
induzir EPS (TARSI et al., 2002).

O bloqueio do receptor D2 e a estimulagdo do receptor canabinoides CB1
sdo conhecidos por afetarem a atividade motora. Consistentemente, diversas
pesquisas envolvendo voluntérios que receberam agonistas CB1, em laboratorio,
mostraram uma deficiéncia em uma variedade de tarefas motoras (YESAVAGE et
al., 1985; WILSON et al., 1994). Em ratos, foram observados, ataxia e catalepsia,
dose-dependente apds a administracdo sistémica de canabinoides (CHAPERON;
THIEBOT, 1999).

Além do mais, a microinjecdo de Ag-THC no nlcleo accumbens, amigdala,
ou hipotalamo, locais onde os receptores de canabinoides CB1 s@o expressos, induz
a uma imobilizacdo sugerindo um estado cataléptico do animal (FUJIWARA;
EGASHIRA, 2004). O A¢-THC induz um efeito cataléptico em ratos, sendo este
comportamento anormal antagonizado pelo SR141716A, antagonista do receptor
CB1 (KATAOKA et al., 1987).

Dentro do sistema nervoso central, os receptores CB1 e D2 sdo densamente
expressos nos nucleos da base (HERKENHAM et al.1991), e a co-localizacédo entre
os dois receptores tem sido indicada no striatum de ratos (HERMANN et al., 2002).
Em um estudo anterior, Anderson et al.(1996) demostraram que o CP-55,940,
agonista de canabinoide, exacerbou a catalepsia induzida pelo antagonista dos
receptores D2, raclopride .

O Canabidiol (CDB) é o segundo componente mais abundante da Cannabis
sativa, que tem propriedade fraca e parcial como antagonista dos receptores CB1. O
CBD inibe a recaptacdo e hidrolise da anandamida, o mais importante agonista do
receptor CB1 enddgeno, e apresenta atividade antioxidante e neuroprotetora. O
SR141716 € um potente e seletivo antagonista do receptor CB1. Portanto, uma vez
que ambos CBD e SR141716 possam reverter alguns dos efeitos bioguimicos,
fisiologicos e comportamentais dos agonistas dos receptores CB1, prop0s-se que
ambos CBD e SR141716 tenham propriedades antipsicéticas. Varios estudos
experimentais em animais, voluntarios humanos saudaveis e pacientes

esquizofrénicos apoiam esta ideia. Além disso, estudos recentes sugerem que 0S
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canabinoides, como CDB e SR141716 possuem um perfil farmacolégico semelhante

ao de antipsicéticos atipicos (ROSER et al., 2010).

1.5 SISTEMA ENDOCANABINOIDE X LOCOMOCAO

Um dos efeitos mais importantes da ativacao do receptor CB1 é a depressao
motora, o qual & um significante papel modulador dos endocanabinoides nos
ndcleos da base (GOUGH; OLLEY, 1978; LEDENT et al, 1999; SANUDO-PENA et
al, 1999; VAN DER STELT; DI MARZO, 2003).

Consistentemente, o tratamento farmacologico com agonista CB1 exerce
efeitos bifasicos, especialmente em relacdo a atividade motora, em baixas doses
induz a uma ativacao da atividade motora e em altas doses produz uma supresséo
da atividade motora ou catalepsia. O efeito bifasico na locomoc¢éo, também foi
demonstrado por ligantes endégeno do receptor canabinoide, como anandamida
(DREWS et al. 2005; POLISSIDIS et al.,2010; RODVELT et al.,, 2007; SANUDO-
PENA et al., 2000;SULCOVA et al., 1998).

Zimmer et al. (1999) realizaram a avaliagdo da atividade locomotora, em
camundongos knockout para receptor CB1, e observou-se uma hipoatividade no
Campo aberto, e 0 aumento da imobilidade no teste de Catalepsia. Estes resultados
confirmam o papel postulado do sistema canabinoide endégeno na modulacdo da
resposta motora. Além disso, estudos relatam que o bloqueio do receptor de CB1
com antagonista SR141716A estimula a atividade locomotora (COMPTON et al.,
1996).

Os substratos neurais associadas com a hipolocomog&o induzida por
canabinoide sdo os menos estudados dos comportamentos tétrade. No entanto,
pesquisas recentes indicam que o0s canabinoides podem reduzir a atividade
locomotora por meio de um mecanismo que envolve receptores de adenosina Aga
(CARRIBA et al. 2007; LERNER et al. 2010).

1.6 SISTEMA ENDOCANABINOIDE X HIPOTERMIA
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A regulacdo da temperatura € um processo bioldgico complexo controlado
pela area pré-Optica, anterior ao hipotadlamo, e por receptores térmicos periféricos
(ROMANOVSKY, 2007). Recentemente, tem sido demonstrado que a familia dos
canais ionicos dos receptores de potencial transitorio (TRP) sdo fundamentais nesta
regulacdo e estdo envolvidos no mecanismo periférico, pelos quais sentimos
temperaturas quentes e frias. O TRPV1, receptor potencial transitorio de vaniloide
tipo 1, um membro da familia TRP, € amplamente expresso no corpo humano, no
sistema nervoso periférico e no cérebro, sendo um canal de cations nao seletivo,
com preferéncia para o célcio (ROMANOVSKY, 2007).

No sistema nervoso periférico, o0 TRPV1 é ativado por calor, baixo pH e
substancia da pimenta malagueta, a Capsaicina. Dentro do sistema nervoso central,
0 TRPV1 é expresso nos terminais nervosos pés-sindpticos e € possivel que seja
ativado de forma intracelular pela anandamida, que leva & despolarizacdo
aumentada das membranas pds-sinapticas, demonstrando um efeito oposto a
ativagcédo do CB1 (SAITO; WOTJAK; MOREIRA, 2010).

A influéncia do sistema endocanabinoide sobre a regulagéo da temperatura
em situacdo de inflamagao/infeccdo tem sido pouco abordada, apesar de se
conhecer que a ativagdo de receptores CB1 e TRPV1 provoca hipotermia, a qual
pode ser usada como um parametro importante para discriminar um canabinoide
CB1 ou TRPV1 e para localizar a agado de novas drogas, ndo se sabe ao certo qual
mecanismo exato desencadeia a hipotermia (RAWLS et al., 2002; 2006).

A Capsaicina, uma substancia ativa da pimenta malagueta, atua no receptor
TRPV1, desencadeando diversos efeitos fisiologicos, entre eles a hipotermia (NAGY
et al., 2004). Ding et al. (2005) observaram que a Capsaicina causa uma hipotermia
por mecanismos independentes dos receptores CBl1 e CB2 e o0 agonista
canabinoide, WIN 55,212-2, produz uma hipotermia por mecanismo independente do
TRPVL1.

O fato de as pessoas que habitam climas mais quentes usarem a
Capsaicina, o protétipo agonista do receptor TRPV1, para se esfriar, ressalta a
importancia terapéutica da hipotermia, principalmente em relagdo aos receptores
TRPV1 (RAWLS et al., 2002, 2006).
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Assim, a administragdo aguda de um agonista de CB1 produz a diminui¢éo
da atividade locomotora, antinocicepg¢éo, catalepsia e hipotermia, conhecidos como
efeito tétrade (MARTIN et al., 1991). Estes efeitos sdo produzidos por meio da
ativagdo do receptor de CB1, um receptor acoplado a proteina G, que € altamente
expresso em todo o cérebro (ZIMMER et al., 1999). Devido aos efeitos tétrade serem
altamente reprodutiveis, eles sdo frequentemente utilizados em ensaio de
comportamentais para rastrear novos compostos com atividade canabinoide
(COMPTON et al., 1992) e para avaliar a tolerancia cruzada entre as substancias
canabinoides (FAN et al., 1994). Logo, esse trabalho teve como base os efeitos
tétrade para determinar se o mecanismo da Dipirona tem participagdo ou modulagéo

da via endocanabinoide.
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2 OBJETIVOS

Diante da introducédo apresentada, esse trabalho teve como objetivos:

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Avaliar a participagdo do sistema endocanabinoide, em especial o receptor
CB1 no mecanismo de acédo da Dipirona sobre o Sistema Nervoso Central (SNC), a

partir do estudo comportamental em camundongos, e o seu efeito antipirético.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Analisar os efeitos da Dipirona em relacdo a analgesia, catalepsia, locomog¢éao
e temperatura corporea.

o Avaliar os efeitos do agonista canabinoide para CB1 (WIN 55,212-2) em
relagdo a analgesia, catalepsia, locomogao e temperatura corpérea.

o Avaliar a interagdo do antagonista canabinoide (AM251) com a Dipirona,
observando o comportamento animal em relagdo & analgesia, catalepsia,
locomogé&o e temperatura corpérea.

o Analisar a interacdo do antagonista do receptor TRPV1 (Capsazepina) com o

AM251 e com a Dipirona, observando as alteracdes na temperatura corpoérea.
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3 MATERIAIS E METODOS

Os experimentos desse trabalho foram realizados no Laboratério de
Fisiologia da Universidade Federal de Alfenas — UNIFAL, de acordo com os

protocolos descritos abaixos.

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos Swiss machos (40 - 50g) provenientes do
Biotério Central da Universidade Federal de Alfenas — UNIFAL, por meio da
aprovacdo do protocolo de registro 360/2011 pela Comiss&o de Etica no Uso de
Animais (CEUA). Os animais foram tratados com rac&o comercial e 4gua ad libitum,
durante todo experimento, garantida sua adaptagao por 7 dias em sala climatizada a
23 + 2° C, e em caixas de polipropileno adequadas a sua manutencdo. Para os
experimentos, os animais foram subdivididos e mantidos separadamente em grupos

de acordo com cada experimento.

3.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Inicialmente, os animais foram separados nos seguintes grupos:
Veiculo = Solu¢do Salina, i.p.;

10 mg/kg de Dipirona, i.p.;

50 mg/kg de Dipirona, i.p.;

200 mg/kg de Dipirona, i.p.;

o0k~ w0 NP

500 mg/kg de Dipirona, i.p.;

As doses selecionadas foram de acordo com 0s experimentos realizados
anteriormente no laboratorio de Fisiologia. Foi realizada a leitura basal ou inicial para
os testes de Placa quente, Catalepsia e Biotelemetria, e em seguida iniciou-se 0s

tratamentos e avaliacdo das respostas apés 30, 60, 120, 240 e 360 minutos para o
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teste de Placa quente e Catalepsia. Para avaliagdo da temperatura por Biotelemetria

foi feita a leitura basal da temperatura corpérea dos animais,

feito o tratamento, e a continuagdo da avaliagcdo da temperatur

logo em seguida foi

a corporea de 10 em

10 minutos até completar 360 minutos apos o tratamento conforme a descricdo dos

protocolos experimentais abaixo.

e PROTOCOLOS EXPERIMETAIS:

| Placa Quente e Catalepsia I

TRATAMENTO

‘& Salina ou

Dipirona 10, 50, 200, 500 mg/kg ; i.p.

Basal 30mim 60mim 120mim 240mim 360mim
L 1
Avaliacdo da laténcia e do tempo de imobilidade (s)
Biotelemetria
/4
« TRATAMENTO
Salinaou
Dipirona 10, 50, 200, 500 mg/kg ; i.p.
l | | | | | | | | |
| | | | | | | | | |
Basal 10mim 20mim 30mim 40mim 50mim 60mim 70mim 80mim ... 360mim

Avaliagao da temperatura corpérea

Na avaliagdo do Campo aberto, os animais foram tratados com Salina ou

Dipirona e apés 1 hora foram colocados no aparato e avaliados por 5 minutos,

conforme o protocolo abaixo:
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| Campo Aberto (Open FieId)I

TRATAMENTO 1 Hora
Salina ou

Dipirona 10, 50, 200, 500 mg/kg ; i.p.

Na segunda etapa desse trabalho, foram realizados os mesmos testes com
0 agonista canabinoide WIN-55,212-2. Os grupos experimentais foram:
1- Veiculo - Salina + Cremophor + DMSO (8:1:1), i.p.
2- 0,3 mg/kg de WIN 55,212-2 , i.p.;
3- 1,0 mg/kg de WIN 55,212-2 , i.p.;
4- 3,0 mg/kg de WIN 55,212-2 , i.p.;
As doses do agonista de CB1 foram baseadas no trabalho de Pava et al.
(2012) e Polissidis et al. (2013). Os protocolos experimentais foram similares ao
utilizado para o tratamento com Dipirona, somente as drogas utilizadas foram
modificadas de acordo com o esquema abaixo.

| Placa Quente e Catalepsia I

/3 TRATAMENTO

“ Veiculo ou

WIN 55, 212-5 (0,3; 1,0; 3,0 mg/kq) ; i.p.

l | | | | |
| | 1 | | |
Basal 30mim 60mim 120mim 240mim 360mim

]
Avaliacéo da laténcia e do tempo de imobilidade (s)
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‘ Campo Aberto (Open FieId)I

TRATAMENTO 1 Hora \
Veiculo ou Vd
WIN 55, 212-5(0,3; 1,0; 3,0 mg/kg) ; i.p.

Biotelemetria

[

TRATAMENTO
Veiculo ou
WIN 55,212-5 (0,3; 1,0; 3,0 mg/kg) ; i.p.

| | | | | | | | | |
| | | | | | | | | |
Basal 10mim 20mim 30mim 40mim 50mim 60mim 70mim 80mim ... 360mim

1 1
Avaliagao da temperatura corpérea

Para avaliacdo da via neural envolvida no efeito da Dipirona sobre as
possiveis alteracbes na temperatura corpdrea e nos efeitos comportamentais, 0s
animais foram pré-tratados com antagonista do sistema endocanabinoide, AM251(3
mg/kg), 10 minutos antes do tratamento com Salina ou Dipirona (500 mg/kg) e
divididos nos seguintes grupos:

1- Veiculo + Salina, i.p.;

2- Veiculo. + Dipirona (500 mg/kg), i.p.;

3- AM251 (3mg/kg) + Salina, i.p.;

4- AM251 (3mg/kg) + Dipirona (500 mg/kg), i.p.;

Para o teste de Placa quente e Catalepsia 0os animais foram pré-tratados
com antagonista do sistema endocanabinoide, AM251(3 mg/kg), 10 minutos antes
do tratamento com Salina ou Dipirona (500 mg/kg), de acordo com os protocolos

abaixo.
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| Placa Quente e Catalepsia I
7 PRE-TRATAMENTO
‘& Veiculo ou
N/ AM251 (3 mg/kq);i.p.

10mim
1

| | | | |
1 | 1 1 1
30mim 60mim 120mim 240mim 360mim

Basal Omim

TRATAMENTO
Salina ou
Dipirona 500 mg/kg ; i.p.

Avaliagao da laténcia e do tempo de imobilidade (s)

| Campo Aberto (Open FieId)I

/ PRE-TRATAMENTO
Veiculo ou
AM251 (3 mg/kg) ; i.p.

10mim

| 1 Hora
|

Omim

TRATAMENTO
Salina ou
Dipirona 500 mg/kg ; i.p.

Foram testadas também as doses das drogas Dipirona (200 mg/kg) e AM251
(10 mg/kg) para a Biotelemetria, conforme a descrigdo dos protocolos experimentais
abaixo. As doses utilizadas para o antagonista canabinoide foram fundamentadas no
trabalho de Shamima et al. (2012).
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Biotelemetria

[

4 PRE-TRATAMENTO
4& Veiculo ou
AM251 (3 ou 10 mg/kg) ; i.p.
| 10mirr?
l | | | | | | | | |
] | | | | | | | | |
Basal Omim]  10mim 20mim 30mim 40mim 50mim 60mim 70mim 80mim .. 360mim
TRATAMENTO
Salina ou

Dipirona 200 ou 500 mg/kg ; i.p.

Na investigacdo apenas das alterac6es da temperatura corporea, para maior

Avaliacao da temperatura corpérea

esclarecimento dos receptores endocanabinoides envolvidos nesse mecanismo, foi
utiizado o antagonista do receptor TRPV1, a Capasazepina (10 mg/kg, i.p.),
fundamentado no trabalho de Ding et al. (2005), como pré-tratamento inicial,
formando os seguintes grupos experimentais:

1. Veiculo + Veiculo + Salina, i.p.;
Veiculo + Veiculo + Dipirona (200 mg/kg), i.p.;
Veiculo + AM251(10mg/kg) + Salina, i.p.;
Veiculo + AM251(10mg/kg) + Dipirona (200 mg/kg), i.p.;
Capasazepina (10 mg/kg) + Veiculo + Salina, i.p.;
Capasazepina (10 mg/kg) + Veiculo + Dipirona (200 mg/kg), i.p.;
Capasazepina (10 mg/kg) + AM251(10mg/kg) + Salina, i.p.;

© N o ok~ Db

Capasazepina (10 mg/kg) + AM251(10mg/kg) + Dipirona (200 mg/kg), i.p.;

Biotelemetria @

10mim
r

PRE-TRATAMENTO 2
Veiculo ou
AM251 (10 mg/kg) ; i.p.

10mim

Basal

PRE-TRATAMENTO 1 @

Omim 10mim  20mim  30mim  40mim 50mim  60mim 360mim

TRATAMENTO
Salina ou
Dipirona 200 mg/kg; i.p.

Avaliagao da temperatura corpdrea



39

3.3 TESTE DA PLACA QUENTE (HOT PLATE)

O teste da Placa quente é utilizado para medir a laténcia de resposta ao
estimulo termoceptivo, é adequado para avaliagdo de analgésico com agéo central e
foi realizado de acordo com o método descrito por Ferreira et al. (2002).

Os camundongos foram colocados individualmente sobre uma Placa quente
(50 £ 1°C), com um gabinete de acrilico transparente. O teste consistiu na
observacdo do tempo necessario para a primeira resposta (lamber as patas, saltar,
ou remover rapidamente as patas), como descrito por Minami et al. (1994), sendo o
tempo maximo de permanéncia de 20 segundos para evitar injaria tecidual. As
respostas foram observadas em 0, 30, 60, 120, 240 e 360 minutos apos a injecao do
pré-tratamento (antagonista canabinoide, AM251) e tratamentos (salina, Dipirona e

agonista canabinoide), para uma avaliacdo da dose resposta X tempo.

3.4 CATALEPSIA

A Catalepsia é definida como a aceitacdo e retencdo de uma postura
anormal, que é mensurada por meio do bar test, inicialmente descrito por Pertwee
(1972). Resumidamente, as patas dianteiras de camundongos foram colocadas
delicadamente sobre uma barra horizontal, fixada a uma altura de 3,8 cm acima da
superficie de trabalho e 2 cm de didmetro. O periodo de tempo durante o qual o
animal manteve esta posi¢cédo foi marcado com crondmetro por um observador,
medindo o tempo que decorre a partir da colocagdo do animal até a remocao de um
das patas dianteiras. Nesse caso, cada animal foi colocado na posicao de teste no
tempo de 0, 30, 60, 120, 240 e 360 minutos apdés as administracbes dos
tratamentos. Em cada sesséo foi registrado o tempo (segundos) em que o animal

permaneceu segurando a barra, ou seja, o tempo de imobilidade do animal.

3.5 CAMPO ABERTO (OPEN FIELD)
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Para avaliar atividade locomotora, o animal foi colocado em uma caixa de 60
X 60 cm, com o piso dividido em 16 quadrados de 15 x 15 cm. Os 12 quadrados
junto as paredes da caixa sdo considerados como a periferia e 0os 4 demais sao 0s
centrais. O camundongo foi colocado no centro da caixa e filmado por cinco minutos
apdés 1 hora do tratamento e pré-tratamento, conforme o protocolo experimental. O
aparato foi lavado com &lcool 10% a cada teste com camundongos diferentes. Para
avaliagdo da atividade locomotora dos animais foram considerados: o numero de
cruzamentos com as quatro patas (i) no centro e (ii) na periferia do aparato; (iii) o
ndmero total de locomogé&o, que é a soma dos cruzamentos centrais e periféricos; e
(iiiif) o nimero de rearings (modificado Di MARZO et al., 2001).

3.6 AVALIACAO DA TEMPERATURA CORPOREA - BIOTELEMETRIA

Para avaliar a temperatura corpérea, as animais foram anestesiados com
tribromoetanol (TBE, 1mg/kg), em seguida foi realizada a assepsia abdominal com
alcool 70% e tiveram sondas biotelemétricas, previamente implantadas na cavidade
peritoneal. ApGs a cirurgia, foi administrado pentabidtico veterinario (0,1 mg/kg), os
animais foram mantidos em caixa individuais, e passaram por um periodo de
recuperacdo de 4 a 7 dias. ApOs esse periodo, as gaiolas foram colocadas em um
receptor de telemetria (modelo ER-4000 Energizer; Mini-Mitter) conectado a um
computador. As sondas biotelemétrias sdo sensores de pré-processamento de
dados que sdo alimentados por captacdo de energia a partir de campos elétricos
gerados pelo receptor ER-4000 Energizer. Isso permite que as sondas operem sem
baterias e permanegam indefinidamente implantadas para monitorar a temperatura.
Os dados foram coletados e graficamente exibidos em um monitor, impressos
digitalmente e armazenados em discos rigidos, usando software adequado (Vital
Ver, Mini-Mitter — Data View).
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Receptor

BIOTELEMETRIA

Computador
(monitoramento de dados)

Sondas biotelemétricas
E-MITTER

Figura 4 - Esquematico da Biotelemetria
Fonte: modificado de CARPARELLI, 2007.

3.7 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como meédia + erro padrdo da média (EPM).
Para comparacao de duas médias foi aplicado o teste “t” de Student. Para
comparacao de trés ou mais médias foi aplicada a andlise de variancia (ANOVA de
uma via ou duas vias), seguida do pos-teste de Newman-Keuls. O nivel de
significancia para rejeicdo da hipotese de nulidade foi fixado em 5% (p<0.05).

Para a analise dos dados da Biotelemetria, foi feito a area sobre a curva do
tempo 0 minutos do eixo X até o tempo de 180 minutos. ApGs a area sobre a curva,
foram realizadas as analises estatisticas com esses dados usando one-way analise
de variancia (ANOVA), seguidas pelo teste de comparacdes multiplas de Tukey-
Kramer. Todos os dados foram expressos como média + SEM. Valores de p <0,05

foram considerados significativos.
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4 RESULTADOS

De acordo com o0s experimentos realizados foram obtidos 0s seguintes

resultados descrito abaixo.

4.1 RESULTADOS DO TESTE DA PLACA QUENTE (HOT PLATE)

O teste da Placa quente foi utilizado para medir a laténcia de resposta ao

estimulo termoceptivo, adequado para avaliacdo de analgésico com acao central.

4.1.1 Efeito da Dipirona na laténcia para resposta ao estimulo termoceptivo

Na avaliagdo da analgesia foi realizado o teste de Placa quente (n= 6 por
grupo) e observou-se pelo teste de estatistica ANOVA de duas vias que houve uma
diferenca no fator tratamento (F4130 = 12,83; p<0,001) e no fator tempo (Fs 130 =
8,864; p<0,001), e, além disso, houve uma intera¢do (Fzo130 = 2,745, p<0,001) entre
o tempo e as doses utilizadas no tratamento dos grupos experimentais (GRAFICO
1).
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Placa Quente -Dipirona

[ Veiculo
Dipirona 10 mg/kg
30+ - .
== Dipirona 50 mg/kg
254 IO Dipirona 200 mg/kg
— k4 E Dipirona 500 mg/kg
@ 20+
8
= 1 2IE i
e =5 =IE = & B
© -1 I E H . E = E E
3197, HE 2= 2IE |E i E 2E
= r 5 :':E ﬂE IJJE " =
54| (B 2= E B = B k= 5 ==
2IE == o E o E = e E
oLLIEE == EIE == i E 1=
Basal 30 min 60 min 120 min 240 min 360 min

Gréfico 1: Efeito da Dipirona, administrada por via intraperitoneal, no teste da Placa quente em
camundongos. Os animais foram tratados com Veiculo ou Dipirona (doses 10, 50, 200 e
500 mg/kg), antes do teste da Placa quente a 51°C. Cada coluna representa a média
+E.P.M. de seis camundongos por grupo. Os asteriscos denotam o nivel de significancia,**
p<0,01; *** p<0,001, quando comparado ao grupo Veiculo (ANOVA de uma via seguido
pelo teste de Newman-Keuls).

Fonte: Do autor.

Observou-se um aumento (Fs27 = 4,676; p<0,05) da laténcia para resposta
analgésica no grupo tratado com Dipirona 500 mg/kg aos 30 minutos (22,00 + 0,86s)
e 60 minutos (F425 = 11,41; p<0,001; 26,36 £ 2,62s) quando comparado com o grupo
Veiculo (11,34 + 2,6s e 9,75 + 0,76s, respectivamente, GRAFICO 2 e 3).

Dipirona - 30 min

1 Veiculo

309 Dipirona 10 mg/kg

254 *% E=3 Dipirona 50 mg/kg

—_ mm Dipirona 200 mg/k

= 204 p - Q‘ g

© - —— Em Dipirona 500 mg/kg
2 154 -
2 T :
s 104 E-E'
] o
e

Gréfico 2: Efeito da Dipirona, administrada por via intraperitoneal, no teste da Placa quente em
camundongos. Os animais foram tratados com Veiculo ou Dipirona (doses 10, 50, 200 e
500 mg/kg), 30 minutos antes do teste da Placa quente a 51°C. Cada coluna representa a
média + E.P.M. de seis camundongos por grupo. Os asteriscos denotam o nivel de
significancia,* p<0,01, quando comparado ao grupo Veiculo (ANOVA de uma via seguido
pelo teste de Newman-Keuls).

Fonte: Do autor.
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Dipirona - 60 min

3 Veiculo
30- il & Dipirona 10 mg/kg
25 == Dipirona 50 mg/kg
. M Dipirona 200 mg/kg
® 204 E Dipirona 500 mg/kg
©
2 15- T
5 i N
L 104 —— %.-.-.-.-
o || Ei
R
o
0 1 .:.. ] T T

Gréfico 3: Efeito da Dipirona, administrada por via intraperitoneal, no teste da Placa quente em
camundongos. Os animais foram tratados com Veiculo ou Dipirona (doses 10, 50, 200 e
500 mg/kg), 60 minutos antes do teste da Placa quente a 51°C. Cada coluna representa a
média + E.P.M. de seis camundongos por grupo. Os asteriscos denotam o nivel de
significancia,** p<0,001, quando comparado ao grupo Veiculo (ANOVA de uma via
seguido pelo teste de Newman-Keuls).

Fonte: Do autor.

Apés 120, 240 e 360 minutos dos tratamentos realizados, ndo houve
diferenca significativa entre a laténcia dos grupos experimentais, conforme

demostrado no Gréficol.

4.1.2 Efeito do agonista canabinoide WIN 55,212-2 na laténcia para resposta ao

estimulo termoceptivo

Na avaliacdo de analgesia dos animais tratados (n = 9 por grupo) com
agonista de canabinoide (WIN 55,212-2), observou-se através do ANOVA two-way
que houve diferenca apenas no fator tratamento (Fs 192 = 9,300, p<0,001). Ap6s 30
minutos dos tratamentos, observou-se um aumento (Fsss = 4,421; p<0,01) da
laténcia do grupo WIN 3,0 mg/kg (15,34 £ 1,49s;) e do grupo WIN 0,3 mg/kg (13,62
1,88s, p<0,05) quando comparados com a laténcia do grupo Veiculo (8,58 + 0,87s;
GRAFICO 4 e 5).
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Placa Quente - WIN 55,212-2

30 4 1 Veiculo
25 4 E= Win 0,3 mg/kg
—_ XX Win 1,0 mg/kg
£ 20+ .
s Kk . Hl \Win 3,0 mg/kg
'6 il * *
c 15 = 0
@ = = =
- = & X = 4 =1 =
5 101585 21 E1% % 2 E0%
= Ky =2 ) £ i) X] £ K P
54| |EK £ I = X X = X =
= WRER] BRIEL: J BREN] BRER:
o LLIEK = = = R 1 =
Basal 30 min 60 min 120 min 240 min 360 min

Gréfico 4: Efeito do agonista canabinoide WIN 55,212-2, administrado por via intraperitoneal, no teste
da Placa quente em camundongos. Os animais foram tratados com Veiculo ou WIN
55,212-2 (doses 0,3; 1,0 e 3,0 mg/kg), antes do teste da Placa quente a 51°C. Cada
coluna representa a média + E.P.M. de nove camundongos por grupo. Os asteriscos
denotam o nivel de significancia,* p<0,05; ** p<0,01, quando comparado ao grupo Veiculo
(ANOVA de uma via seguido pelo teste de Newman-Keuls).

Fonte: Do autor.

WIN 55,212-2 - 30 min

30 [ Veiculo

254 &3 Win 0,3 mg/kg
—_ XX Win 1,0 mg/kg
< 204 . Wi
© in 3,0 mg/kg
g 154
‘.9."»
3 10 :

5-

0 T

Gréfico 5: Efeito do agonista canabinoide WIN 55,212-2, administrado por via intraperitoneal, no teste
da Placa quente em camundongos. Os animais foram tratados 30 minutos antes do teste
da Placa quente a 51°C, com Veiculo ou WIN 55,212-2 (doses 0,3; 1,0 e 3,0 mg/kg).;
Cada coluna representa a média = E.P.M. de nove camundongos por grupo. Os asteriscos
denotam o nivel de significancia,* p<0,05; ** p<0,01, quando comparado ao grupo Veiculo
(ANOVA de uma via seguido pelo teste de Newman-Keuls).

Fonte: Do autor.

No tempo de 1 hora apdés o tratamento dos animais, observou-se um
aumento (Fs 35 = 3,504; p<0,05) da laténcia do grupo WIN 3,0 mg/kg (14,32 * 1,22s)
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e do grupo WIN 0,3 mg/kg (13,96 + 2,17s) quando comparados com a laténcia do
grupo Veiculo (8,32 + 1,15s; GRAFICO 6).

WIN 55,212-2 - 60 min

30+
3 Veiculo
254 E= Win 0,3 mg/kg
m 20- XX Win 1,0 mg/kg
1 * mm Win 3,0 mg/kg
g 154
| EEEEE
3 104 s
s| | | EEEE
o 1 = III — L

Gréfico 6: Efeito agonista canabinoide WIN 55,212-2, administrado por via intraperitoneal, no teste da
Placa quente em camundongos. Os animais foram tratados 60 minutos antes do teste da
Placa quente a 51°C, com Veiculo ou WIN 55,212-2 (doses 0,3; 1,0 e 3,0 mg/kg). Cada
coluna representa a média + E.P.M. de nove camundongos por grupo. Os asteriscos
denotam o nivel de significancia,* p<0,05; ** p<0,01, quando comparado ao grupo Veiculo
(ANOVA de uma via seguido pelo teste de Newman-Keuls).

Fonte: Do autor.

Ja ap6s 120, 240 e 360 minutos do tratamento dos animais, ndo houve
diferenca significativa entre as laténcia dos diferentes grupos experimentais,

conforme a visualizag&o no Grafico 4.

4.1.3 Efeito do antagonista de canabinoide (AM251) na laténcia para resposta ao

estimulo termoceptivo

Na avaliacdo da laténcia dos animais (n=12 por grupo) no tempo de 30
minutos, ndo houve diferenga no fator pré-tratamento (F13s = 3,868), mas observou-
se uma diferenca no fator tratamento (F1,3s = 13,44; p<0,001) e na interagdo (F1,3s =
6,026; p<0,05). Isso significa que o grupo Veiculo + Dipirona 500mg/kg apresentou
um aumento (p<0,001) da laténcia (17,18 + 1,33s) quando comparado com 0 grupo
Veiculo + Salina (10,31 + 0,92s). O grupo que recebeu o pré-tratamento com

antagonista de canabinoide AM251(3 mg/kg) teve o efeito exercido pela Dipirona
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revertido, ou seja, a laténcia diminui (p<0,01) para 12,22 + 1,59s quando comparada
com a do grupo Veiculo + Dipirona 500 mg/kg (17,18 + 1,33s, GRAFICO 7 e 8).
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Gréfico 7: Efeito do pré tratamento de antagonista canabindde AM251 em animais tratados com

Dipirona, administrada por via intraperitoneal, no teste da Placa quente em camundongos
a 51°C. Os animais foram pré-tratados com Veiculo ou AM251 (3 mg/kg) e, apos 10
minutos, tratados com Salina ou Dipirona (500 mg/kg). Cada coluna representa a média +
E.P.M. de doze camundongos por grupo. Os asteriscos denotam o nivel de significancia,*
p<0,05; ** p<0,01 e ***p<0,001 quando comparado ao grupo Veiculo + Salina: # p<0,05,
## p<0,01 quando comparado ao grupo Veiculo + Dipirona (500 mg/kg) (ANOVA de uma
via seguido pelo teste de Newman-Keuls).

Fonte: Do autor.
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Efeito do pré-tratamento de antagonista canabinoide AM251 em animais tratados com
Dipirona, administrada por via intraperitoneal, no teste da Placa quente em camundongos
a 51°C. Os animais foram pré-tratados com Veiculo ou AM251 (3 mg/kg),apds 10 minutos,
tratados com Salina ou Dipirona (500 mg/kg), e 30 minutos depois, o teste foi realizado,
medindo o tempo de laténcia. Cada coluna representa a média + E.P.M. de doze
camundongos por grupo. Os asteriscos denotam o nivel de significancia,***p<0,001
guando comparado ao grupo Veiculo + Salina:, ## p<0,01 quando comparado ao grupo
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Veiculo + Dipirona (500 mg/kg) (ANOVA de uma via seguido pelo teste de Newman-
Fonte: Do alfﬁgrlS).

Apo6s 60 minutos dos tratamentos dos animais, apenas o fator tratamento
apresentou uma diferenca (F13 = 7,739; p<0,01), ou seja, o grupo Veiculo +
Dipirona (500 mg/kg) apresentou um aumento (p<0,01) da laténcia (16,27 = 1,13s)
quando comparado ao grupo Veiculo + Salina (10,84 + 0,96s). O grupo AM251+
Dipirona (500 mg/kg) apresentou uma diminuicdo da laténcia (12,09 + 1,8, p<0,05)
quando comparado ao grupo Veiculo + Dipirona (500 mg/kg), ou seja, o efeito
exercido pela Dipirona, de aumento da laténcia, foi revertido pelo pré- tratamento
com o antagonista de canabinoide, AM251(GRAFICO 9).
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Gréfico 9: Efeito do pré-tratamento de antagonista canabinoide AM251 em animais tratados com
Dipirona, administrada por via intraperitoneal, no teste da Placa quente em camundongos
a 51°C. Os animais foram pré-tratados com Veiculo ou AM251 (3 mg/kg), apds 10
minutos, tratados com Salina ou Dipirona (500 mg/kg) e, 60 minutos apés o tratamento, o
teste de Placa quente foi realizado. Cada coluna representa a média + E.P.M. de doze
camundongos por grupo. Os asteriscos denotam o nivel de significancia; **p<0,01 quando
comparado ao grupo Veiculo + Salina: # p<0,05, quando comparado ao grupo Veiculo +
Dipirona (500 mg/kg) (ANOVA de uma via seguido pelo teste de Newman-Keuls).

Fonte: Do autor

No tempo de 120 minutos, houve somente uma diferenca no fator tratamento
(F13s = 4,681; p<0,05). O grupo Veiculo + Dipirona (500 mg/kg), apresentou
novamente um aumento (p<0,05) da laténcia (13,02 £ 0,74s), quando comparado ao
grupo Veiculo + Salina (10,17 = 0,54s). J&a a laténcia do grupo AM251 + Dipirona
(500 mg/kg) diminui (10,72 = 0,9s, p<0,05) quando comparada com a do grupo

Veiculo + Dipirona (500 mg/kg), conforme demonstrado no Grafico 10.
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Gréfico 10: Efeito do pré-tratamento de antagonista canabinoide AM251 em animais tratados com
Dipirona, administrada por via intraperitoneal, no teste da Placa quente em camundongos
a 51°C. Os animais foram pré-tratados com Veiculo ou AM251 (3 mg/kg), apds 10
minutos, tratados com Salina ou Dipirona (500 mg/kg), €, 120 minutos ap0s o tratamento,
foi realizado o teste de Placa quente. Cada coluna representa a média + E.P.M. de doze
camundongos por grupo. Os asteriscos denotam o nivel de significancia; *p<0,05 quando
comparado ao grupo Veiculo + Salina: # p<0,05, quando comparado ao grupo Veiculo +
Dipirona (500 mg/kg) (ANOVA de uma via seguido pelo teste de Newman-Keuls).

Fonte: Do autor

J& no tempo de 240 e 360 minutos ap6s o tratamento dos animais, nédo
houve diferenga significativa entre as laténcias dos diferentes grupos experimentais,

conforme a visualizag&o do Gréfico 7.

4.2 RESULTADOS DO TESTE DE CATALEPSIA

O teste de Catalepsia é bastante utilizado para avaliar uma droga com

ativagdo do SNC que seja capaz de promover um estado cataléptico.

4.2.1 Efeito da Dipirona no teste de Catalepsia
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No teste de Catalepsia (n=16 por grupo), observou-se uma diferenca no fator
tratamento (Fa40s = 14,31; p<0,001), no fator tempo (Fs 408 = 6,457, p<0,001) e na
interag&o (F20.408 = 2,010; p<0,01) entre droga e tempo (GRAFICO 11).
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Gréfico 11: Efeito da Dipirona, administrada por via intraperitoneal, no teste de Catalepsia em
camundongos. Os animais foram tratados com Veiculo ou Dipirona (doses 10, 50, 200 e
500 mg/kg). Cada coluna representa a média + E.P.M. de dezesseis camundongos por
grupo. Os asteriscos denotam o nivel de significancia; * p<0,05; ** p<0,01 quando
comparado ao grupo Veiculo (ANOVA de uma via seguido pelo teste de Newman-Keuls).
Fonte: Do autor
Foi observado um aumento (F447 = 4,848; F, 77 = 3,518; respectivamente;
p<0,01) no tempo de imobilidade dos animais tratados com Dipirona na dose de 500
mg/kg apdés 30 minutos (15,41 + 4,79s) e 60 minutos (14,86 + 5,95s) quando
comparados com o grupo controle (2,4 + 0,86s; 1,93 £ 0,33s, respectivamente,

GRAFICO 12 e 13).
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Gréfico 12: Efeito da Dipirona, administrada por via intraperitoneal, no teste de Catalepsia em
camundongos. Os animais foram tratados com Veiculo ou Dipirona (doses 10, 50, 200 e
500 mg/kg) 30 minutos antes do teste de Catalepsia. Cada coluna representa a média +
E.P.M. de dezesseis camundongos por grupo. Os asteriscos denotam o nivel de
significancia ** p<0,01 quando comparado ao grupo Veiculo (ANOVA de uma via seguido
pelo teste de Newman-Keuls).

Fonte: Do autor
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Gréfico 13: Efeito da Dipirona, administrada por via intraperitoneal, no teste de Catalepsia em
camundongos. Os animais foram tratados com Veiculo ou Dipirona (doses 10, 50, 200 e
500 mg/kg) 60 minutos antes do teste de Catalepsia. Cada coluna representa a média
+E.P.M. de dezesseis camundongos por grupo. Os asteriscos denotam o nivel de
significancia * p<0,05, quando comparado ao grupo Veiculo (ANOVA de uma via seguido
pelo teste de Newman-Keuls).

Fonte: Do autor

Apo6s 120, 240 e 360 minutos do tratamento dos animais com Dipirona, ndo

houve diferengca significativa entre os tempos de

experimentais (GRAFICO 11).

imobilidade dos grupos

4.2.2 Efeito do agonista canabinoide (WIN 55,212-2) no teste de Catalepsia

Os resultados do teste de Catalepsia dos animais (n= 9 por grupo) que

foram tratados com agonista canabinoide (WIN 55,212-2) apresentaram uma

disperséo entre os valores, por tanto, esses resultados foram expressos em

Logaritmo base 10, demostrando uma diferenca no fator tratamento (Fsz1s0 = 35,75,

p<0,001), no fator tempo (Fs 15 = 14,89; p<0,001) e na interagdo (Fis1s0 = 2,072;
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p<0,01) entre as doses dos tratamentos e o tempo de aplicacio desses (GRAFICO
14).

Catalepsia - WIN 55,212-2
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Gréfico 14: Efeito do agonista canabinoide WIN 55,212-2, administrado por via intraperitoneal, no
teste de Catalepsia em camundongos. Os animais foram tratados com Veiculo ou WIN
55,212-2 (doses 0,3; 1,0 e 3,0 mg/kg). Cada coluna representa a média + E.P.M. de
dezesseis camundongos por grupo. Os asteriscos denotam o nivel de significancia
*p<0,05; **p<0,01 quando comparado ao grupo Veiculo (ANOVA de duas vias seguido
pelo teste de Newman-Keuls).

Fonte: Do autor

Em relagéo aos grupos tratados com o agonista no tempo de 30 minutos, o
grupo tratado com as doses de WIN 1,0 e 3,0 mg/kg teve um aumento do tempo de
imobilidade (Fs33 = 7,533; p<0,01; p< 0,05, respectivamente) quando comparado
com o grupo Veiculo. No tempo de 60 minutos (GRAFICO 14), os grupos tratados
com as doses mais altas de WIN (1,0 e 3,0 mg/kg) também apresentaram um
aumento do tempo de imobilidade (Fsz 33 = 17,98; p<0,001) quando comparados com
o grupo Veiculo.

Nos tempos de 120 e 360 minutos também ocorreu um aumento do tempo
de imobilidade (Fs33 = 5,650; p<0,01; F333 = 4,764; p<0,05, respectivamente) dos
grupos tratados com as doses mais alta de WIN (1,0 e 3,0 mg/kg) quando
comparados com o grupo Veiculo, indicando uma possivel ativacdo dos receptores
CB1 no Sistema Nervoso Central, levando os animais a um estado cataléptico

(GRAFICO 14).

4.2.3 Efeito do antagonista canabinoide (AM251) no teste de Catalepsia
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Em relac&o aos resultados com a administracdo do antagonista do receptor
canabinoide (AM251), observou-se no tempo de 30 minutos, uma diferenca no fator
tratamento (Fy30 = 10,91; p<0,01), no fator pré-tratamento (F130 = 5,693; p<0,05) e
na interacdo (Fis19s = 6,087; p<0,001) entre as drogas administradas nos animais

(n=10 por grupo) e o tempo de administracdo dessas (GRAFICO 15).

Catalepsia - AM 251

35' L
@ e Em Veiculo+Salina
% 30+ g3 Veiculo+Dipirona (500mg/kg)
S 251 &3 AM 251+Salina
% 20+ mm AM 251+Dipirona (500mg/kg)
E 454
<
o 104
o
£ -
- 0_ — :;E o :! e

Basal 30 min 60 min 120 min 240 min 360 min

Gréfico 15: Efeito do pré-tratamento de antagonista canabinoide AM251 em animais tratados com
Dipirona, administrada por via intraperitoneal, no teste de Catalepsia em camundongos.
Os animais foram pré-tratados com Veiculo ou AM251 (3 mg/kg), apdés 10 minutos,
tratados com Salina ou Dipirona (500 mg/kg) e, apés o tratamento, foi realizado o teste de
Catalepsia. Cada coluna representa a média + E.P.M. de dez camundongos por grupo. Os
asteriscos denotam o nivel de significAncia; * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 quando
comparado ao grupo Veiculo + Salina: # p<0,05; ## p<0,01 quando comparado ao grupo
Veiculo + Dipirona (500 mg/kg) (ANOVA de uma via seguido pelo teste de Newman-
Keuls).

Fonte: Do autor

Isso significa um aumento (p<0,01) do tempo de imobilidade do grupo
Veiculo + Dipirona (500 mg/kg) quando comparado com o grupo Veiculo + Salina
(25,18 £ 8,67s; 0,67 = 0,05s, respectivamente). O grupo AM251 + Dipirona
(500mg/kg) apresentou uma diminuicdo (p<0,01) do tempo de imobilidade (4,6 +

+

I+

2,5s) quando comparado com o grupo Veiculo + Dipirona (500 mg/kg) (25,18
8,67s), ou seja, 0 antagonista canabinoide (AM251) esta revertendo o estado
cataléptico induzido pela Dipirona (GRAFICO 16).
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Gréfico 16: Efeito do pré-tratamento de antagonista canabinoide AM 251 em animais tratados com
Dipirona, administrada por via intraperitoneal, no teste de Catalepsia em camundongos.
Os animais foram pré-tratados com Veiculo ou AM251 (3 mg/kg), apdés 10 minutos,
tratados com Salina ou Dipirona (500 mg/kg) e, 30 minutos ap6s o tratamento, foi
realizado o teste de Catalepsia. Cada coluna representa a média + E.P.M. de dez
camundongos por grupo. Os asteriscos denotam o nivel de significancia; ** p<0,01 quando
comparado ao grupo Veiculo + Salina: ## p<0,01, quando comparado ao grupo Veiculo +
Dipirona (500 mg/kg) (ANOVA de uma via seguido pelo teste de Newman-Keuls).

Fonte: Do autor

No tempo de lhora apds os tratamentos realizados, observou-se uma
diferenca no fator tratamento (F1 3 = 38,80; p<0,001), no fator pré-tratamento (F1 30 =
14,81; p<0,05) e na interacdo (F1,30 = 15,04; p<0,001) entre as drogas administradas
nos animais (n=10 por grupo) e o tempo de administracéo destas. O grupo Veiculo +
Dipirona (500 mg/kg) apresentou um aumento (p< 0,001) do tempo de imobilidade
(27,44 + 4,62s) quando comparado com o grupo Veiculo + Salina (1,04 + 0,32s). No
Gréfico 16, o grupo AM251 + Dipirona 500mg/kg apresentou o quadro de Catalepsia
provocado pela Dipirona revertido, e observou-se uma diminuicdo do tempo de
imobilidade (7,26 + 2,7s; p<0,001) quando comparado com o grupo Veiculo +
Dipirona 500 mg/kg (27,44 + 4,62s).
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Gréfico 17: Efeito do pré-tratamento de antagonista canabinoide AM 251 em animais tratados com
Dipirona, administrada por via intraperitoneal, no teste de Catalepsia em camundongos.
Os animais foram pré-tratados com Veiculo ou AM251 (3 mg/kg), apdés 10 minutos,
tratados com Salina ou Dipirona (500 mg/kg) e, 60 minutos ap6s o tratamento, foi
realizado o teste de Catalepsia. Cada coluna representa a média + E.P.M. de dez
camundongos por grupo. Os asteriscos denotam o nivel de significancia; ** p<0,01 quando
comparado ao grupo Veiculo + Salina: ## p<0,01, quando comparado ao grupo Veiculo +
Dipirona (500 mg/kg) (ANOVA de uma via seguido pelo teste de Newman-Keuls).

Fonte: Do autor

No Gréfico 18, ap6s 120 minutos dos tratamentos, houve uma diferenca
somente no fator tratamento (Fi3 = 9,131), isso indica um aumento (p<0,05) do
tempo de imobilidade do grupo Veiculo + Dipirona (500 mg/kg) (12,5 + 4,6s) quando
comparado com o grupo Veiculo + Salina (1,56 + 0,67s). O grupo AM251 + Dipirona
(500mg/kg) apresentou uma reversdo parcial do quadro de um estado cataléptico
provocado pela Dipirona, com uma reducdo do tempo de imobilidade, mas n&o foi
significativa (6,42 + 2,97s) quando comparado com o grupo Veiculo + Dipirona (500
mg/kg).

No Gréfico 19, apds 240 minutos dos tratamentos, houve apenas uma
diferenca no fator tratamento (F;30 = 7,378), indicando um aumento (F 333 = 35,08;
p<0,05) do tempo de imobilidade do grupo Veiculo + Dipirona (500 mg/kg) (5,43 +
1,37s) quando comparado com o grupo Veiculo + Salina (0,85 + 0,11s). O grupo
AM251 + Dipirona (500mg/kg) apresentou uma reversao parcial do quadro de um
estado cataléptico provocado pela Dipirona, com uma reducdo do tempo de

imobilidade, mas néo foi significativa (2,61 + 1,65s) quando comparado com 0 grupo
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Veiculo + Dipirona (500 mg/kg). ApGs 6 horas dos tratamentos, ndo houve diferenca

significativa entre o tempo de imobilidade dos grupos experimentais (GRAFICO 15).
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Gréfico 18: Efeito do pré-tratamento de antagonista canabinoide AM251 em animais tratados com
Dipirona, administrada por via intraperitoneal, no teste de Catalepsia em camundongos.
Os animais foram pré-tratados com Veiculo ou AM251 (3 mg/kg), apdés 10 minutos,
tratados com Salina ou Dipirona (500 mg/kg) e, 120 minutos apds o tratamento, foi
realizado o teste de Catalepsia. Cada coluna representa a média + E.P.M. de dez
camundongos por grupo. Os asteriscos denotam o nivel de significancia; * p<0,05 quando
comparado ao grupo Veiculo + Salina (ANOVA de uma via seguido pelo teste de Newman-
Keuls).

Fonte: Do autor
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Gréfico 19: Efeito do pré-tratamento de antagonista canabinoide AM251 em animais tratados com
Dipirona, administrada por via intraperitoneal, no teste de Catalepsia em camundongos.
Os animais foram pré-tratados com Veiculo ou AM251 (3 mg/kg), apdés 10 minutos,
tratados com Salina ou Dipirona (500 mg/kg) e, 240 minutos apds o tratamento, foi
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realizado o teste de Catalepsia. Cada coluna representa a média + E.P.M. de dez
camundongos por grupo. Os asteriscos denotam o nivel de significancia; * p<0,05 quando
comparado ao grupo Veiculo + Salina (ANOVA de uma via seguido pelo teste de Newman-
Keuls).

Fonte: Do autor

4.3 RESULTADOS DO CAMPO ABERTO

Para avaliacdo da atividade locomotora dos animais, foram utilizados os
aparatos do Campo aberto, com o objetivo de avaliar o efeito das drogas

administrada sobre a locomogéao dos camundongos.

4.3.1 Efeito da Dipirona no Campo aberto

No teste de Campo aberto (n=12 por grupo) observou-se que a Dipirona
(500 mg/kg) induziu uma reducado (Fsss = 3,674; p<0,01) no numero de entradas
nos quadrantes centrais (de 27,83 £ 3,17 para 12.0 £ 2,5) e no niUmero de entradas
nos quadrantes periféricos (de 58,58 + 6,37 para 21,63 + 3,58; p<0,01) quando
comparado com o grupo Veiculo (GRAFICO 20 e 21).
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Gréfico 20: Efeito da Dipirona, administrada por via intraperitoneal, no Campo aberto. Anélise do
namero de entradas centrais no campo. Os animais foram tratados com Veiculo e Dipirona
(doses 10, 50, 200 e 500 mg/kg) 1 hora antes do teste. Cada coluna representa a média
+E.P.M. seis camundongos por grupo. Os asteriscos denotam o nivel de significancia,**
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p<0,01, quando comparado ao grupo Veiculo (ANOVA de uma via seguido pelo teste de
Newman-Keuls).
Fonte: Do autor
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Gréfico 21: Efeito da Dipirona, administrada por via intraperitoneal, no Campo aberto. Anélise do
namero de entradas na periferia do campo. Os animais foram tratados com Veiculo e
Dipirona (doses 10, 50, 200 e 500 mg/kg) 1 hora antes do teste de Campo aberto. Cada
coluna representa a média = E.P.M. seis camundongos por grupo. Os asteriscos denotam
o nivel de significancia, **p<0,01 quando comparado ao grupo Veiculo (ANOVA de uma
via seguido pelo teste de Newman-Keuls).

Fonte: Do autor

No Grafico 22, o numero total de entradas reduziu (F4s5 = 6,088; p<0,001)

de 86,83 + 8,57 para 33,63 * 4,46 quando comparados com o grupo Veiculo.

Total
100-

—|— T [ Veiculo

e —|— &% Dipirona 10mg/kg
e =3 Dipi

e ipirona 50mg/kg
60- ﬁ":': ID Dipirona 200mg/kg

404 CepCasa *kk

[
o
1
L)
-

Dipirona 500mg/kg

20+ e

Numero total de locomogao
=
=

i
-

Gréfico 22: Efeito da Dipirona, administrada por via intraperitoneal, no Campo Aberto. Anélise do
namero total de locomocdo no campo. Os animais foram tratados com Veiculo e Dipirona
(doses 10, 50, 200 e 500 mg/kg) 1 hora antes do teste de Campo aberto. Cada coluna
representa a média +E.P.M. seis camundongos por grupo. Os asteriscos denotam o nivel
de significancia,** p<0,001, quando comparado ao grupo Veiculo (ANOVA de uma via
seguido pelo teste de Newman-Keuls).

Fonte: Do autor
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Gréfico 23: Efeito da Dipirona, administrada por via intraperitoneal, no Campo aberto, analise do
namero de rearings. Os animais foram tratados com Veiculo e Dipirona (doses 10, 50, 200
e 500 mg/kg), 1 hora antes do teste de Campo aberto Cada coluna representa a média +
E.P.M. seis camundongos por grupo. Os asteriscos denotam o nivel de significancia,***
p<0,001, quando comparado ao grupo Veiculo (ANOVA de uma via seguido pelo teste de
Newman-Keuls).

Fonte: Do autor

O numero de rearings também reduziu (F4ss= 17,07; p<0,001) de 0,87 £ 0,29
para 32,33 + 3,33 (GRAFICO 23). Os resultados demonstram uma diminui¢cdo da

atividade locomotora dos animais apés a administragéo da Dipirona 500 mg/kg.

4.3.2 Efeito do agonista canabinoide (WIN-55,212-2) no Campo aberto

O tratamento dos animais (n=6 animais por grupo) com a maior dose
(3mg/kg) do agonista dos receptores canabinoide (WIN-55,212-2) apresentou uma
diminuicdo (Fs21 = 12,19; p<0,001) no numero de entradas centrais (8,2 + 3,48)
quando comparado com o numero do grupo Veiculo (25,50 + 1,61). A dose
intermediaria do agonista (1 mg/kg) também apresentou uma diminuigdo no namero
de entradas centrais (13,8 + 2,35, p<0,01) quando comparada com o numero do
grupo Veiculo (GRAFICO 24).

Em relagdo ao nimero de entradas na periferia (GRAFICO 25), os animais

tratados com 3 mg/kg do agonista WIN-55,212-2 apresentaram uma reducéo (Fs 20 =
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4,272; p<0,05) desse numero quando comparados com 0s animais tratados com 0,3
mg/kg de WIN-55,212-2 (30 + 9,65; 77,5 + 16,43, respectivamente). No numero total
de locomogéo (GRAFICO 26), e no numero de Rearings (GRAFICO 27), os animais
tratados com 3 mg/kg do agonista WIN-55,212-2, também apresentaram uma
reducgéo (Fs2:1= 5,300; p<0,05) nesses parametros quando comparados com 0 grupo
Veiculo (84,5 £ 7,7 para 38,20 + 12,56; 37,00+ 4.78 para 19,00 + 6,88,
respectivamente) e com o grupo WIN 0,3 mg/kg (102,8 + 17,04, 39,5 = 3,89,
respectivamente). De acordo com os resultados obtidos, a maior dose do agonista
dos receptores canabinoide (WIN-55,212-2) apresentou uma diminuigdo na

locomogé&o dos animais, ou seja, um efeito de hipolocomocgéo.

Centro - WIN-55,212-2

[72]

‘s 401 )

s 3 Veiculo

§ £ WIN 0,3 mg/kg
@ 30+ — XX WIN 1,0 mg/kg
g mm WIN 3,0 mg/kg
‘E 20+ *%

§ - -

o 10-

1

[}]

5

z 0 T 1 1

Gréfico 24: Efeito do agonista de canabinoide (WIN 55,212-2), administrado por via intraperitoneal, no
Campo aberto. Analise do nimero de entradas no centro do campo. Os animais foram
tratados com Veiculo e WIN 55,212-2 (doses 0,3; 1,0 e 3,0 mg/kg) 1 hora antes do teste
de Campo aberto. Cada coluna representa a média + E.P.M. seis camundongos por grupo.
Os asteriscos denotam o nivel de significancia,** p<0,01, quando comparado ao grupo
Veiculo (ANOVA de uma via seguido pelo teste de Newman-Keuls).

Fonte: Do autor
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Gréfico 25: Efeito do agonista de canabinoide (WIN 55,212-2), administrado por via intraperitoneal, no
Campo aberto. Analise do nimero de entradas na periferia no campo. Os animais foram
tratados com Veiculo e WIN 55,212-2 (doses 0,3; 1,0 e 3,0 mg/kg) antes do teste de
Campo aberto. Cada coluna representa a média +E.P.M. seis camundongos por grupo. Os
asteriscos denotam o nivel de significancia, ##p<0,01, quando comparados ao grupo WIN
0,3 mg/kg (ANOVA de uma via seguido pelo teste de Newman-Keuls).

Fonte: Do autor
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Gréfico 26: Efeito do agonista de canabinoide (WIN 55,212-2), administrado por via intraperitoneal, no
Campo aberto. Analise do total de locomocao. Os animais foram tratados com Veiculo e
WIN 55,212-2 (doses 0,3; 1,0 e 3,0 mg/kg) 1 hora antes do teste de Campo aberto. Cada
coluna representa a média = E.P.M. seis camundongos por grupo. Os asteriscos denotam
o nivel de significAncia,** p<0,01, quando comparado ao grupo Veiculo (ANOVA de uma
via seguido pelo teste de Newman-Keuls).

Fonte: Do autor.



62

Rearing - WIN-55,212-2

501
1 Veiculo

1)
g} 40 —|— &= WINO0,3 mg/kg
5 XX WIN 1,0 mg/kg
@ 30- ! * mm \WIN 3,0 mg/kg
5
o 204
S
£
S 10-
P4

0 T T

Gréfico 27: Efeito do agonista de canabinoide (WIN 55,212-2), administrado por via intraperitoneal, no
Campo aberto. Andlise do nimero de rearings. Os animais foram tratados com Veiculo e
WIN 55,212-2 (doses 0,3; 1,0 e 3,0 mg/kg) 1 hora antes do teste de Campo aberto. Cada
coluna representa a média £E.P.M. seis camundongos por grupo. Os asteriscos denotam
o nivel de significancia,**p<0,01, quando comparado ao grupo Veiculo (ANOVA de uma
via seguido pelo teste de Newman-Keuls).

Fonte: Do autor

4.3.3 Efeito do antagonista canabinoide (AM251) no Campo Aberto

Os animais (n= 10 por grupo) que foram tratados com AM251, antagonista
do sistema endocanabinoide, ndo apresentaram diferenca no fator pré-tratamento
(F128 = 0,2593), porém, apresentaram no tratamento (F;.s = 13,04; p<0,01) e na
resposta interativa (F12s = 18,54; p<0,001) entre o tratamento (Salina ou Dipirona
500 mg/kg) e o pré-tratamento (Veiculo ou AM251), em relagdo ao numero de
entradas no centro do aparato. Isso reflete em uma diminui¢do (p<0,001) do niumero
de entradas no centro do aparato do grupo Veiculo + Dipirona 500 mg/kg (6,89 +
1,47) quando comparado com o grupo Veiculo + Salina (25,89 + 2,25), mas apés o
tratamento com o antagonista, AM251, essa diminuicdo da exploragédo provocada
pela Dipirona, foi revertida, ou seja, o grupo AM251 + Dipirona 500 mg/kg
apresentou um aumento do numero de entradas centrais (16,0 + 4,27; p<0,05),

quando comparado com o grupo Veiculo + Dipirona 500 mg/kg (GRAFICO 28).
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Gréfico 28: Efeito da Dipirona, administrada por via intraperitoneal, no teste Campo aberto em
camundongos. Analise do nimero de entradas no centro. Os animais foram pré-tratados
com Veiculo ou AM251 (3 mg/kg), apos 10 minutos, tratados com Salina ou Dipirona (500
mg/kg) e, 60 minutos apds o tratamento, foi realizado o teste de Campo aberto. Cada
coluna representa a média + E.P.M. de dez camundongos por grupo. Os asteriscos
denotam o nivel de significancia; *** p<0,001, *p,0,05 quando comparado ao grupo Veiculo
+ Salina: # p<0,05, quando comparado ao grupo Veiculo + Dipirona (500 mg/kg) (ANOVA
de uma via seguido pelo teste de Newman-Keuls).

Fonte: Do autor

Em relacdo numero de entradas na periferia, ndo houve diferenca no fator
pré-tratamento (F1.9 = 0,518), mas observou-se uma diferenca no fator tratamento
(F12 = 20,2; p<0,001) e na interagao (Fi1 29 = 4,91; p<0,05) entre o tratamento (Salina
ou Dipirona 500 mg/kg) e o pré-tratamento (Veiculo ou AM251), ou seja, 0 grupo
Veiculo + Dipirona 500 mg/kg apresentou uma redugéo (p<0,001) no nuamero de
cruzamentos periféricos quando comparados com os do grupo Veiculo + Salina
(61,11 £+ 5,26 para 21,22 *+ 5,38). Quando os animais foram pré-tratados com
AM251, essa resposta de hipolocomocéao foi revertida, demostrada pelo aumento,
tanto do numero de entradas na periferia (p<0,01) do grupo AM251 + Dipirona
500mg/kg (38,67 + 10,32) quanto quando comparado com o grupo Veiculo +
Dipirona 500 mg/kg (GRAFICO 29).
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Gréfico 29: Efeito da Dipirona, administrada por via intraperitoneal, no teste Campo aberto em
camundongos. Andlise do nimero de entradas na periferia. Os animais foram pré-tratados
com Veiculo ou AM251 (3 mg/kg), ap6s 10 minutos, tratados com Salina ou Dipirona (500
mg/kg) e, 60 minutos apds o tratamento, foi realizado o teste de Campo aberto. Cada
coluna representa a média + E.P.M. de dez camundongos por grupo. Os asteriscos
denotam o nivel de significancia; *** p<0,001 quando comparado ao grupo Veiculo +
Salina: ## p<0,01, quando comparado ao grupo Veiculo + Dipirona (500 mg/kg) (ANOVA
de uma via seguido pelo teste de Newman-Keuls).

Fonte: Do autor

No Gréafico 29, em relacdo ao numero total de locomoc¢ao, ndo ocorreu
diferenca no fator pré-tratamento (Fi129 = 0,4569), j& no fator tratamento (Fi30 =
16,34; p<0,001) e na interacéo (F130 = 10,14; p<0,01) entre o tratamento e o pré-
tratamento houve uma diferencga. Isso reflete na reducéo (p<0,001) da locomogéo do
grupo Veiculo + Dipirona 500 mg/kg quando comparados com o grupo Veiculo +
Salina (87 £ 6,90 para 28,11 + 6,58). Quando os animais foram pré-tratados com
AM251, essa resposta de hipolocomogéo foi revertida, demostrada pelo aumento do
ndmero total de locomocgéo (p<0,05), do grupo AM251 + Dipirona 500mg/kg (59,57 +

14,17) quando comparado com o grupo Veiculo + Dipirona 500 mg/kg.
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Gréfico 30: Efeito da Dipirona, administrada por via intraperitoneal, no teste Campo aberto em
camundongos. Andlise do nimero total de locomogédo. Os animais foram pré-tratados com
Veiculo ou AM251 (3 mg/kg), apds 10 minutos, tratados com Salina ou Dipirona (500
mg/kg) e, 60 minutos apds o tratamento, foi realizado o teste de Campo aberto. Cada
coluna representa a média + E.P.M. de dez camundongos por grupo. Os asteriscos
denotam o nivel de significancia; ***p<0,001 quando comparado ao grupo Veiculo +
Salina: ## p<0,01, quando comparado ao grupo Veiculo + Dipirona (500 mg/kg) (ANOVA
de uma via seguido pelo teste de Newman-Keuls).

Fonte: Do autor

J& em relag@o ao numero de Rearings, a resposta foi diferente em relagéo
aos outros parametros do teste Campo aberto, observou-se uma diferenca no fator
tratamento (F1,3 = 145,2; p<0,001) e no fator pré-tratamento (F1.3 = 10,59; p<0,01),
porém ndo houve diferenca na interagdo (Fi13 = 2,818) desses fatores. Isso
demonstra uma reducdo (p<0,001) do grupo Veiculo + Dipirona 500 mg/kg desse
parametro (5,33 + 2,57) quando comparado com o grupo Veiculo + Salina (38,11 +
2,59). O grupo que recebeu o pré-tratamento com AM251 também apresentou uma
reducdo (1,5 + 0,57, p<0,001) quando comparado com o grupo controle (GRAFICO
31).
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Gréfico 31: Efeito da Dipirona, administrada por via intraperitoneal, no teste Campo aberto em
camundongos. Analise do ndmero de nimero de rearings. Os animais foram pré-tratados
com Veiculo ou AM251 (3 mg/kg), apos 10 minutos, tratados com Salina ou Dipirona (500
mg/kg) e, 60 minutos apds o tratamento, foi realizado o teste de Campo aberto. Cada
coluna representa a média + E.P.M. de dez camundongos por grupo. Os asteriscos
denotam o nivel de significancia;***p<0,001 quando comparado ao grupo Veiculo + Salina,
066 p<0,001, quando comparado ao grupo Veiculo + Dipirona (500 mg/kg) (ANOVA de
uma via seguido pelo teste de Newman-Keuls.

Fonte: Do autor

4.4 RESULTADOS DA BIOTELEMETRIA

O teste de Biotelemetria € um modelo de transmissédo sem fio, que permite a
deteccdo de parametros fisioldgicos, tais como a temperatura corporea, permitindo
obter informagdes importantes do funcionamento do sistema corporal dos

camundongos.

4.4.1 Efeito da Dipirona na Biotelemetria

Na andlise da temperatura corpérea, avaliada por Biotelemetria (n=6 por
grupo) por meio da variagdo da temperatura, observou-se que a administracdo de
Dipirona (500 mg/kg) resultou em uma reducéo (p<0,001) da temperatura corpérea
de 37,51 £ 0,04 °C (Veiculo) para 34,00 £ 0,13 °C , entre 60 a 80 minutos apos o
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tratamento. Os grupos Dipirona 50 e 200 mg/kg também apresentaram uma redu¢ao
(p<0,05) da temperatura corpérea para 36,67 + 0,08 °C e 36,19 + 0,07 °C,
(GRAFICO 32). A andlise estatistica foi baseada na Area sobre a curva da variag&o
da temperatura, dando origem ao indice Térmico (°C.min).
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Gréfico 32: Efeito da Dipirona, administrada por via intraperitoneal, na Biotelemetria em
camundongos. Os animais foram tratados com Salina ou Dipirona (10, 50, 200 e 500
mg/kg), e a temperatura foi mensurada até 360 minutos apds o tratamento. Cada linha
representa o indice Térmico (°C.min) de seis camundongos por grupo.

Fonte: Do autor

Os grupos Dipirona 500, 200 e 50 mg/kg, apresentaram uma diminui¢cé&o
(Fs3s = 11,07; p<0,001; p<0,05, respectivamente) do Indice Térmico, quando
comparados com o grupo Veiculo (GRAFICO 33).
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Gréfico 33: Efeito da Dipirona, administrada por via intraperitoneal, na Biotelemetria em
camundongos. Os animais foram tratados com Salina ou Dipirona (10, 50, 200 e 500
mg/kg), e a temperatura foi mensurada até 360 minutos apds o tratamento. Cada coluna
representa a média = E.P.M. do indice térmico (°C.min) de seis camundongos por grupo.
Os asteriscos denotam o nivel de significancia; * p<0,05; *** p<0,001 quando comparado
com o grupo Veiculo (ANOVA de uma via seguido pelo teste Tukey).

Fonte: Do autor

4.4.2 Efeito do agonista canabinoide (WIN 55,212-2) na Biotelemetria

Apo6s a administracdo do agonista canabinoide, observou-se uma redugéo
da temperatura corporea do grupo WIN 3,0 mg/kg (36,39 + 0,09 °C; p<0,001) e do
grupo WIN 0,3 mg/kg (36,54 £ 0,03 °C; p<0,05) quando comparados com 0O grupo
Veiculo (36,77 £ 0,03°C), no tempo entre 30 a 80 minutos (Grafico 34). Na avaliagdo
estatistica, foi realizada Area sobre a curva do grafico com os dados da Variagéo da
temperatura, dando origem ao parametro indice Térmico (°C.min) para uma anélise
mais precisa.

O grupo experimental que recebeu uma dose maior do agonista canabinoide
(WIN 3,0 mg/kg), apresentou uma diminuicdo (Fs29 = 7,828, p<0,01) do indice
Térmico (°C.min) quando comparado com o grupo Veiculo (GRAFICO 35).
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Gréfico 34: Efeito do agonista canabinoide (WIN 55,212-2), administrado por via intraperitoneal, na
biotelemetria em camundongos. Os animais foram tratados com Veiculo ou WIN 55,212-2
(doses 0,3; 1,0 e 3,0 mg/kg), e a temperatura foi mensurada até 360 minutos apos o
tratamento. Cada linha representa o indice Térmico (°C.min) de nove camundongos por
grupo.

Fonte: Do autor
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Gréfico 35: Efeito do agonista canabinoide (WIN 55,212-2), administrado por via intraperitoneal, na
Biotelemetria em camundongos. Os animais foram tratados com Veiculo ou WIN 55,212-2
(doses 0,3; 1,0 e 3,0 mg/kg). Cada coluna representa a média + E.P.M. do indice Térmico
(°C.min) de nove camundongos por grupo. Os asteriscos denotam o nivel de significancia;
** n<0,01 quando comparado com o grupo Veiculo (ANOVA de uma via seguido pelo teste
Tukey).

Fonte: Do autor

4.4.3 Efeito do antagonista canabinoide (AM251) na Biotelemetria

A avaliagdo da temperatura corpérea apdés os tratamentos dos grupos
experimentais apresentou uma reducdo (p<0,001) da temperatura dos grupos
Veiculo + Dipirona (500mg/kg) e AM251(3mg/kg) + Dipirona (500mg/kg). Os dois
grupos que receberam o segundo tratamento de Dipirona (500mg/kg), apresentaram
uma diferengca estatisticamente significativa entre eles (p<0,001) quando
comparados entre si (GRAFICO 36).

Para a andlise estatistica dos dados da Biotelemetria foi realizada a Area
sobre a curva do gréfico da Variagdo da temperatura, que resultou no parametro
indice Térmico, com o intuito de verificar melhor a significAncia entre os grupos
experimentais. Em relagdo aos resultados com administracdo do antagonista
canabinoide, o grupo que recebeu o pré-tratamento com AM251 e o tratamento com

a Dipirona 500 mg/kg apresentou uma reducéo (Fs2s = 8,835; p<0,001) do indice
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Térmico quando comparado com o grupo Veiculo + Salina, e quando comparado
com o grupo Veiculo +Dipirona apresentou uma hipotermia mais acentuada (p<0,05)
(GRAFICO 37).
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Gréfico 36: Efeito do pré-tratamento de antagonista canabinoide AM 251 em animais tratados com
Dipirona, administrada por via intraperitoneal, na Biotelemetria em camundongos. Os
animais foram pré-tratados com Veiculo ou AM251 (3 mg/kg), apds 10 minutos, tratados
com Salina ou Dipirona (500 mg/kg), e a temperatura foi mensurada até 360 minutos apos
o tratamento. Cada linha representa o indice Térmico (°C.min) de sete camundongos por
grupo.

Fonte: Do autor
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Gréfico 37: Efeito do pré-tratamento de antagonista canabinoide AM 251 em animais tratados com
Dipirona, administrada por via intraperitoneal, na Biotelemetria em camundongos. Os
animais foram pré-tratados com Veiculo ou AM251 (3 mg/kg), apds 10 minutos, tratados
com Salina ou Dipirona (500 mg/kg), e a temperatura foi mensurada até 360 minutos apos
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o tratamento. Cada coluna representa a média + E.P.M. do indice Térmico (°C.min) de
sete camundongos por grupo. Os asteriscos denotam o nivel de significancia; ***p<0,001,
*p<0,05 quando comparado com o grupo Veiculo, #p<0,05 quando comparado com o
grupo Veiculo + Dipirona 500 mg/kg (ANOVA de uma via seguido pelo teste Tukey).

Fonte: Do autor

A dose de 200 mg/kg de Dipirona também desencadeou uma hipotermia,
logo essa dose também foi utilizada para um melhor entendimento desse
mecanismo. Na avaliagdo da temperatura, o grupo Veiculo + Dipirona 200 mg/kg
induziu a hipotermia, uma reducgéo (p<0,05) da variacdo da temperatura, quando
comparado com o grupo Veiculo. O grupo AM251 + Dipirona 200 mg/kg acentuou
mais a hipotermia, ou seja, apresentou também uma reducao p<0,05) da variagdo da
temperatura quando comparado com o grupo Veiculo (GRAFICO 38). Porém, para a
andlise estatistica, foi realizada a Area sobre a curva da Variacdo da temperatura,
para avaliacdo do indice Térmico (°C.min). O grupo Veiculo + Dipirona 200 mg/kg
teve uma reducéo (Fs32 = 7,292; p<0,05) do indice Térmico quando comparado com
0 grupo Veiculo + Salina, e o pré-tratamento com AM251 acentuou a hipotermia
desencadeada pela Dipirona, ou seja, o grupo AM251 + Dipirona 200 mg/kg
desenvolveu um indice Térmico menor (p<0,01) quando comparado com o grupo
controle (GRAFICO 39).
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Gréfico 38: Efeito do pré-tratamento de antagonista canabinoide AM251 em animais tratados com
Dipirona, administrada por via intraperitoneal, na Biotelemetria em camundongos. Os
animais foram pré-tratados com Veiculo ou AM251 (3 mg/kg), apds 10 minutos, tratados
com Salina ou Dipirona (200 mg/kg), e a temperatura foi mensurada até 360 minutos apos
o tratamento. Cada linha representa o indice Térmico (°C.min) de dez camundongos por
grupo.

Fonte: Do autor
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Gréfico 39: Efeito do pré-tratamento de antagonista canabinoide AM251 em animais tratados com
Dipirona, administrada por via intraperitoneal, na Biotelemetria em camundongos. Os
animais foram pré-tratados com Veiculo ou AM251 (3 mg/kg), apds 10 minutos, tratados
com Salina ou Dipirona (200 mg/kg), e a temperatura foi mensurada até 360 minutos apos
o tratamento. Cada coluna representa a média + E.P.M. do indice Térmico (°C.min) de dez
camundongos por grupo. -—Os asteriscos denotam o nivel de significancia; **p<0,01,
*p<0,05 quando comparado com o grupo Veiculo + Salina (ANOVA de uma via seguido
pelo teste Tukey).

Fonte: Do autor

Para continuar a avaliagdo participacdo do sistema endocanabinoide no
mecanismo da Dipirona, o qual induz a hipotermia, aumentamos a dose do
antagonista canabinoide, com intuito de obter uma resposta mais sugestiva quanto
ao bloqueio do receptor CB1. Apesar disso, nao foi possivel a visualizacdo de uma
nova resposta, ou seja, o grupo Veiculo + Dipirona 200 mg/kg apresentou uma
reducdo da variagdo da temperatura (p<0,01) quando comparado com O grupo
Veiculo; e o grupo AM251 (10mg/kg) + Dipirona 200 mg/kg teve uma reducdo mais
acentuada (p<0,001) da hipotermia quando comparada com o grupo Veiculo, e
quando comparada com o grupo Veiculo + Dipirona 200 mg/kg (p<0,05). N&o foi
possivel reverter a hipotermia induzida pela Dipirona, pelo contrario, esse
mecanismo foi acentuado pelo antagonista canabinoide, mesmo com uma dose
maior do AM251 (GRAFICO 40).

Porém, para a andlise estatistica, foi realizada a Area sobre a curva da
variagdo da temperatura, para avaliacdo do indice Térmico (°C.min), 0S grupos
AM251 (10mg/kg) + Dipirona 200 mg/kg e Veiculo + Dipirona 200 mg/kg
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apresentaram uma diminuicdo (Fs24 = 18,14; p<0,001, p<0,05, respectivamente)

desse parametro, quando comparados com o grupo Veiculo (GRAFICO 41).
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Gréfico 40: Efeito do pré-tratamento de antagonista canabinoide AM251 em animais tratados com
Dipirona, administrada por via intraperitoneal, na Biotelemetria em camundongos. Os
animais foram pré-tratados com Veiculo ou AM251 (10 mg/kg), ap6s 10 minutos, tratados
com Salina ou Dipirona (200 mg/kg), e a temperatura foi mensurada até 360 minutos apos
o tratamento. Cada linha representa o indice Térmico (°C.min) de sete camundongos por
grupo.

Fonte: Do autor
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Gréfico 41: Efeito do pré-tratamento de antagonista canabinoide AM251 em animais tratados com
Dipirona, administrada por via intraperitoneal, na Biotelemetria em camundongos. Os
animais foram pré-tratados com Veiculo ou AM251 (10 mg/kg), ap6s 10 minutos, tratados
com Salina ou Dipirona (200 mg/kg), e a temperatura foi mensurada até 360 minutos apos
o tratamento. Cada coluna representa a média + E.P.M. do indice Térmico (°C.min) de
sete camundongos por grupo. —Os asteriscos denotam o nivel de significancia; ***p<0,001,
*p<0,05 quando comparado com o grupo Veiculo; #p<0,05 quando comparado com o
grupo Veiculo + Dipirona 200 mg/kg (ANOVA de uma via seguido pelo teste Tukey)

Fonte: Do autor
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4.4.4 Efeito do antagonista do receptor TRPV1 (Capsazepina) na Biotelemetria

Para um melhor entendimento da hipotermia provocada pela Dipirona foi
utiizado o antagonista do receptor TRPV1, a Capsazepina (10mg/kg), para
visualizar um possivel envolvimento desse receptor no mecanismo de acdo dessa
droga. Os resultados obtidos demonstraram que o grupo CPZ+AM251+Dipirona 200
mg/kg acentuou (p<0,001) a hipotermia provocada pela Dipirona (GRAFICO 42).

Porém, para a andlise estatistica, foi realizada a Area sobre a curva da
Variacdo da temperatura, para avaliagdo do indice Térmico (°C.min). Os grupos CPZ
+ AM251 + Dipirona 200 mg/kg; CPZ + V2 + Dipirona 200 mg/kg e V1 + AM251 +
Dipirona 200 mg/kg apresentaram um indice Térmico menor (F;s9 = 23,39; p<0,001)
quando comparados com o grupo controle (V1 + V2 + V3). O grupo V1 +V2 +
Dipirona 200 mg/kg também apresentou uma reducédo (p<0,05) do indice Térmico
gquando comparado com o grupo controle, porém ndo tdo acentuada quanto 0s
outros grupos (GRAFICO 43).
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Gréfico 42: Efeito do pré-tratamento de antagonista do receptor TRPV1, Capsazepina, em animais
tratados com AM251 e depois Dipirona, administrada por via intraperitoneal, na
Biotelemetria em camundongos. Os animais foram pré-tratados com Veiculo ou
Capsazepina (10 mg/kg), apés 10 minutos, tratados com Veiculo ou AM251 (10 mg/kg) e
em seguida, Salina ou Dipirona (200 mg/kg). A temperatura foi mensurada até 360
minutos ap6s o tratamento. Cada linha representa o indice Térmico (°C.min) de dez
camundongos por grupo.

Fonte: Do autor
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Os grupos CPZ + V2 + Dipirona 200 mg/kg e CPZ + AM251 + Dipirona 200

mg/kg apresentaram uma hipotermia mais acentuada quando comparada com a

hipotermia desencadeada pelo grupo V1 + V2 + Dipirona 200 mg/kg, ou seja, esses

dois grupos tratados com Capsazepina apresentaram uma reducédo (p<0,01;

p<0,001, respectivamente) do indice Térmico quando comparado com o grupo V1 +

V2 + Dipi
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rona 200 mg/kg (GRAFICO 43).
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Gréfico 43: Efeito do pré-tratamento de antagonista do receptor TRPV1, Capsazepina, em animais
tratados com AM251 e depois Dipirona, administrada por via intraperitoneal, na
biotelemetria em camundongos. Os animais foram pré-tratados com Veiculo ou
Capsazepina (10 mg/kg), apés 10 minutos, tratados com Veiculo ou AM251 (10 mg/kg) e
em seguida, Salina ou Dipirona (200 mg/kg).A temperatura foi mensurada até 360 minutos
ap6s o tratamento. Cada coluna representa a média + E.P.M. do indice Térmico (°C.min)
de seis camundongos por grupo. Os asteriscos denotam o nivel de significancia;
***n<0,001, *p<0,05 quando comparado com o grupo Veiculo, e ##p<0,01; ## p<0,001
guando comparado com o grupo Veiculo + Dipirona 200 mg/kg (ANOVA de uma via

seguido pelo teste Tukey).

Fonte: Do autor
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5 DISCUSSAO

De acordo com os testes realizados, a Dipirona provocou uma reducgéo da
atividade locomotora, acompanhado por aumento da laténcia para resposta térmica
analgésica, e induziu um estado cataléptico e um estado de hipotermia. O agonista
canabinoide WIN 55,212-2 apresentou um perfil semelhante ao da Dipirona, ja o
antagonista AM251 reverteu os efeitos provocados pela Dipirona em relagdo a
atividade locomotora, ao estado cataléptico e a resposta térmica analgésica. A
respeito da hipotermia, os antagonistas dos receptores CB1 e TRPV1 acentuaram a
hipotermia evocada pela Dipirona.

A Dipirona, um anti-inflamatério nao esteroidal fraco, € amplamente utilizada
pelo o seu efeito analgésico e antipirético, embora seu mecanismo ndo seja
totalmente elucidado (BROOKS, 1998). Muitos estudos sugerem que anti-
inflamatorios ndo esteroidais provavelmente atuam em alvos diferentes na inibicao
das ciclooxigenases (COX), porém, o mecanismo molecular da agdo analgésica e
antipirética da Dipirona ainda tem sido discutido (GUHRING et al., 2002; ROGOSCH
et al.,, 2012). Os relatos da literatura ainda ndo explicam exatamente o efeito
antipirético da Dipirona, uma vez que o0s principais inibidores da COX n&o possuem
esse potencial antipirético. Uma possivel interagdo entre a atividade analgésica dos
inibidores da COX e dos endocanabinoides foi proposta no estudo comportamental
por Guhring et al. (2002); este estudo demostrou que injecdo de AM251 por via
intratecal na jungéo toracolombar (que corresponde a L5 e L6 da medula espinhal)
blogueou a antinocicepgéo induzida por indometacina no teste de formalina ou da
hiperalgesia induzida por zimosan. Além disso, estes pesquisadores adicionaram
uma evidéncia que a indometacina atua, no minimo, em trés sitios ao nivel da
coluna vertebral. Em primeiro lugar, ela blogueia as COXs em uma agao que resulta
em niveis mais elevados de acido araquiddnico utilizado para sintese de
endocanabinoides. Em segundo, reduz o éxido nitrico (NO) e consequentemente
reduz a quebra dos endocanabinoides. Em terceiro, a indometacina inibe FAAH,
enzima responsavel pela degradacdo da anandamida, contribuindo para a
preservacdo de niveis de endocanabinoides.

Na base destas interagbes entre os inibidores da COX e o sistema

endocanabinoide, o presente estudo avaliou a participagdo do sistema
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endocanabinoide no mecanismo de agao da Dipirona, tendo como base os efeitos
tétrade dos canabinoides, sendo esses: a antinocicep¢do, a indugdo ao estado
cataléptico, a hipotermia e a hipolocomog¢éo, conhecidos como os principais efeitos
comportamentais e farmacolégicos do tratamento sistémico com canabinoide
(COMPTON et al.,, 1992; MARTIN et al., 1991). Apesar do efeito "tetra" néo
representar todas as a¢des comportamentais e autondémicas dos canabinoides, é
uma das melhores medidas disponiveis para classificar uma droga com atividade no
sistema canabinoide (HOWLETT, 2002; MARTIN, 1987). Os efeitos psicoativos dos
canabinoides sdo mediados pelo receptor de canabinoide tipo 1 (CB1l) e, em
particular, os efeitos tétrade do delta-9-tetrahidrocanabinol, um componente ativo da
Cannabis sativa, sdo abolidos em ratos mutantes que ndo possuem a expresséo
deste receptor e sdo bloqueados por antagonistas CB1 (ZIMMER et al., 1999;
LEDENT et al.,, 1999; VARVEL et al.,, 2005; RINALDI-CARMONA et al., 1996;
COMPTON et al., 1996).

No presente estudo, os resultados apresentados do perfil da Dipirona foram
bem similares ao efeito tétrade dos canabinoides, sugerindo uma possivel
participagcdo desse sistema no mecanismo de acgdo da Dipirona.

A descoberta dos endocanabinoides criou novas perspectivas sobre a
nocicepgao e os seus efeitos antinociceptivos. Os canabinoides sintéticos produzem
um efeito analgésico e suprimem a neurotransmissdo da dor, sugerindo a
possibilidade de que os canabinoides enddgenos servem naturalmente para a
modulagao da dor (WALKER et al., 1999). Para avaliagéo da nocicepcéo central, foi
utilizado o teste da Placa quente, o qual demonstrou o efeito analgésico da Dipirona
e do agonista dos receptores canabinoides WIN-55,212-2 aumentando o tempo de
laténcia dos animais de permanéncia na Placa quente. O mecanismo pelo qual a
Dipirona exerceu seu efeito analgésico ainda ndo é totalmente estabelecido, além do
conceito de que a Dipirona é uma droga anti-inflamatéria ndo esteroidal (AINE) fraca
e atua via inibicdo da COX, estudos recentes demonstraram que a Dipirona pode
ativar os circuitos opioides envolvidos na modulacdo da dor descendente
(HERNANDEZ; VANEGAS, 2001; VASQUEZ; VANEGAS, 2000; TORTORICI et al.,
1996) e também, através de um mecanismo de bloqueio direto da hiperalgesia
inflamatoria periférica, estimular a via de arginina/GMPc nos neurdnios sensoriais
(LORENZETTI; FERREIRA, 1996).
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O envolvimento do sistema endocanabinoide tem sido demostrado no
mecanismo de atividade analgésica de outras drogas utilizadas para o tratamento da
dor, como o paracetamol (acetaminofeno) e nos efeitos farmacolégicos do
ibuprofeno e indometacina (OTTANI et al., 2006; HOLT et al.,, 2007). O sitio de
ligagdo dos canabinoides tem sido relacionado ao efeito de analgesia bem como
outras respostas, possivelmente por inibir a capacidade da atividade da adenilato
ciclase (DEVANE et al., 1988; COMPTON et al., 1992; HOWLETT, et al., 2002). O
pré-tratamento dos animais com antagonista de CB1 amplamente empregado, o
AM251, desencadeia a inibicdo do sistema endocanabinoide, portanto, os animais
que tiveram o pré-tratamento com esse antagonista e, logo em seguida, o
tratamento com Dipirona, apresentaram uma reversdo do efeito analgésico
desencadeado pela Dipirona (HOWLETT, et al.,, 2002; PERTWEE, 2008). Porém,
surgem duas hipéteses:

1) A Dipirona inibiu a COX1/2 e, como o &cido araquiddnico é um precursor comum
das vias da prostaglandinas e de outros prostanoides, endocanabinoides,
leucotrienos e lipoxinas (PAMPLONA et al., 2010), a sua inibigdo provoca a
liberagdo de mais substrato para a sintese de endocanabinoide e sua atuagéo
nos receptores. Embora até hoje ndo seja esclarecido quais as vias o acido
araquidoénico contribui para a sintese de endocanabinoides (anandamida ou
outro), mostrou-se que a mobilizagdo de acido araquiddnico é uma condi¢do que
favorece o aumento da sintese de anandamida (KUWAE et al.,, 1999;
PESTONJAMASP, BURSTEIN, 1998). Portanto, com a presencga do antagonista
AM251, ocorre a inibicdo do sistema endocanabinoide e, consequentemente, da
sua acao analgésica (SAITO et al., 2010; HOWLETT, et al., 2002). Existem
evidéncias de que a inibigcdo da ciclooxigenase 2 (COX-2), mas ndo da COX-1,
aumenta a sinalizacdo de endocanabinoides, indicando um “crosstalk” entre
estas duas vias eicosanoides (KIM, ALGER, 2004; SLANINA et al., 2005). Além
disso, o efeito analgésico da indometacina, um inibidor ndo seletivo da COX, é
bloqueado pelo antagonista de receptores canabinoides CB1, o AM251, e esta
ausente em camundongos knockout de CB1, sugerindo uma participagéo dos
endocanabinoides (GUHRING et al., 2002;.FIGURA 5)

2) A segunda possibilidade seria a de que essa mobilizagdo do acido araquidonico

e o favorecimento da sintese de canabinoide poderiam atuar nos receptores
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TRPV1, receptores de potencial transitorio vaniloides do tipol, os quais s&o
considerados alvos terapéuticos importantes no tratamento da dor, uma vez que
(i) seus agonistas, como a Capsaicina, causam dessensibilizacdo dos receptores
provocando um alivio da dor em estudos pré-clinicos e (ii) seus antagonistas
reduzem os comportamentos relacionados a dor em modelos animais de
inflamacédo, osteoartrite, cancer e dor poés-operatéria (GUNTHORPE; CHIZH,
2009; PAL et al., 2009; WONG; GAWA, 2009).

Eicosanoid pathways
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Figura 5 - Via dos eicosanoides
Fonte: Modificado de Pamplona et al., 2010

Portanto para o efeito antinociceptivo da Dipirona, a hipétese da participacéo
do receptor TRPV1, é excluida quando os resultados da Placa quente demonstraram
que o tratamento com o antagonista CB1 reverteu totalmente o aumento do tempo
de laténcia de permanéncia na Placa quente desencadeado pela Dipirona. Logo, se
tivesse uma acdo desse receptor, esse resultado n&o ocorreria, € sim uma
continuagdo do efeito analgésico na Placa quente, ou seja, o aumento do tempo de
laténcia dos animais na placa permaneceria.

A fim de confirmar a participacdo do sistema endocanabinoide no

mecanismo de acdo da Dipirona, foi realizado o teste de Catalepsia, no qual a
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Dipirona e o agonista canabinoide (WIN 55,212-2) apresentaram a indugdo ao
estado cataléptico, devido ao aumento do tempo de imobilidade dos animais.
Consistentemente, diversas pesquisas em laboratério envolvendo voluntarios que
receberam agonistas CB1 mostraram um comprometimento na variedade de tarefas
motoras (YESAVAGE et al, 1985; WILSON et al, 1994). O delta-9-
tetrahidrocanabinol, um agonista ndo seletivo, também induz a imobilizacdo que
reproduz a catalepsia (KATAOKA et al.,, 1987; FUJIWARA, UEKI, 1979). Estes
comportamentos anormais foram antagonizados pelo SR141716A (Rimonabant,
antagonista CB1) e pela microinjecdo de delta-9-tetrahidrocanabinol no nucleo
accumbens, amigdala ou hipotadlamo, onde os receptores de canabinoides CB1 sédo
expressos, induzindo a imobilizagdo que reproduz a catalepsia. Estes resultados
sugerem que delta-9-tetrahidrocanabinol induz comportamentos anormais através de
receptores canabinoides CB1 em locais do cérebro, como o ndcleo accumbens, a
amigdala e o hipotalamo (FUJIWARA, EGASHIRA, 2004).

Ainda, o efeito cataléptico produzido pela Dipirona foi revertido pelo
antagonista AM251 sugerindo o envolvimento do CB1 nos mecanismos da Dipirona
que levam a catalepsia. O aumento dos niveis enddgenos de anandamida pode
entdo induzir efeitos que ndo sdo apenas mediados pelo CB1l, mas também
dependentes de outros receptores (MOREIRA et al, 2008). Em relagcdo ao
envolvimento do receptor vaniloide TRPV1 na indugdo da catalepsia, ndo ha
nenhuma evidéncia na literatura.

Pamplona et al. (2010) utilizaram o teste de Catalepsia e demonstraram que
a inibicdo da COX com aspirina aumenta os efeitos da AEA in vivo, confirmando o
papel proposto para COX no metabolismo dos endocanabinoides (YU et al., 1997).
Enquanto estudos anteriores demonstraram que a inibicdo de COX por si s6 pode
aumentar os efeitos dos endocanabinoides, esses pesquisadores adicionaram uma
prova que derivados da via LOX, produzidos em consequéncia da acetilacdo da
COX-2 também participam neste processo.

Com relacdo a locomogéo, é estabelecido que a denominacéo tétrade em
relacdo aos quatros efeitos principais do tratamento sistémico com canabinoide
desencadeia a hipolocomocdo. Neste contexto, o rato tétrade surgiu como um
instrumento valioso para a caracterizagéo do agonista do receptor CB1 (COMPTON
et al.,, 1992; MARTIN et al., 1991). Os canabinoides afetam o comportamento motor

atraves dos receptores CB que sdo abundantes em diferentes partes dos ndcleos da
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base, por regularem os sistemas glutamatérgicos e gabaérgicos dentro da mesma
rede neuronal. Assim, os receptores canabinoides podem modular a transmisséo
neuronal nos nucleos da base de uma maneira inibitéria ou excitatéria e, assim,
podem fornecer dupla regulagdo do movimento (SANUDO-PENA et al., 1996;
SANUDO- PENA; WALKER, 1998; VAN DER STELT; DI MARZO, 2003).

No trabalho de Polissidis et al. (2013), a administragédo de WIN 55,212-2 em
ratos produziu, em baixas doses (0,1 mg/kg, i.p.), uma hiperlocomogéo, e em altas
doses (1mg/kg, i.p.), uma hipolocomocgé&o. A coadministragdo do antagonista CB1, o
SR-141716A (0,03 mg/kg, i.p.), impediu os efeitos desencadeados pelo agonista nas
duas fases. De acordo com os resultados do trabalho de Polissidis et al. (2013), o
WIN 55,212-2 afeta a atividade locomotora em duas fases: ao exercer efeitos
convergentes sobre a atividade da dopamina, mas efeitos divergentes sobre a
liberacdo de glutamato entre regides corticais e subcorticais, especialmente quando
h& dose mais alta.

No teste do Campo Aberto, realizado neste estudo, as doses mais altas de
Dipirona e do WIN 55,212-2, apresentaram uma hipoatividade, uma das
caracteristicas do efeito tétrade dos canabinoides. O antagonista AM251 reverteu
essa hipolocomocédo desencadeada pela Dipirona indicando uma possivel ativacdo
do CB1, sustentando mais uma vez a hipétese do bloqueio da COX1/2 com
consequente liberacdo do &acido araquidbnico, utilizado como substrato para
formacdo de endocanabinoide. Em relagdo a hipGtese da ativacdo do receptor
TRPV1, sabe-se que a Capsaicina, agonista deste receptor, administrada
intraperitoneal em doses altas, induz a imobilidade, a inibicdo da locomocéo e do
comportamento estereotipado motor em ratos, sendo revertido pela Capsazepina um
antagonista de TRPV1, proporcionando, assim, sem precedentes, evidéncias para o
envolvimento dos receptores vaniloides no controle do comportamento motor em
roedores (DI MARZO, 2001). Contudo, se tivesse ocorrido a ativagdo do TRPV1, a
hipolocomogdo desencadeada pela Dipirona n&do teria sido revertida pelo
antagonista do receptor CB1, essa diminuicdo da atividade motora do animal
permaneceria.

No entanto, a anandamida, um endocanabinoide caracterizado (DEVANE et
al.,, 1992), € um neuromodulador promiscuo que pode ligar-se a outros locais no
cérebro, o que implica além da ativagdo dos receptores CB1, mecanismos

alternativos podem estar envolvidos na sua agao (ROSS, 2003), por exemplo, a
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participagdo via TRPV1, que é ativado por anandamida e localizado em vérias
regibes cerebrais relacionadas com as emogdes (CRISTINO et al., 2006).
Demonstrou-se que o TRPV1 tem um papel na modulacido de ansiedade e medo
condicionado. Portanto, o aumento dos niveis enddégenos de anandamida pode
induzir efeitos que ndo sédo apenas mediados pelo CB1, mas também dependente
de outros receptores, como o TRPV1 (MARSCH et al.,2007).

O envolvimento dos receptores vaniloides (VR) no controle espontaneo da
atividade, temperatura corporal e nocicepcdo (supra) espinal é sustentado pela
observacéo de que a Capsaicina possui uma atividade, de moderada a forte, nos
quatro testes do rato tétrade, embora estes efeitos da Capsaicina ndo tenham sido
antagonizados pela Capsazepina, antagonista do receptor TRPV1 (DI MARZO et al.,
2000b). Mesmo assim, é possivel que os efeitos da anandamida em ratos tétrades
sejam parcialmente mediados por receptores vaniloides (VR) ou por um novo
receptor canabinoide, embora estas possibilidades ainda n&o tenham sido
totalmente investigadas (DI MARZO et al., 2001)

Para investigacdo final da participagdo do sistema endocanabinoide no
mecanismo da Dipirona foi utilizada a hipotermia. Observou-se uma hipotermia
acentuada provocada pelo tratamento com Dipirona e o agonista canabinoide (WIN
55,212-2). O pré-tratamento com o0 antagonista canabinoide AM251 acentuou a
hipotermia evocada pela Dipirona. Por conseguinte, para uma investigacao da agéo
dos receptores vaniloides, foi utilizado o antagonista do receptor TRPV1, a
Capsazepina, que acentuou ainda mais a hipotermia desencadeada pela Dipirona e
pelo pré-tratamento com AM251, sugerindo que ndo ha o envolvimento desses
receptores, tanto CB1 como o TRPV1, no mecanismo antipirético da Dipirona.

Ding et al. (2005) demonstraram que 0os antagonistas dos receptores CB1 e
CB2 néo afetam a hipotermia evocada pela Capsaicina em ratos (DOGAN et al.,
2004; MILLER et al.,1982; VARGA et al., 2005). Esses resultados sugerem que
ativagdo dos receptores CB1 e CB2 ndo é necessaria para que a Capsaicina cause
hipotermia nos ratos. Em contraste, o bloqueio do receptor CB1 pelo SR141716A
aboliu a hipotermia desencadeada pelo WIN-55,212-2, confirmando que o WIN 55-
212,2 diminui a temperatura corporea pela ativagdo do receptor CB1 (FOX et
al.,2001). A administragéo da Capsazepina ou SB366791 ndo afetou a temperatura
corporea. Estes resultados revelam que as substancias endégenas moduladoras do

TRPV1 ndo sdo os principais fatores na regulagdo da temperatura corpérea. A
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hipotermia desencadeada pelo WIN-55,212-2 ndo foi afetada pela Capsazepina ou
SB366791, sugerindo que a ativacdo do receptor TRPV1 nédo € o fator principal para
0 mecanismo da hipotermia pelos canabinoides. A deficiéncia do envolvimento do
receptor TRPV1 na hipotermia evocada pelo WIN-55,212-2 é um contraste direto
com os sistemas serotonérgico, dopaminérgico, glutamatérgico, gabaérgico e Oxido
nitrico, os quais participam da hipotermia mediada por canabinoide. Deste modo,
apesar do fato de que sistemas canabinoides e vaniloides interagem para regular a
hiperalgesia, a alimentacdo e contracdo do musculo liso, a conclusdo mais
harmoniosa do trabalho desses pesquisadores é que os receptores CB1 e TRPV1
mediam & hipotermia por processos separados (MALONE; TAYLOR, 1998; NAVA et
al., 2000; RAWLS et al., 2004; TAYLOR et al., 1977).

Rogosch et al. (2012) sugeriram recentemente que os efeitos analgésicos da
Dipirona séo parcialmente mediados por um duplo mecanismo de acgéo: a inibicéo da
atividade da enzima COX e a estimulacdo dos recepetores canabinoides. O pré-
requisito para essa agdo combinatéria é a acilagdo do primeiro metabdlito, 4-
metilaminoantipirina, com o &cido araquidénico. Quanto ao mecanismo de um
analgésico similar, o paracetamol (acetaminofeno), a sua atuacdo foi desvendada
em partes, depois da conversdo metabdlica do AM404 através de uma combinacéo
da inibicdo de COX e estimulagdo dos receptores CB1 e receptor TRPV1 (MALLET
et al., 2010; OTTANI et al., 2006).

Logo, esses pesquisadores (Rogosch et al., 2012) identificaram a agdo da
Dipirona como pro-droga para duas substancias que potencialmente provocam
efeitos analgésicos através do sistema endocanabinoide. O paracetamol e a
Dipirona iniciam ativagdo através da conversdo em amidas araquidonoil, e é
provavel que outras substancias dessas drogas possam ser convertidas em
derivados de &cidos graxos que sdo responsaveis por pelo menos uma parte da sua
atividade farmacoldgica. Diante disso, o conhecimento desse duplo mecanismo de
analgesia por amidas araquidonoil permitiria o desenvolvimento deliberado de
analgésicos com melhor atividade que a Dipirona e o paracetamol.

Portanto, os resultados desse trabalho, indicam uma participagéo do sistema
endocanabinoide, em especial do mecanismo do receptor CB1, na analgesia, na
inducéo ao efeito cataléptico e na hipolocomocéo. J&, em relagdo & hipotermia, ndo

h& a participacdo dos receptores CB1 e TRPV1, porém, hd uma hipotese do
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envolvimento de outro receptor canabinoide. O mecanismo da Dipirona é complexo

e envolve diversos outros sistemas moduladores, entre eles a via endocanabinoide.
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6 CONCLUSAO

A Dipirona apresentou efeitos similares aos efeitos tétrade do tratamento
sistémico com canabinoide, que foram revertidos pelo antagonista do receptor
canabinoide AM251 com excecgéo da hipotermia, a qual foi acentuada. Esses efeitos
indicam um envolvimento do sistema endocanabinoide, em especial o receptor CB1,
no mecanismo da Dipirona, e também um possivel envolvimento de outras vias

moduladoras.
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APENDICE A —Tabelas referentes aos Graficos

Tabela 01 - Efeito da dipirona, administrada por via intraperitoneal, no teste da placa quente em
camundongos. Médias, erro padrdo e n dos grupos experimentais representados no
Gréfico 1,2 e 3.

Laténcia (s)

Tempo Salina n | Dipirona n Dipirona n Dipirona n Dipirona n
( min) 10 mg/kg 50 mg/kg 200 mg/kg 500 mg/kg
0 7,094+1,15 | 5| 10,18+149 | 6 | 11,23+217 | 5| 1068+064 | 6 | 8,044+182 [ 5
30 11,34 + 2,6 4| 1513+225 [ 6 | 1594+135 | 6 | 1452+168 | 6 | 22,00+£0,86 | 6
60 9,75 +0,75 4] 1245+126 [ 6 | 1329+240 | 5 14,00 £ 1,5 6 | 26,36+262 | 5
120 1048 +0,79 | 4 | 1382+271 | 6 | 10,99+165 | 6 9,77 £ 1,37 6| 1840+200 | 5
240 1093+0,59 | 4 | 10,38+137 | 6 | 11,52+133 | 6 14,00 + 1,5 6 | 1533+204 | 5
360 11,47+1,08 | 4 | 1213+082 | 6 | 1295+143 | 6 | 1224+065 | 6 11,35+1,8 5

Fonte: Do autor

Tabela 02 - Efeito do agonista canabinoide WIN 55,212-2, administrado por via intraperitoneal, no
teste da placa quente em camundongos. Médias, erro padrdo e n dos grupos
experimentais representados nos gréaficos 4, 5 e 6.

Laténcia (s)

Tempo Veiculo n | WIN55,212-5 [ n | WIN 55,212-5 | n | WIN 55,212-5 | n
( min) 0,3 mg/kg 1,0 mg/kg 3,0 mg/kg
0 10,03 + 1,23 9 11,4 +£0,82 9 8,63 £ 0,71 9 9,76 £1,22 9
30 8,58 £ 0,87 9 13,62 + 1,88 9 11,31 +£1,13 9 15,34 £ 1,49 9
60 8,32+1,15 9 13,96 + 2,17 9 11,30 £ 1,15 9 14,32 + 1,22 9
120 9,26 £ 1,45 9 13,87 + 1,57 9 12,04 + 1,99 9 10,05 +1,07 9
240 8,59+ 1,35 9 13,07 £ 2,45 9 10,64 + 1,76 9 10,50 + 1,08 9
360 8,75+1,27 9 10,27 + 0,87 9 9,4 +0,91 9 10,69 + 1,41 9

Fonte: Do autor

Tabela 03 - Efeito do pré-tratamento de antagonista canabin6de, AM251, em animais tratados com
dipirona, administrada por via intraperitoneal, no teste da placa quente em
camundongos. Médias, erro padrao e n dos grupos experimentais representados
nos graficos 7, 8, 9 e 10.

Laténcia (s)

Tempo Salina + n Salina + n | AM251 (3mg/kg) + | n | AM251 (3mg/kg)+ | n
( min) Veiculo Dipirona 500 mg/kg Salina Dipirona 500 mg/kg
Média + E.P.M. Média * E.P.M. Média * E.P.M. Média * E.P.M.
0 11,14 + 0,64 11 11,21 £ 0,40 11 10,30 £ 0,45 11 9,98 + 0,82 9
30 10,31 + 0,92 11 17,18 £ 1,33 11 10,86 + 0,51 11 12,22 + 1,59 9
60 10,84 £ 0,97 11 16,27 + 1,13 11 10,82 + 0,85 11 12,09 + 1,80 9
120 10,17 + 0,54 11 13,02+ 0,74 11 10,41 £ 0,74 11 10,72 + 0,90 9
240 11,31 + 0,83 11 13,42 + 0,90 11 10,97 + 0,62 11 10,52 + 1,22 9
360 10,94 + 0,45 11 12,63+ 0,74 11 11,14 + 0,60 11 9,94 + 0,74 9

Fonte: Do autor
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Tabela 04 - Efeito da dipirona, administrada por via intraperitoneal, no teste de catalepsia em
camundongos. Médias, erro padrdo e n dos grupos experimentais representados no
grafico 11, 12 e 13.

Tempo de imobilidade (s)

Tempo Salina n Dipirona n Dipirona n Dipirona n Dipirona n
( min) 10 mg/kg 50 mg/kg 200 mg/kg 500 mg/kg
0 1,35+0,51 15 1,29+0,23 (16| 1,03+0,15 |16 1,49+055 | 16| 1,45+0,39 | 16
30 2,39 + 0,86 9 0,99+0,08 | 10| 3,16+1,79 | 10| 5,42+272 9| 1542+479 |10
60 1,93+0,33 | 15| 2,65+0,81 16| 447+1,13 (16| 759+1,13 [16| 1486+595 | 16
120 210+052 |15 268+044 | 16| 3,43+094 |16| 578167 | 16| 564+222 |16
240 2,46 £ 1,11 15| 1,76+0,36 (16| 3,13+0,9 |16| 3,60+0,88 | 16| 492+216 | 16
360 1,51+0,23 | 15| 1,35+0,21 16| 1,84+0,36 (16| 3,38+1,10 [16| 4,77+1,78 | 16

Fonte: Do autor

TABELA 05 - Efeito do agonista canabinoide WIN 55,212-2, administrado por via intraperitoneal, no
teste de catalepsia em camundongos. Médias, erro padrdo e n dos grupos
experimentais representados no grafico 14.

Tempo de imobilidade (s)

Tempo Veiculo n | WIN55,212-5 | n | WIN 55,212-5 | n | WIN 55,212-5 | n
( min) 0,3 mg/kg 1,0 mg/kg 3,0 mg/kg

0 0,71+£1,77 8 0,64 + 0,07 9 0,74 £ 0,11 9 0,70 £ 0,11 8
30 0,74 + 0,09 8 0,76 £ 0,09 9 10,07 £ 5,17 9 5,76 £2,79 8
60 0,68 +0,12 8 2,99 £ 1,77 9 8,66 £ 2,90 9 21,71 £ 5,16 8
120 1,03+0,28 8 4,37 £2,13 9 10,45 + 3,31 9 7,87 £2,03 8
240 4,38 +1,77 8 8,77 £ 2,93 9 11,72 £ 4,56 9 10,49 £ 2,52 8
360 0,87 £0,13 8 3,3+ 1,36 9 9,33 £ 3,57 9 6,24 £ 1,91 8

Fonte: Do autor

Tabela 06 - Efeito do pré-tratamento de antagonista canabinoide, AM251, em animais tratados com
dipirona, administrada por via intraperitoneal, no teste de catalepsia em camundongos.
Médias, erro padrao e n dos grupos experimentais representados nos graficos 15, 16,

17,18 e 19.

Tempo de imobilidade (s)

Tempo Salina + n Salina + n | AM251 (3mg/kg) + | n | AM251 (3mg/kg) + | n
( min) Veiculo Dipirona 500 mg/kg Salina Dipirona 500 mg/kg
Média + E.P.M. Média + E.P.M. Média + E.P.M. Média £ E.P.M.

0 0,42 + 0,03 9 0,55+ 0,07 9 0,62 + 0,05 10 0,61 + 0,09 9
30 0,67 + 0,05 9 25,18 + 8,67 9 0,81 +0,05 10 46+25 9
60 1,04 £ 0,28 9 27,44 £ 4,62 9 1,12+ 0,32 10 7,26 + 2,69 9
120 1,56 + 0,67 9 125+4,6 9 1,17 £ 0,32 10 6,42 + 2,97 9
240 0,85+ 0,11 9 543+ 1,37 9 1,45+ 0,28 10 2,61+ 1,65 9
360 1,73 £ 0,44 9 4,09 + 1,51 9 1,85+ 0,35 10 1,06 £ 0,13 9

Fonte: Do autor

Tabela 07 - Efeito da dipirona, administrada por via intraperitoneal, no Campo Aberto, anéalise do
nimero de entradas centrais, periféricas, totais no campo e do ndmero de rearings.
Médias, erro padréo e n dos grupos experimentais representados nos graficos 20, 21, 22
e 23.
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Numero de Salina n [ Dipirona | n| Dipirona | n| Dipirona | n| Dipirona | n
entradas 10 mg/kg 50 mg/kg 200 mg/kg 500 mg/kg
Centrais 27,83+3,17 [ 12| 2367+£2,58 | 12| 20,92+2,61 | 12| 17,92+3,29 | 12| 12,00+ 249 | 8

Periféricas 58,58 +6,36 | 12| 6500+4,75 [ 12| 55,33+ 6,71 [ 12| 51,58+6,62 | 12| 21,63+3,58 | 8
Totais 86,83+8,57 12| 88,67+6,53 | 12| 7583+8,77 | 12| 69,50+9,06 | 12| 33,63+4,46 | 8
Rearings 32,33+3,33 | 12| 40,75+2,43 (12| 34,83+3,84 [ 12| 2542+4,16 | 12| 0,87+029 | 8

Fonte: Do autor

Tabela 08 - Efeito do agonista de canabinoide (WIN 55,212-2), administrado por via intraperitoneal,
no Campo Aberto, analise do nimero de entradas centrais, periféricas, totais no campo e
do nimero de rearings. Médias, erro padréo e n dos grupos experimentais representados
nos graficos 24, 25, 26 e 27.

Numero de Veiculo n [ WIN 55,212-5 | n | WIN 55,212-5 | n | WIN 55,212-5 | n
entradas 0,3 mg/kg 1,0 mg/kg 3,0 mg/kg
Centrais 25,50 + 1,61 6 25,33+ 2,35 6 13,8 £2,35 6 8,2+3,48 6

Periféricas 59,00 £7,28 6 61,2 £2,48 6 47,4 £ 5,46 6 30+ 9,65 6
Totais 84577 5 102,8 + 17,04 5 61,20+ 6,8 5 38,20+12,56 | 5
Rearings 37 +£4,78 5 39,50 £ 3,88 5 30,20 £2,08 5 19,00 + 6,88 5

Fonte: Do autor

Tabela 09 - Efeito do pré-tratamento de antagonista canabinoide, AM251, em animais tratados com
dipirona, administrada por via intraperitoneal, no teste campo aberto em camundongos,
andlise do nimero de entradas centrais, periféricas, totais no campo e do nimero de
rearings. Médias, erro padrdo e n dos grupos experimentais representados nos graficos

28, 29, 30 e 31.

Numero de Veiculo + n Veiculo + n | AM251 (3mg/kg) + | n | AM251 (3mg/kg)+ | n
entradas Salina Dipirona 500 mg/kg Salina Dipirona 500 mg/kg
Centrais 25,89 + 2,25 9 6,89 + 1,47 9 14,33 + 1,85 9 16 +4,70 7

Periféricas 61,11+5,26 9 21,22 +5,38 9 52,22 + 3,58 9 38,67 + 10,32 7
Totais 87 + 6,90 9 28,11 + 6,58 9 66,57 + 4,93 9 59,57 + 14,17 7
Rearings 38,11 +2,59 9 5,33 + 2,56 9 26,33 + 2,54 9 1,57 + 0,57 7

Fonte: Do autor

TABELA 10 - Efeito da dipirona, administrada por via intraperitoneal, na biotelemetria em
camundongos - Variagdo da temperatura. Médias, erro padrdo e n dos grupos
experimentais representados no grafico 32.

(continua)

Variagdo da Temperatura Corpérea

T(e;;:; Salina - Dipirona 10mg/kg . Dipirona 50mg/kg . Dipirona 200mg/kg n Dipirona 500mg/kg -
Média | E.P.M. Média | E.P.M. Média | E.P.M. Média | E.P.M. Média | E.P.M.,
0 000 | 000 |11| 000 | 000 | 5| 000 | 000 | 6| 000 | 000 | 8| 000 | 000 | 7
10 0,11 008 | 11| 0,01 0,07 5 0,10 0,16 6 | -0,03 0,14 8 0,00 0,14 7
20 0,45 0,11 11| 027 0,28 5 0,39 0,30 6| -023 0,13 8| -054 0,20 7
30 0,42 012 | 11| 017 0,24 5] 0,14 047 6 | -1,02 0,18 8| -1,34 0,22 7
40 043 0,15 | 11| 0,03 034 | 5| 069 0,50 6| -140 0,22 8| -193 0,29 7
50 0,31 014 | 11| 0,13 038 | 5| 1,15 039 | 6| -154 0,24 8 | -221 0,39 7
60 0,13 012 | 11| 022 042 5] -154 0738 6| 141 0,28 8| -239 0,48 7
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TABELA 10 - Efeito da dipirona, administrada por via intraperitoneal, na biotelemetria em
camundongos - Variacdo da temperatura. Médias, erro padrdo e n dos grupos
experimentais representados no gréafico 32

(conclusao)

Variagdo da Temperatura Corpérea

T(e:i:‘)’ salina | " Dipirona10mglkgl " | Dipirona Somgikg| ™ |Dipirona 200mgikg| " [Dipirona soomglkg| "
Média|[EPM.| |Meédia|EPM.| |Média|[EPM.| |Média|EPM.| |Média| E.PM.
70 -0,01 0,12 | 11| 030 044 5| 163 0,29 6| -128 0,30 8| -248 0,54 7
80 0,04 013 | 11| 034 0,44 5] -161 0,31 6 -1,24 0,29 8 -2,52 0,56 7
90 0,04 013 | 11| 031 0,39 5| 152 0,29 6 -1,27 0,30 8 -252 0,57 7
100 0,19 017 | 11| 035 033 5| 123 0,29 6| <109 0,28 8| 242 0,62 7
110 0,22 0,19 | 11| 0,39 0,34 5| 1,10 0,28 6| <104 0,26 8| -226 0,52 7
120 -0,28 016 | 11| 031 0,34 5| 091 0,28 6| -091 0,21 8| -209 0,47 7
130 | 021 | 045 | 11] 015 ] 034 | 5] 071 | 024 | 6| 078 | 023 | 8| 204 | 048 | 7
140 -0,30 013 | 11| 029 0,33 5| 052 0,19 6 | -066 0,22 8| -196 047 7
150 0,27 010 | 11| 035 0,33 5| 039 023 6 -0,68 0,22 8 -1,93 047 7
160 -0,27 010 | 11| 037 0,32 5| 024 0,33 6| -049 017 8| -168 0,49 7
170 -0,39 012 | 11| 029 0,31 5| 013 034 6 | 041 017 8| <158 0,49 7
180 037 009 | 11| 035 0,37 5| 010 034 6 -0,38 0,22 8 -145 0,49 7
190 -0,38 012 | 11| 038 0,39 5| 02 0,30 6 | -031 0,19 8| -1,20 0,40 7
200 -0,29 0,11 1| 028 042 5| 02 0,29 6| 025 0,18 8| -104 0,38 7
210 -0,30 0,11 1| 039 043 5| 0,16 0,30 6| -026 0,20 8 | -087 0,38 7
220 -0,28 0,11 1] 051 042 5| 02 0,29 6 | 037 0,21 8 -0,69 0,39 7
230 -0,36 012 | 11| 054 043 5] 030 0,28 6 -0,31 0,19 8 -0,55 0,39 7
240 -0,36 0,11 1| 061 043 5| 034 024 6 025 0,16 8 -0,66 0,41 7
250 -0,31 013 | 11| 058 043 5| 042 024 6 029 0,16 8 -0,59 0,44 7
260 027 012 | 11| 056 0,40 5| 034 021 6 022 017 8 -0,30 0,36 7
270 0,23 0,12 | 11| 060 0,40 5] 035 0,21 6| -029 0,14 8| -035 0,30 7
280 -0,23 0,13 | 11| 051 0,36 5| 038 0,17 6| -024 0,18 8| -051 0,31 7
290 029 014 | 11| 061 0,31 5| 048 0,17 6| -021 0,21 8| -055 0,32 7
300 -0,33 015 | 11| 069 0,35 5| 044 0,18 6| -024 0,19 8| -054 0,30 7
310 -0,30 016 | 11| 053 0,33 5| 034 027 6| -028 0,15 8| -047 0,30 7
320 -0,30 018 | 11| 047 033 5| 033 031 6 -0,23 0,16 8 -042 0,29 T
330 -0,33 017 | 11| 034 0,35 5| 041 028 6| -0,18 017 8| 051 0,28 7
340 033 017 | 11| 047 0,38 5| 046 0,28 6 -0,21 0,20 8 044 0,27 7
350 -0,30 0,16 | 11| 043 0,36 5| 052 0,29 6| -026 0,22 8 | -037 0,22 7
360 0,21 0,17 | 11| 033 040 5| 053 0,30 6 | -021 0,22 8 | -031 0,24 7

Fonte: Do autor

Tabela 11 - Efeito do agonista canabinoide (WIN 55,212-2), administrado por via intraperitoneal, na
biotelemetria em camundongos - Variagdo da temperatura. Médias, erro padréo e n dos
grupos experimentais representados no grafico 34.
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Variagdo da Temperatura Corpérea

Tempo , n | WIN55,212-2 | n | WIN55,212-2 | n | WIN55,212-2 | n
(min) | Veiculo 0,3mglkg 1,0mglkg 3,0mglkg
Média | E.P.M. Média | E.P.M. Média | E.P.M. Média | E.P.M.

0 0,00 0,00 9 0,00 0,00 9 0,00 0,00 7 0,00 0,00 8
10 0,25 0,16 B -0,09 0,09 9 -0,04 0,19 7 -0,25 0,16 8
20 0,45 0,13 9 0,34 0,13 9 0,12 0,36 7 -0,50 0,24 8
30 0,36 0,14 9 0,33 0,17 9 -0,19 0,53 7 -1,53 0,27 8
40 0,28 0,24 G 0,17 0,28 9 -0,45 0,64 7 -1,90 0,32 8
50 0,06 0,23 9 -0,07 0,36 9 -0,60 0,69 7 -2,23 0,34 8
60 -0,24 0,22 9 -0,16 0,35 9 -0,64 0,64 7 -2,20 0,32 8
70 -0,38 0,19 9 -0,34 0,32 9 -0,66 0,65 7 -2,18 0,33 8
80 -0,28 0,20 <] -0,38 0,28 9 -0,75 0,57 7 -2,02 0,40 8
90 -0,24 0,11 B -0,46 0,24 9 -0,63 0,50 7 -1,95 0,40 8
100 -0,36 0,17 < 0,53 0,21 9 -0,30 0,48 7 -1,81 0,41 8
110 -0,32 0,21 < 0,51 0,18 9 -0,05 0,41 7 -1,74 0,45 8
120 -0,23 0,21 9 -0,53 0,18 9 0,01 0,41 7 -1,62 0,47 8
130 -0,10 0,22 9 -0,47 0,16 9 0,02 0,41 7 -1,42 0,46 8
140 -0,11 0,20 9 044 0,13 9 0,31 0,39 7 -1,13 0,46 8
150 -0,12 0,15 g -0,36 0,13 9 0,39 0,39 7 -1,05 0,46 8
160 -0,14 0,14 g -0,28 0,11 9 0,36 043 7 -0,96 0,45 8
170 -0,08 0,16 o] 0,26 0,11 9 0,53 0,42 7 -0,81 0,39 8
180 -0,11 0,13 S 0,15 0,10 9 0,41 043 7 -0,78 0,34 8
190 -0,08 0,15 9 -0,09 0,11 9 0,34 0,37 7 0,72 0,35 8

200 -0,17 0,16 9 -0,05 0,09 9 0,33 0,41 7 -0,73 0,32 8
210 -0,17 0,17 < -0,06 0,08 9 0,36 0,40 7 -0,70 0,35 8
220 -0,22 0,18 9 -0,03 0,10 9 0,48 0,45 7 -0,72 0,34 8
230 -0,27 0,16 9 -0,02 0,12 9 0,41 0,41 7 -0,71 0,30 8
240 -0,28 0,14 <] -0,03 0,14 9 0,15 0,34 7 -0,59 0,26 8
250 -0,26 0,16 G -0,07 0,13 9 0,08 0,38 7 -0,71 0,26 8
260 017 0,19 9 0,18 0,16 9 -0,04 0,35 7 -0,60 0,24 8
270 -0,07 0,18 9 0,14 0,16 9 0,06 0,40 7 -0,63 0,23 8
280 0,03 0,18 9 -0,21 0,17 9 0,19 042 7 -0,75 0,20 8
290 -0,06 0,19 9 0,12 0,22 9 0,33 0,46 7 -0,70 0,16 8
300 -0,10 0,17 9 -0,10 0,23 9 0,23 0,45 7 -0,66 0,14 8
310 0,03 0,22 9 -0,10 0,26 9 0,21 0,49 7 -0,64 0,09 8
320 -0,03 0,23 9 0,00 0,30 9 0,23 044 7 0,72 0,12 8
330 -0,11 0,19 9 -0,06 0,28 9 0,31 040 7 -0,82 0,15 8
340 -0,32 0,18 g -0,05 0,28 9 0,22 0,37 7 -0,87 0,16 8
350 -0,34 0,15 <] -0,02 0,31 9 0,11 0,35 7 -0,85 0,17 8
360 -0,38 0,13 9 -0,10 0,29 9 0,01 0,37 7 -0,73 0,19 8

Fonte: Do autor
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Tabela 12 - Efeito do pré-tratamento de antagonista canabinoide, AM251 (3 mg/kg), em animais
tratados com dipirona 500mg/kg, administrada por via intraperitoneal, na biotelemetria
em camundongos - Variagdo da temperatura. Médias, erro padrdo e n dos grupos
experimentais representados no gréfico 36.

Variacao da Temperatura Corpérea

Tempo | Veiculo+ | n Veiculo + n | AM251 (3mgkg) +| N | AM251 (3mgkg) +| N
( min) Salina Dipirona 500mg/kg Salina Dipirona 500mg/kg|
Média | E.P.M. Média | E.P.M. Média | E.P.M. Média | E.P.M.

0 000 | 000 | 6] 000 | 000 | 7] 000 | 000 | 7| 000 [ 000 | &
10 052 | 028 | 6| 080 | 036 [ 7| 007 | 012 | 7| -1.30 | 029 | 6
20 043 | 028 | 6| 172 | 037 [ 7| 024 | 020 | 7| 243 | 032 | 6
30 0,34 0,21 6 -2,09 0,40 7 -0,40 0,25 7 -3,09 0,39 6
40 035 | 016 | 6 | 233 | 036 | 7| 061 | 023 | 7| 338 | 040 | 6
50 013 | 018 | 6| 240 | 037 | 7] 069 | 019 | 7| 346 | 036 | &
60 006 | 020 | 6| 240 | 047 | 7| 082 | 023 | 7| 358 | 038 | 6
70 015 | 013 | 6| 236 | 053 | 7| 081 | 028 | 7| 368 | 041 | 6
80 019 | 013 | 6| 215 | 056 [ 7| 084 | 035 | 7| 376 | 043 | 6
90 -0,16 0,17 6 -1,89 0,58 7 -0,82 0,40 7 -3,69 0,47 6
100 016 | 020 | 6| 167 | 064 | 7| 069 | 039 | 7| 356 | 047 | 6
110 019 | 024 | 6| 154 | 057 [ 7] 056 | 042 | 7| 334 | 043 [ 6
120 020 | 023 | 6| 156 | 045 | 7| 053 | 042 | 7| 326 | 036 | 6
130 013 | 026 | 6| 151 | 046 | 7| 052 | 041 | 7| 312 | 038 | 6
140 022 | 025 | 6| 133 046 [ 7] 055 [ 040 | 7| 307 | 038 | 6
150 -0,26 0,27 6 -1,29 0,46 7 -0,47 0,33 7 -2,90 0,37 6
160 030 | 031 | 6| 112 ]| 049 | 7] 042 | 030 | 7| 284 | 041 [ 6
170 020 | 031 | 6| 09 | 049 | 7] 040 | 028 | 7| 264 | 046 | 6
180 020 | 038 | 6| 079 | 055 | 7] 055 | 032 | 7| 245 | 044 | 6
190 040 | 037 | 6| 064 | 055 [ 7| 050 [ 020 | 7| 225 | 041 | 6
200 015 | 020 | 6| 056 | o051 | 7| 064 [ 028 | 7| 206 | 042 | &
210 011 | 018 | 6| 041 | 050 | 7| 066 | 031 | 7| 195 | 042 | &
220 002 | 018 | 6| 020 | 045 | 7] 051 | 027 | 7| -196 | 041 | 6
230 020 | 016 | 6| 011 ]| 045 | 7] 055 [ 030 | 7| -176 | 039 | 6
240 013 | 014 | 6| 005 | 044 | 7| 061 | 028 | 7| -164 | 036 | 6
250 030 | 031 | 6| 036 | 020 [ 7] 042 | 030 | 7| -140 | 029 | 6
260 019 | 023 [ 6] 016 | 045 | 7] 078 | 023 | 7| 116 [ 023 | &
270 039 | 027 | 6] 004 | 045 | 7] 077 | 017 | 7| 110 | 024 | &
280 019 | 027 | 6] 001 | 046 | 7] 077 | 025 | 7| 102 | 018 | &
290 011 | 031 | 6| 016 | 049 | 7| 080 | 021 | 7| -093 [ 018 | &
300 0,01 0,27 6 -0,15 0,50 7 -0,71 0,20 7 -0,91 0,23 6
310 016 | 030 | 6 | 005 | 044 [ 7| 089 | 016 | 7| 085 | 025 | 6
320 001 | 031 [ 6] 013 ] 048 | 7] 078 | 019 | 7| -073 | 026 | &
330 018 | 031 | 6| 016 | 047 | 7| 088 | 023 | 7| 072 | 024 | 6
340 014 | 027 | 6| 020 | 049 | 7] 074 [ 023 | 7| -060 | 022 | 6
350 016 | 026 | 6 | 020 | 048 | 7| 068 | 023 | 7| -056 | 028 | 6
360 -0,14 0,30 6 -0,19 0,53 7 -0,75 0,23 7 -0,60 0,31 6

Fonte: Do autor
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Tabela 13 - Efeito do pré-tratamento de antagonista canabinoide, AM251 (3 mg/kg), em animais
tratados com dipirona 200 mg/kg, administrada por via intraperitoneal, na biotelemetria
em camundongos — Variacdo da temperatura. Médias, erro padrdo e n dos grupos
experimentais representados no gréfico 38.

Variagdo da Temperatura Corporea

Tempo | Veiculo+ | n Veiculo + n | AM251 (3mgkg) +| N | AM251 (3mglkg)+J n
( min) Salina Dipirona 200mg/kg| Salina Dipirona 200mg/k
Média | E.P.M. Média | E.P.M. Média | E.P.M. Média | E.P.M.
0 0,00 0,00 6 0,00 0,00 5 0,00 0,00 10 0,00 0,00 7
10 0,30 0,35 6 0,17 0,18 5 0,13 0,14 10 0,79 0,55 7
20 0,08 0,39 6 -0,58 0,31 5 -0,11 0,16 10| -0,02 0,75 7
30 0,07 0,32 6 -1,46 0,38 5 -0,29 0,25 10| -1,20 0,78 7
40 -0,10 0,38 6 -2,03 0,32 5 -0,58 0,27 10| -2,03 0,72 7
50 024 | 036 [ 6| 212 | 026 [ 5] 075 | 020 [10] 227 | 067 | 7
60 -0,54 0,34 6 -2,12 0,21 5 -1,02 0,33 10| -2,34 0,64 7
70 065 | 036 |6 | 186 [ 022 [ 5] 1,09 | 038 [10] 211 | 064 | 7
80 066 | 041 | 6| -165 [ 024 [ 5] 1,14 | 043 [10] 195 | 064 | 7
90 -0,65 0,47 6 -1,70 0,31 5 -1,29 0,42 10| -1,73 0,60 7
100 062 | 046 | 6 | -149 [ 039 [ 5] 1,19 | 040 [10] 140 | 055 | 7
110 -0,54 0,43 6 -1,21 0,37 5 -1,11 0,38 10| -1,16 0,55 7
120 -0,62 0,49 6 -0,96 0,35 5 -1,01 0,37 10| -1,10 0,59 7
130 -0,65 0,53 6 -0,85 0,36 5 -0,99 0,33 10| -1,00 0,58 7
140 -0,66 0,53 6 -0,69 0,38 5 -1,03 0,31 10| -0,87 0,58 7
150 -0,62 0,54 6 -0,64 0,31 5 -0,91 0,25 10| -0,84 0,57 7
160 055 | 050 | 6| -059 [ 030 [ 5] 084 | 025 [10] -055 | 052 | 7
170 -0,47 0,51 6 -0,55 0,26 5 -0,79 0,23 10| -0,41 0,58 7
180 -0,58 0,60 6 -0,49 0,25 5 -0,67 0,24 10| -0,27 0,52 7
190 -0,59 0,45 6 -0,43 0,19 5 -0,75 0,20 10| -0,31 0,54 7
200 -0,50 0,50 6 -0,38 0,21 5 0,75 0,19 10| -0,30 0,56 7
210 060 | 050 [ 6| 030 [ 021 [ 5] 073 | 021 [10] -053 | 059 | 7
220 -0,53 0,60 6 -0,24 0,19 5 0,73 0,22 10| -0,71 0,57 7
230 -0,56 0,46 6 -0,22 0,21 5 -0,81 0,18 10| -0,51 0,49 7
240 -0,65 0,44 6 -0,21 0,19 5 0,77 0,17 10| -044 0,47 7
250 -0,68 0,47 6 -0,30 0,25 5 -0,65 0,18 10| -043 0,45 7
260 -0,65 0,52 6 -0,30 0,20 5 -0,75 0,15 10| -0,38 0,51 7
270 049 | 062 | 6| 034 | 022 | 5] 072 | 018 [10] 048 | 053 | 7
280 -0,35 047 6 -0,29 0,23 5 -0,81 0,19 10| -0,50 0,57 7
290 023 | 035 | 6 | 027 | 024 | 5| 080 | 022 [10] 040 | 055 | 7
300 038 | 039 | 6| 034 | 021 | 5] 093 | 023 [10] 037 | 050 [ 7
310 -0,38 0,52 6 -0,48 0,16 5 -0,82 0,22 10| -0,41 0,50 7
320 052 | 058 | 6| -066 [ 013 | 5| 084 | 021 [10] 020 | 046 | 7
330 -0,55 0,49 6 -0,61 0,21 5 -0,79 0,22 10| -0,36 0,46 7
340 -0,55 0,56 6 -0,75 0,31 5 -0,76 0,23 10| -0.41 0,46 7
350 -0,54 0,64 6 -0,82 0,40 5 -0,72 0,23 10| -0,28 0,45 7
360 -0,54 0,69 6 -1,04 047 5 -0,72 0,23 10| -0,28 0,45 7

Fonte: Do autor
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Tabela 14 - Efeito do pré-tratamento de antagonista canabinoide, AM251 (10 mg/kg), em animais
tratados com dipirona 200 mg/kg, administrada por via intraperitoneal, na biotelemetria
em camundongos - Variagdo da temperatura. Médias, erro padrdo e n dos grupos
experimentais representados no grafico 40.

Variagcdo da Temperatura Corpérea

Tempo Veiculo+ | n Veiculo + N [AM251 (10mglkg) 4 N [AM251 (10mglkg) H N
( min) Salina Dipirona 200mg/kg Salina Dipirona 200mg/kg
Média| E.P.M. Média| E.P.M. Média| E.P.M. Média| E.P.M.
0 0,00 | 0,00 (10| 0,00 | 0,00 | 5| 0,00 | 0,00 | 4 | 0,00 000 | 7
10 043 | 0,22 (10| 0,17 | 0,18 | 5| 059 | 0,43 | 4 | -0,08 | 0,21 7
20 028 | 025 (10| -0,58 | 0,31 | 5| 0,51 0,12 | 4 | -057 | 012 | 7
30 0,16 | 0,20 (10| -146 | 0,38 | 5| 0,41 0,14 | 4 | -164 | 0,11 7
40 0,00 025 (10| -203 | 0,32 | 5| 042 0,08 | 4 | -243 0,15 7
50 -024 | 025 |10] -212 | 0,26 | 5| 0,38 0,02 | 4 | -2,87 0,22 7
60 -049 | 024 | 10| -212 | 021 | 5| 0,17 | 0,05 | 4 | -290 | 027 | 7
70 -057 | 023 | 10| 1,86 | 022 | 5| 0,2 | 0,10 | 4 | -276 | 032 | 7
80 -0,56 | 025 | 10| -165| 024 | 5| -0,10 | 0,20 | 4 | -269 | 036 | 7
90 -054 | 029 | 10| 1,70 | 0,31 | 5| -005 | 0,06 | 4 | -256 | 039 | 7
100 -056 | 028 | 10| -1,49 | 039 | 5| -0,16 | 0,07 | 4 | -228 | 043 | 7
110 -052 | 027 | 10| 1,21 | 037 | 5| -022 | 0,08 | 4| -199 | 048 | 7
120 -054 | 031 |10| -096 | 035 | 5| -020 | 0,11 | 4 | -1,72 | 046 | 7
130 -052 | 034 |10| -085 | 036 | 5| -0,15 | 0,21 | 4 | -156 | 044 | 7
140 -054 | 034 |10 -069 | 038 | 5| -0,13 | 0,25 | 4 | -1,52 0,34 7
150 -060 | 0,33 | 10| -064 | 031 | 5| -0,12 | 022 | 4 | -138 | 037 | 7
160 -047 | 033 | 10| -059 | 030 | 5| -0,11 | 0,16 | 4 | -139 | 040 | 7
170 -0,38 | 034 | 10| -055 | 026 | 5| -0,17 | 0,20 | 4 | -1,34 | 0,41 7
180 -045 | 039 | 10| -049 | 025 | 5| -0,10 | 0,17 | 4 | -1,30 | 043 | 7
190 -048 | 032 | 10| -043 | 019 | 5| 0,09 | 025 | 4 | -122 | 049 | 7
200 -041 | 032 |10| -038 | 021 | 5| 0,26 | 0,30 | 4 | -125 | 051 | 7
210 -045 | 032 | 10| -039 | 021 | 5| 0,20 [ 023 | 4 | -124 | 052 | 7
220 -042 | 036 | 10| -024 | 019 | 5| 0,22 | 022 | 4 | -1,08 | 052 | 7
230 -047 | 0,27 (10| -0,22 | 0,21 5| 0,07 023 | 4 | -1,04 0,54 7
240 -042 | 0,28 | 10| -0,21 0,19 | 5| 0,05 025 | 4 | -1,04 0,57 7
250 -0,37 | 0,31 | 10| -030 | 025 | 5| 0,04 | 028 | 4 | -101 | 058 | 7
260 -0,32 | 035 |10| -0,30 | 0,20 | 5| 0,07 | 026 | 4 | -092 | 057 | 7
270 -0,20 ( 0,39 | 10| -034 | 022 | 5| 0,03 | 022 | 4| -092 | 055 | 7
280 -0,6 | 0,30 | 10| -029 | 023 | 5| 0,00 | 025 | 4 | -102 | 055 | 7
290 -009 | 025 |10| -027 | 0,24 | 5| -006 | 024 | 4 | -085 | 052 | 7
300 -017 | 0,26 | 10| -034 | 021 | 5| 008 | 029 | 4 | -092 | 054 | 7
310 -0,13 | 0,35 | 10| -048 | 0,16 | 5| 0,31 037 | 4| -091| 053 | 7
320 -029 | 0,38 | 10| -066 | 0,13 | 5| 0,51 036 | 4| -100| 058 | 7
330 -042 | 031 |10| -061 | 021 | 5| 046 | 030 | 4 | -096 | 058 | 7
340 -050 | 0,34 | 10| -0,75| 031 | 5| 034 | 030 | 4| -102 | 061 | 7
350 -055 | 038 | 10| -082 | 040 | 5| 014 | 039 | 4 | -094 | 063 | 7
360 -059 ( 041 | 10| -104 | 047 | 5| 002 | 037 | 4| -084 | 069 | 7

Fonte: Do autor
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Tabela 15 - Efeito do pré-tratamento de antagonista do receptor TRPV1, capsazepina, em animais
tratados com AM251 (10 mg/kg) e depois Dipirona 200 mg/kg, administrada por via
intraperitoneal, na biotelemetria em camundongos - Variagcdo da temperatura. Médias,
erro padrdo e n dos grupos experimentais representados no grafico 42.

(continua)

Variagcdao da Temperatura Corpoérea

Tempo VI+V2+V3 n B V1+V2+ N |V1+AM251(10mgkg)| N [V1+AM251(10mglkg)| N
( min) Dipirona 200mg/kg +V3 +Dipirona200mg/kg
Média| E.P.M. Média | E.P.M. Média | E.P.M. Média| E.P.M.
0 0,00 000 | 7| 0,00 0,00 | 5| 0,00 000 | 7| 0,00 000 | 7
10 0,36 016 | 7 | 0,40 015 | 5| 0,26 016 | 7| 020 | 023 | 7
20 0,08 025 | 7| 049 | 029 | 5| 013 | 028 | 7 | -091 025 | 7
30 016 | 024 | 7| 139 | 037 | 5| 032 | 033 | 7| 194 | 028 | 7
40 023 | 023 | 7| 197 | 031 5| -042 | 0,31 7| -2,61 028 | 7
50 040 | 022 | 7| -2,08 026 | 5| 040 | 029 | 7| 297 | 029 | 7
60 056 | 022 | 7| -2,06 019 | 5| 057 | 0,31 7| 302 | 034 | 7
70 052 | 019 | 7 | -1.87 023 [ 5| 070 | 035 | 7| 282 | 036 | 7
80 060 | 014 | 7 | -166 025 | 5| 076 | 030 | 7| -269 | 036 | 7
90 -067 | 021 7| 175 | 034 | 5| -0,71 029 | 7| 246 | 033 | 7
100 -0,54 024 | 7| -156 042 | 5| 065 | 026 | 7| 218 | 036 | 7
110 037 | 025 | 7| 1,26 038 | 5| 05 | 020 | 7| -186 | 039 | 7
120 -0,31 026 | 7| -094 034 | 5| 028 | 022 | 7| 156 | 035 | 7
130 023 | 026 | 7| -0,87 037 | 5| 023 | 025 | 7| 139 | 034 | 7
140 027 | 023 | 7| -0,73 039 | 5| 013 | 025 | 7| 139 | 025 | 7
150 036 | 023 | 7| -0,58 03 | 5| 016 | 023 | 7| 1,17 | 024 | 7
160 026 | 025 | 7| -050 | 030 | 5| -0,14 0,21 7| 115 | 026 | 7
170 -0,14 028 | 7| -053 026 | 5| 005 | 019 | 7| -1,10 | 028 | 7
180 013 | 029 | 7| -0,52 026 | 5| 002 | 018 | 7| 102 | 032 | 7
190 012 | 028 | 7| -050 | 022 | 5| 0,08 017 | 7| -080 | 037 | 7
200 018 | 024 | 7 | -044 024 | 5| 0,15 0,21 7| -089 | 039 | 7
210 017 | 022 | 7| -046 | 024 | 5| 0,23 018 | 7| -087 | 038 | 7
220 -0,20 | 0,21 7| -028 | 021 5| 027 019 | 7| 072 | 038 | 7
230 019 | 019 | 7| -023 | 022 | 5| 0,17 015 | 7| -074 | 044 | 7
240 002 | 016 | 7| -026 | 0,21 5| 015 015 | 7| -077 | 050 | 7
250 0,04 018 | 7| -035 | 027 | 5| 002 017 | 7| 072 | 052 | 7
260 0,05 023 | 7| -033 | 0,21 5| 006 015 | 7| -058 | 048 | 7
270 0,14 022 | 7| 043 | 025 | 5| 0,01 015 | 7| -059 | 046 | 7
280 0,16 025 | 7| -046 027 | 5| 0,00 015 | 7| -068 | 045 | 7
290 0,20 028 | 7| -040 028 | 5| 0,00 016 | 7| -055 | 042 | 7
300 0,27 029 | 7| 045 | 025 | 5| 002 | 017 | 7 | -0,61 043 | 7
310 0,37 0,31 7| -048 | 016 | 5 | 0,06 020 | 7| -066 | 047 | 7
320 0,24 03 | 7| -067 | 013 | 5| 0,13 022 | 7| -0863 | 048 | 7
330 0,05 030 | 7| -061 0,21 5| 0,07 024 | 7| -059 | 049 | 7
340 012 | 027 | 7| -076 | 0,31 5 | 0,04 0,21 7 | -061 0,51 7
350 030 | 027 | 7| 083 | 040 | 5| 002 | 023 | 7| 052 | 052 | 7
360 -0,31 025 | 7| -1,00 048 | 5| 013 | 023 | 7| -043 | 057 | 7
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Tabela 15 - Efeito do pré-tratamento de antagonista do receptor TRPV1, capsazepina, em animais
tratados com AM251 (10 mg/kg) e depois Dipirona 200 mg/kg, administrada por via
intraperitoneal, na biotelemetria em camundongos - Variagdo da temperatura. Médias,
erro padréo e n dos grupos experimentais representados no grafico 42.

(concluséo)

Variagdo da Temperatura Corpérea

Capsazopina | 1 | capssspaniz | N | copssupna | 1| o 11
+\/2+V3 +Dipirona200mg/kg +AM251(10mg/kg)+V3 +Dipirona 200mgrkg

Média| EM Média| EM Média| EM Média| EM

0,00 0,00 3 0,00 0,00 5 0,00 0,00 5 0,00 0,00 6
0,18 0,23 3 -0,19 0,20 5 -0,25 0,39 5 -0,99 0,50 6
-0,29 0,56 3 -1,78 0,34 5 -1,10 0,57 5 -2,37 0,55 6
-1,13 0,77 3 -2,88 0,31 5 -1,69 0,59 5 -3,69 0,51 6
-1,25 0,73 3 -3,64 0,26 5 -1,80 0,59 5 -4,84 0,66 6
-1,32 0,75 3 -4,07 0,25 5 -1,46 0,64 5 -5,25 0,72 6
-1,21 0,62 3 -4,13 0,29 5 -1,40 0,73 5 -5,45 0,77 6
-1,19 0,70 3 -4,05 0,35 5 -1,40 0,71 5 -5,40 0,84 6
-1,11 0,59 3 -3,87 0,31 5 -1,31 0,77 5 -5,37 0,86 6
-1,07 0,58 3 -3,63 0,32 5 -1,26 0,75 5 -5,25 0,90 6
-0,88 0,45 3 -3,38 0,20 5 -1,17 0,70 5 -4,93 0,90 6
-0,97 0,46 3 -3,03 0,16 5 -1,07 0,65 5 -4,71 0,91 6
-0,92 0,38 3 -2,63 0,18 5 -0,84 0,59 5 -4,23 0,91 6
-0,83 0,23 3 -2,35 0,24 5 -0,71 0,46 5 -4,00 0,85 6
-0,71 0,18 3 -2,00 0,25 5 -0,57 0,48 ) -3,75 0,84 6
-0,71 0,24 3 -1,90 0,28 5 -0,50 0,53 ) -3,58 0,87 6
-0,46 0,19 3 -1,82 0,28 5 -0,50 0,58 5 -3,31 0,75 6
-0,28 0,28 3 -1,71 0,29 5 -0,54 0,62 5 -2,88 0,76 6
-0,32 0,21 3 -1,66 0,28 5 -0,62 0,63 5 -2,61 0,78 6
-0,15 0,29 3 -1,66 0,30 5 -0,55 0,56 5 -2,44 0,76 6
-0,39 0,40 3 -1,44 0,24 5 -0,37 0,44 5 -2,30 0,69 6
-0,35 0,40 3 -1,53 0,34 5 -0,39 0,36 5 -2,19 0,64 6
-0,31 0,36 3 -1,46 0,36 5 -0,38 0,25 5 -1,98 0,65 6
-0,42 0,44 3 -1,44 0,37 5 -0,25 0,14 5 -1,69 0,66 6
-0,43 0,38 3 -1,32 0,39 5 -0,28 0,14 5 -1,62 0,65 6
-0,56 0,22 3 -1,17 0,34 5 -0,10 0,17 5 -1,57 0,64 6
-0,62 0,21 3 -1,21 0,34 5 -0,34 0,16 5 -1,57 0,64 6
-0,75 0,13 3 -1,22 0,37 5 -0,31 0,17 5 -1,43 0,62 6
-0,75 0,18 3 -1,15 0,38 5 -0,17 0,21 5 -1,43 0,64 6
-0,62 0,06 3 -1,06 0,45 5 -0,19 0,31 5 -1,32 0,57 6
-0,32 0,25 3 -0,98 0,39 5 -0,14 0,23 5 -1,53 0,70 6
-0,79 0,18 3 -1,01 0,38 5 -0,32 0,28 5 -1,06 0,54 6
-0,71 0,13 3 -0,91 0,31 5 -0,27 0,24 5 -0,89 0,57 6
-0,70 0,12 3 -0,85 0,40 5 -0,29 0,19 5 -1,05 0,66 6
-0,51 0,13 3 -1,03 0,36 5 -0,39 0,13 5 -1,06 0,67 6
-0,49 0,16 3 -1,08 0,37 5 -0,55 0,13 5 -0,99 0,70 6
-0,55 0,36 3 -1,05 0,39 5 -0,66 0,20 5 -1,05 0,72 6

Fonte: Do autor.



