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RESUMO

Aspidosperma pyrifolium Mart é uma planta nativa da caatinga nordestina que apresenta
propriedades farmacoldgicas com énfase nos efeitos analgésicos e anestésicos. O objetivo deste
trabalho foi desenvolver um gel anestésico e analgésico tdpico bucal com Aspidosperma
pyrifolium Mart. As cascas desta planta foram coletadas no Distrito de Sdo José da Mata,
Campina Grande-PB. O material vegetal coletado foi seco em estufa de ventilacdo forcada a
temperatura constante, em seguida submetida a extracdo por turbélise e seco em Spray Dryer,
utilizado Aerosil® 200, como adjuvante farmacotécnico. As misturas binarias entre o extrato e
0s excipientes bicarbonato de sodio, carbopol, carboximetilcelulose, glicerina, hidréxido de
calcio, hidroetilcelulose, propilenoglicol, sorbitol e trietanolamina, foram avaliadas por analise
térmica, difracdo de raios-X e espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de
Fourier. No estudo de compatibilidade, apenas o bicarbonato de sddio apresentou
incompatibilidade quimica com o extrato. O gel desenvolvido de Aspidosperma pyrifolium
Mart foi produzido com o0s seguintes excipientes: carbopol (espessante), trietanolamina
(alcalinizante) e propilenoglicol (umectante). Nos ensaios farmacologicos foram utilizados
camundongos machos swiss, com peso entre 25 e 35 gramas, aleatoriamente divididos em
quatro ensaios farmacoldgicos, avaliagdo da atividade motora (Rota-rod), teste da formalina
orofacial, teste térmico operante de avaliagdo da dor orofacial e bloqueio do nervo ciatico.
Utilizaram 5 grupos experimentais: controle negativo (apenas excipientes farmacéuticos),
benzocaina a 20% (controle positivo) e os geis de A. pyrifolium com 62,5, 125 e 250 mg/Kkg,
com exce¢do do Ultimo ensaio, que avaliou a atividade anestésica do extrato no nervo ciatico
em 62,5, 31,25, 15,62 e 7,81lmg/mL, além dos controles negativos e positivos, solucdo
fisioldgica e lidocaina (5mg/mL), respectivamente. Foi avaliado também a atividade motora do
camundongo, utilizando do extrato por 250mg/kg via oral, além dos ensaios da formalina
orofacial e do teste térmico operante de avaliacdo da dor orofacial. O extrato e géis de A.
pyrifolium ndo alteraram a atividade motora do camundongo. Os tratamentos de 62,5, 125 e 250
mg/kg inibiram significativamente a dor no labio esquerdo do camundongo comparado a
benzocaina 20% em 5 (p< 0,01) e entre 15 e 40 minutos apds administracdo da formalina
orofacial (p< 0,001). O extrato em 62,5 mg/kg apresentou atividade anestésica significativa em
relacdo a 31,25, 15,62, 7,81mg/mL, salina fisioldgica e lidocaina 5mg/mL (p< 0,001). Os géis
de A. pyrifolium apresentaram excelente atividade antinociceptiva em 125mg/kg comparado a
benzocaina 20% em 1 (p< 0,01), 5 (p< 0,001) e 10 (p<0,05) minutos apos a insercao do animal
na gaiola de acrilico e, em 1 (p< 0,01) e 5 (p< 0,01) minutos com 250mg/kg comparado ao



controle negativo. Portanto, o extrato de APM apresentou uma excelente atividade anestésica
no nervo ciatico do camundongo na proporc¢do de 62,5mg/kg, quando comparado a lidocaina
(5mg/mL). O gel desenvolvido de A. pyrifolium apresentou um 6timo efeito antinociceptivo,
decorrentes da sua acdo anestésicas e analgésicas, principalmente nas proporcdes de 125 e
250mg/kg, que podem favorece sua utilizacdo na clinica odontoldgica.

Palavras-Chaves: Aspidospermas. Andlise térmica. Técnicas Analiticas. Dor Orofacial.
Anestesia Local. Anestesia e Analgesia.



ABSTRACT

Aspidosperma pyrifolium Mart is a plant native to the northeastern caatinga that presents
pharmacological properties with emphasis on the analgesic and anesthetic effects. The objective
of this work was to develop an anesthetic gel and buccal topical analgesic with Aspidosperma
pyrifolium Mart. The bark of this plant was collected in the District of Sdo José da Mata,
Campina Grande-PB. The collected vegetal material was dried in forced ventilation oven at
constant temperature, then subjected to the turbolysis and dried in Spray Dryer, used Aerosil®
200, as a pharmacotechnical adjuvant. Binary mixtures between the plant extract and the
excipients sodium bicarbonate, carbopol, carboxymethylcellulose, glycerol, calcium hydroxide,
hydroethylcellulose, propylene glycol, sorbitol and triethanolamine were evaluated by thermal
analysis, X-ray diffraction and infrared spectroscopy with Fourier transform. In the
compatibility study, only sodium bicarbonate presented chemical incompatibility with the
extract. The gel developed from Aspidosperma pyrifolium Mart used carbopol (thickener),
triethanolamine (alkalizing) and propylene glycol (humectant). In the pharmacological tests,
143 swiss male mice, weighing between 25 and 35 grams, were randomly divided into four
pharmacological tests, motor activity evaluation (Rota-rod), orofacial formalin test, orofacial
pain evaluation and blocking of the sciatic nerve. They used 5 experimental groups: negative
control (pharmaceutical excipients only), 20% benzocaine (positive control) and A. pyrifolium
gels with 62.5, 125 and 250 mg / kg, except for the last assay, which evaluated the activity
anesthesia of the sciatic nerve extract in 62.5, 31.25, 15,62 and 7,81mg / mL, in addition to the
negative and positive controls, physiological solution and lidocaine (5mg / mL), respectively.
It was also evaluated the motor activity of the mouse, using the extract by 250mg / kg oral, in
addition to the tests of the orofacial formalin and the thermal test operative of evaluation of
orofacial pain. The extracts and gels of A. pyrifolium did not alter the motor activity of the
mouse. The treatments of 62.5, 125 and 250 mg / kg significantly inhibited left mouse lip pain
compared to benzocaine 20% in 5 (p <0.01) and 15-40 minutes after administration of orofacial
formalin (p < 0.001). The extract at 62.5 mg / kg presented significant anesthetic activity in
relation to 31.25, 15,62, 7,81mg / mL, physiological saline and 5mg / mL lidocaine (p <0.001).
A. pyrifolium gels presented excellent antinociceptive activity at 125mg / kg compared to
benzocaine 20% at 1 (p <0.01), 5 (p <0.001) and 10 (p <0.05) minutes after the animal insertion
in the acrylic cage and in 1 (p <0.01) and 5 (p <0.01) minutes with 250 mg / kg compared to

the negative control. Therefore, the extract of APM presented an excellent anesthetic activity



in the sciatic nerve of the mouse in the proportion of 62.5 mg / kg when compared to lidocaine
(5mg / mL). The developed gel of A. pyrifolium presented an excellent antinociceptive effect,
due to its anesthetic and analgesic action, mainly in the proportions of 125 and 250mg / kg,

which may favor its use in the dental clinic.

Key-words: Aspidospermas. Thermal analysis. Analytical Techniques. Orofacial Pain. Local
anestesia. Anesthesia and Analgesia
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1 INTRODUCAO

O Brasil tem a maior biodiversidade vegetal do mundo (OLIVEIRA et al., 2018), com
flora estimada entre 50.000 a 60.000 espécies, o que contribui para 0 amplo uso de plantas para
fins medicinais (TRZECIAK et al., 2008), no qual o conhecimento popular é de extrema
importéncia para a investigagdo farmacoldgica, tornando o Brasil um fonte de pesquisa para o
desenvolvimento de novos farmacos (NETO et al., 2014).

Caatinga € o principal bioma do semiarido brasileiro que constitui um rico ecossistema
exclusivamente brasileiro, com grande diversidade de espécies e elevada incidéncia de plantas
endémicas (FORZZA et al., 2012). No entanto, existem poucos estudos cientificos sobre o0s
efeitos farmacoldgicos das plantas medicinais desse bioma (Cartaxo et al., 2010), que sdo
conhecidas pelo conhecimento popular em doencas cutaneas, gastrointestinais e infec¢fes do
trato urinario (Agra et al., 20074, b).

Em regibes de dominio da Caatinga, observa-se espécies vegetais como a
Myracrodruom urundeuva Allemao (Aroeira), indicada no combate a problemas do aparelho
respiratorio, anti-inflamatorio e cicatrizante; Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan
(Angico), no tratamento de doencas do aparelho respiratdrio, Poincianella pyramidalys (Tul.)
L. P. Queiroz (Catingueira), empregada em problemas gastrointestinais, problemas do aparelho
respiratorio e geniturinario (SILVA, FREIRE, 2010; MARINHO et al., 2011; CHAVES et al.,
2016) e Aspidosperma pyrifolium Mart (Pereiro) indicado no tratamento de distdrbios
respiratorios (bronquites e enfisemas), febres, dores de estdbmago e émese (SANTOS, 2011).

Desde a Antiguidade, as plantas medicinais tém sido utilizadas para aliviar a dor
causada por doencas, lesOes e cirurgias (CHIDIAC et al., 2012). Antes da descoberta dos
anestésicos, o opio (suco da papoula) era utilizado para “anestesiar” o paciente provocando
uma isquemia cerebral e um desmaio momenténeo, auxiliando o cirurgido da época
(FARIAS, MARZOLA, 2001).

A cocaina foi o primeiro anestésico local moderno, isolada de um alcal6ide especifico
da coca (Erythroxylum coca, do género Erythroxylaceae) por Nieman, em 1860 (TSUCHIYA,
2017). Em 1980, Carl Koller residente em oftalmologia, experimentou a cocaina em animais
e humanos aplicando uma solugéo no globo ocular, descobrindo assim o efeito anestésico da
cocaina nos olhos. Pouco tempo depois, ele realizou com sucesso a cirurgia de catarata
usando cocaina como anestésico topico (AT) (KOLLER, 1982). Em seguida desenvolveu a

anestesia local com cocaina injetavel e seu uso para raquianestesia (TSUCHIYA, 2017).


https://translate.google.com/translate?hl=pt-BR&prev=_t&sl=en&tl=pt-BR&u=http://www-sciencedirect-com.ez121.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0378874115003669%23bib103#bib103
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A partir de novas pesquisas farmacologicas, a cocaina teve sua estrutura molecular
alterada com intuito de desenvolver drogas mais seguras e eficazes. Em 1904, Alfred Einhorn
sintetizou a procaina para substituir a cocaina, seguida por uma série de drogas sintéticas,
derivadas da cocaina: tetracaina, lidocaina, bupivacaina, mepivacaina, prilocaina,
ropivacaina, etidocapina e levobupivacaina (TSUCHIYA, 2017).

Os anestésicos locais (ALs) sdo essenciais no controle da dor na odontologia pois
bloqueiam reversivelmente a conducdo nervosa, permitindo que uma ampla variedade de
procedimentos seja realizada (KUMAR et al., 2015). Entretanto, as injeces de AL geralmente
induzem medo e ansiedade em pacientes de todas as idades e sdo frequentemente a razéo para
0 adiamento das consultas odontoldgicas e até a rejeicdo do tratamento (DAVOUDI et al.,
2016). Consequentemente, medidas eficazes para mitigar a dor e a ansiedade e reduzir a
necessidade de sedacdo devem ser empregadas.

Os pacientes relatam frequentemente uma sensacdo de ardéncia durante a injecéo de
anestésicos. Uma possivel explicacdo para essa sensacao desconfortavel é a natureza acida dos
anestésicos locais comercialmente disponiveis (pH 4,5, aproximadamente), caracteristica fisica
importante em prolongar o tempo de validade dos anestésicos (HARRELD et al., 2015;
SCHELLENBERG et al., 2015; SHURTZ et al., 2015). Os ALs bloqueiam reversivelmente os
canais de Na" que sdo responsaveis pela iniciacdo e propagacdo dos potenciais de acdo das
células excitaveis do sistema nervoso periférico (FOZZARD, LEE, LIPKIND, 2005).

A estrutura quimica dos ALs é formada por uma extremidade hidrofilica, responsavel
pela difusdo no liquido extracelular (amina secundaria ou terciaria); uma extremidade lipofilica,
responsavel pela penetracdo da base anestésica na fibra nervosa (grupo aromatico); e uma
cadeia intermediaria. A cadeia intermediaria une as duas extremidades e, de acordo com sua
natureza quimica, permite classificar os anestésicos em ésteres ou amidas (TSUCHIYA,
MIZOGAMI, 2013). Os anestésicos do tipo éster foram os primeiros a serem utilizados, como
a cocaina, procaina e benzocaina, no entanto, os anestésicos do tipo amida sdo mais estaveis,
as suas reacdes de hipersensibilidade sdo rarissimas e, por sofrerem metabolismo hepético, tém
maior duracdo de acdo. Como representantes do grupo amida podem-se citar: lidocaina,
prilocaina, mepivacaina, bupivacaina e articaina (TSUCHIYA, 2017).

O AT, na forma de gel, mais utilizado na odontologia é a benzocaina 20 % (LATHWAL
et al., 2015), entretanto ndo apresenta uma acdo anestésica eficaz para os procedimentos
odontoldgicos (RIBEIRO et al., 2016), sendo indicado, principalmente na exodontia de dentes
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deciduos (AGARWAL et al., 2017) e antecedendo a anestesia infiltrativa (GONDIM et al.,
2018).

Os ATs impedem a transmissao dos impulsos nervosos, promovendo anestesia cutanea
pela atuagdo nas terminacOes nervosas livres dérmicas. Atuam blogueando a condugdo do
impulso nervoso pela inibi¢do do influxo de sddio, o limiar para a excitagdo do nervo aumenta
até que ocorra a perda da capacidade de gerar um potencial de agdo (ABT, 2010; KOAY,
ORENGO, 2002). Os analgésicos topicos produzem um efeito especifico local com inibicao
das ciclooxigenases, produzindo analgesia através da dessensibilizacdo dos nociceptores
epidérmicos (BARKIN, 2013).

Os ATs estdo disponiveis como pomadas, géis, sprays ou material adesivo no qual o
ideal é aquele que promove anestesia local em curto periodo de tempo, atua na pele integra sem
causar efeitos adversos sistémicos e ndo causa dor ou desconforto. A busca do agente anestésico
ideal se deve também, a dificuldade de conseguir difusdo e distribuicdo adequadas através da
pele (FROES, OTTONI, GONTIJO, 2010). Os anestésicos topicos sdo bases fracas com trés
componentes: um anel aromatico, uma cadeia intermediaria éster ou amida e uma amina
terciaria (AMIN, GOLDBERG, 2005).

O controle da dor dos pacientes representa um desafio por suas multiplas dimensoes,
classificadas em aguda ou cronica, leve, moderada ou grave, nociceptiva ou neuropética. Os
analgésicos administrados por via oral sdo usados frequentemente e estdo associados a
seguranca e tolerancia que podem restringir seu uso em determinados pacientes (BARKIN,
2013). Uma opcéo viavel é a administracdo de analgésicos topicos que oferecem efeitos
colaterais minimos com alivio da dor comparado aos analgésicos orais (CHARLES, ARGOFF,
2013).

Para suprir a necessidade de fArmacos com acédo anestésica para odontologia, uma acédo
viavel sdo pesquisas com plantas medicinais, j& que o Brasil detém cerca de um terco da
biodiversidade mundial. Entretanto, no ambito das pesquisas com finalidade medicamentosa,
seu avan¢o € modesto, devido ao grande numero de produtos ainda ndo estudados,
principalmente os decorrentes de plantas do Semiarido Brasileiro (PYLRO et al., 2014). As
pesquisas existentes encontram-se centralizadas nas universidades, mas sdo acfes que nédo
chegam, em sua maioria, até a obtencdo do produto final (fitoterapico) (TRIBESS et al., 2015).

Na odontologia as pesquisas com fitoterapicos vém avancando (MARTINEZ, DIAZ
GOMEZ, OH, 2017) principalmente no desenvolvimento de novos anestésicos topico, que

possam substituir em alguns procedimentos a anestesia infiltrativa por ocasionar desconforto,


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tribess%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25680844
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medo e ansiedade ao paciente nos procedimentos odontoldgicos (FRANZ-MONTAN et al.,
2017; OGLE, 2012).

A familia Apocynaceae possui em torno de 200 géneros e 2000 especies, em regides
tropical e subtropical. O género Aspidosperma ocorre apenas na América (PEREIRO, et al.,
2007), desde o México até a Argentina, e distingue-se pela ocorréncia de alcaldides indolicos
(JACOME, SOUZA, OLIVEIRA, 2003), um metabélito secundario responsavel pela defesa
desta plantas contra predadores, e provavel responsavel por seus efeitos farmacoldgicos
(OLIVEIRA et al., 2009).

Foram identificados ainda 247 alcaldides inddlicos isolados do género Aspidosperma
(PEREIRA et al., 2007). Os extratos de plantas apresentam VArios compostos quimicos
majoritarios (KHODJA et al., 2018) que podem ser isolados (ALTEMIMI et al., 2017) e
produzir diversos efeitos farmacologicos, favorecendo o desenvolvimento de novos
fitoterapicos (ATANASOV et al., 2015).

Aspidosperma pyrifolium Mart. pertence a familia Apocynaceae, sendo conhecida
popularmente como "pereiro” ou "peroba-rosa”, é encontrada no cerrado brasileiro, em alguns
paises como Bolivia e Paraguai e principalmente, na caatinga nordestina brasileira (LEMOS,
ZAPPI, 2012). “O pereiro” apresenta porte regular, podendo atingir até 5 metros de altura
(BRAGA, 1976). A sua madeira é amplamente empregada para servi¢os de carpintaria por
apresentar madeira de boa qualidade para estes fins (OLIVEIRA et al., 2009). Foram isolados
do Aspidosperma Pyrifolium Mart. a pirifolina e a pirifolidina (CRAVEIRO, MATOS,
SERRUR, 1983; GILBERT et al., 1960) encontrada na casca do caule, a aspidofilina nas folhas
e a aspidospermina encontrada nas cascas das raizes (CRAVEIRO, MATOS, SERRUR, 1983).
Em pesquisa realizada com Aspidosperma pyrifolium Mart origindria da Bolivia foram
identificados onze alcal6ides inéditos da planta. Sendo eles: (-)-vincadifformina, O-
demetilpalosina, haplocina, N-formilaspidospermidina, vallesina, desmethoxiaspidos- permina,
palosina, (-)-aspidospermina, aspidospermidina, akuammicina e tubotaiwina (MITAINE et al.,
1996).

A A. pyrifolium é uma arvore conhecida popularmente pelos seus efeitos analgésicos e
anti-inflamatorios, tem sido estudada em pesquisas do Programa de POs-Graduacdo em
Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Estadual da Paraiba, apresentando um efeito
analgesico superior a dipirona (MESSIADES, 2014; RODRIGUES, 2015). No entanto, durante
os testes farmacoldgicos em camundongos com extrato de A. pyrifolium nas concentracdes de
250, 125 e 62,5 mg/mL, os animais aparentavam estar “anestesiados” (RODRIGUES, 2015) o
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que instigou a investigacdo do efeito anestésico desse extrato e o desenvolvimento de um gel

anestésico e analgésico topico bucal com extrato desta planta.



25

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolver um gel anestésico e analgésico topico bucal com extrato da Aspidosperma

pyrifolium Mart.

2.2 Objetivos especificos

a) Obter o extrato nebulizado de Aspidosperma pyrifolium Mart., com estabilizante
farmacotécnico;

b) Realizar um estudo de compatibilidade entre o extrato e excipientes farmacéuticos;

c) Investigar o efeito anestésico do extrato nebulizado de Aspidosperma pyrifolium Mart.;

d) Avaliar através de ensaios pré-clinicos a eficacia analgésica e anestésica do gel

desenvolvido;
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Obtencao do material vegetal

As cascas do caule de Aspidosperma pyrifolium Mart (figura 1) foram coletadas em area
aberta do Distrito de Sdo José da Mata, Campina Grande, PB (coordenadas S7°13°27,56” —
W36°00°53,37”). O material foi identificado pelo prof. Leonardo Pessoa Félix e a exsicata
depositada no herbario Jayme Coelho de Morais da Universidade Federal da Paraiba, sob o
namero 20104.

Figura 1- Aspidosperma pyrifolium Mart. popularmente conhecido como “pereiro”.

ot

Fonte: http://floradobrasil.jbrj.gov.br

3.2 Obtengao do extrato

O material vegetal coletado foi seco em estufa de ventilacdo forcada a temperatura
constante de 40°C e processado em moinho de facas, com granulometria em torno de 10 mesh.
A droga vegetal foi entdo submetida a extracdo por turbdlise, rotacdo de 6.000 Rpm por 15
minutos, com uma solucdo hidroetandlica a 50%, durante 15 minutos. Para a realizacdo da
extracdo, foram utilizados 20g da droga vegetal para cada 100 mL de solucéo extrativa. O

extrato hidroetandlico foi seco em Spray Dryer, com temperatura de entrada de 120 °C, e
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temperatura de saida entre 90 e 95 °C, com fluxo de alimentacdo de 8 mL por minuto. No
processo de secagem, foram utilizado Aerosil® 200, na propor¢do de 20% do residuo seco,

como adjuvante farmacotécnico.

3.3 Estudos de Compatibilidade extrato-excipiente

Os Estudos de pré-formulacdo sdo o primeiro passo no desenvolvimento da forma
farmacéutica mais indicada (BOHANEC et al., 2010). Neste estudo sera utilizado o sistema de
misturas binarias com objetivo de esclarecer eventuais incompatibilidades que possam surgir
no processo de desenvolvimento farmacotécnico. Foram produzidas misturas binérias entre o

extrato nebulizado e os excipientes farmacéuticos utilizados na producdo de um gel.

3.3.1 Obtencédo das Misturas Binarias

As misturas binarias foram produzidas na proporcdo de 1:1, utilizando trés tipos de
espessante, umectante e alcalinizante. Foram preparadas tendo as seguintes propor¢des:

o Extrato nebulizado + Carbomero 940 = 1:1;

o Extrato nebulizado + Hidroxietilcelulose = 1:1;

o Extrato nebulizado + Carboximetilcelulose = 1:1;
. Extrato nebulizado + Glicerina = 1:1;

o Extrato nebulizado + Sorbitol = 1:1;

o Extrato nebulizado + Propilenoglicol = 1:1;

o Extrato nebulizado + Trietonolanina = 1:1;

o Extrato nebulizado + Hidroxido de Célcio = 1:1;

. Extrato nebulizado + Bicarbonato de sodio = 1:1.

O gel foi desenvolvido ap6s a anélise do comportamento térmico do extrato e das
misturas binarias, com objetivo de predizer qual o melhor excipiente a ser utilizado, dos
selecionados para essa proposta, que ndo altere o processo de liberagdo do extrato nebulizado e
nem a sua estabilidade térmica.

As misturas binarias que apresentaram provaveis incompatibilidades fisica, no estudo
por andlise térmica, foram analisadas pela técnica de Difracdo de Raios-X (DRX) e por
Espectroscopia na Regido do Infravermelho, com Transformada de Fourier (FT-IR), com
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intuito de avaliar possiveis incompatibilidade quimica. A partir desses resultados também

foram selecionados quais excipientes irdo fazer parte da formulacédo do gel.

3.4 Anélise do comportamento térmico do extrato e das misturas binarias

3.4.1 Anélise Térmica Diferencial (DTA)

As curvas DTA das amostras foram obtidas num analisador térmico (DTG-60
Simultaneous DTA-TG Apparatus, Shimadzu, Japao) (figura 2) no qual foi utilizado num fluxo
de nitrogénio, com 50mL/min., como g&s de purga da amostra. A programacdo utilizada foi de
25 até 500°C, com razdo de aquecimento de 10°C/min. A amostra foi acondicionada em um

porta-amostra de aluminio. A massa utilizada foi de 2 £ 1,0 mg.

Figura 2- DTG-60 Simultaneous DTA-TG Apparatus, Shimadzu (Campina Grande-PB/2018).

P

Fonte: Elaborada pelo autor, 2017.

3.4.2 Difracéo de Raios-X (DRX)

As analises de DRX foi realizadas em um difratomer XRD 6100 (Shimadzu) (figura 3)
com varredura de 10° a 70° (26 /mim), na escala 26, e radiagdo Cu (Kal). O equipamento foi
operado a tensdo de 40,0 KV e corrente de 30,0 mA. Os dados obtidos foram analisados pelo

software Origin® versao 8.1.
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Figura 3 - Difratomer XRD 6100, Shimadzu.

Fonte: http://www.shimadzu.com.br/analitica/produtos/difratometros/xrd-6100.shtml

3.4.3 Espectroscopia na Regido do Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR)

As andlises de FT-IR foi realizadas em um aparelho Perkin-EIlmer modelo 1600 (figura

4), utilizando discos KBr, no intervalo de 4000 — 400cm™,

Figura 4 -. Aparelho Perkin-Elmer modelo 1600, Spectralab.

Fonte: http://www.spectralabsci.com/Products/Search.aspx

3.5 Desenvolvimento do gel de Aspidosperma Pirifolium MART

O gel foi desenvolvido com os excipientes que ndo apresentaram incompatibilidade com

0 extrato. O espessante, carbopol a 2% foi solubilizado em agua destilada. O pH da formulagéo


http://www.shimadzu.com.br/analitica/produtos/difratometros/xrd-6100.shtml
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foi ajustado para 6,5 com auxilio de trietanolamina (alcalinizante). Em seguida foi solubilizado
0 extrato nebulizado nas concentracdes de 62,5, 125 e 250 mg/kg em propilenoglicol (agente

levigante). A mistura foi por fim incorporada ao gel.

3.6 Investigacdo da atividade farmacologica

3.6.1 Caracterizacéo do estudo farmacologico

Trata-se de um estudo de cardter experimental in vivo, qualitativo, quantitativo e

randomizado.

3.6.2 Aspectos Eticos

Para a realizacdo deste estudo foi seguida as premissas da COBEA (Colégio Brasileiro
de Experimentacdo Animal). Esta pesquisa foi submetido e aprovado através do n° 0062.2017.2
pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) das Faculdades de Enfermagem e de
Medicina Nova Esperanga (FACENE/FAMENE) (ANEXO A).

3.6.3 Animais

Foram utilizados 143 camundongos machos swiss, da espécie Mus musculus, classe
Mammalia, ordem Roedentia, familia Muridae, provenientes do biotério das Faculdades de
Enfermagem e de Medicina Nova Esperanca (FACENE/FAMENE), situado no Municipio de
Jodo Pessoa—PB. Os animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno com cama de
maravalha, com temperatura controlada 23°C + 2°C, sob iluminacgéo controlada (12 hs de ciclo

claro/escuro), com condi¢des adequadas de racdo e agua ad libitum.
3.6.3.1 Critérios de incluséo e excluséo dos animais
Os animais selecionados nesta pesquisa foram camundongos machos, da espécie Mus

musculus, com peso entre 25 a 35 gramas. Foram excluidos do estudo aqueles animais que

apresentaram qualquer sinal ou sintoma de enfermidade local ou sistémica.
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3.6.4 Ensaios farmacolégicos

3.6.4.1Teste da Formalina orofacial

O Teste da Formalina orofacial descrito inicialmente em ratos (CLAVELOU et al.,
1989) e depois em camundongos (LUCCARINI et al., 2006), € utilizado para acessar processos
nociceptivos na regido orofacial. Foram realizados os seguintes tratamentos:
e CTRL - Gel desenvolvido com apenas excipientes farmacéuticos (controle negativo)
e CTRP - Benzocaina a 20% (controle positivo)
e F62,5 - Gel de A. Pyrifolium Mart na proporcéo de 62,5mg/Kg
e F125 - Gel de A. Pyrifolium Mart na proporcao de 125mg/Kg
e F250 - Gel de A. Pyrifolium Mart na proporcao de 250mg/Kg

A aplicacdo topica de 400mg (GONDIM et al., 2018) dos diversos tratamentos (grupos
CTRL, CTRP, F62,5, F125 e F250) no labio superior esquerdo de cada camundongo (n=6), foi
realizada através de 20 friccGes. Apos 30 minutos (SHUMILQOV et al., 2010) da administracéo
dos tratamentos (5 minutos para o controle positivo, grupo CTRP (GONDIM et al., 2018), foi
realizada a aplicacdo da injecdo subcutanea de formalina (20 ul, 2%, Sigma-Aldrich, Sdo Paulo,
Brasil) no labio superior esquerdo (area perinasal) (QUINTANS et al., 2014; SANTANA et al.,
2011; QUINTANS-JUNIOR et al., 2010), e em seguida 0 comportamento nociceptivo foi
avaliado durante duas fases: a primeira (fase neurogénica) ocorreu entre 0-5 minutos apés a
administracdo da formalina, seguida por um periodo de laténcia de cerca de 10 min, e a segunda
fase (fase inflamatdria) que ocorreu no periodo de 15-40 min apds a administracdo da substancia
nociceptiva. Os animais foram observados individualmente em funis de vidro com espelhos
posicionados posteriormente de forma a permite uma visao da geral de cada animal. Foi
contabilizado o tempo (em segundos) que os animais empregaram esfregando a regido orofacial
com a pata ipsilateral anterior e/ou posterior (LUCCARINI et al., 2006), conforme descricédo
na figura 9. Uma camera digital Sony AVCHD foi usada para gravar o comportamento
nociceptivo dos animais (QUINTANS et al., 2014; QUINTANS-JUNIOR et al. 2010).
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Figura 5 - Fluxograma dos grupos de tratamento e numero de animais no teste da formalina
orofacial.

| Teste da formalina orofacial |

crre | [ cme | [ me2s | [ Fi2s | [ F2s0

seis camundongos por grupo de tratamento.

Fonte: Elaborada pelo autor, 2017.

Figura 6 -. Teste da formalina orofacial com aplicacdo topica dos grupos CTRL, CTRP, T62,5,
T125 e T250 no labio superior esquerdo do camundongo (a). Aplicagdo da injecao subcutanea
de formalina (20 ul, 2%) no labio superior esquerdo do animal (b). Os animais observados
individualmente em funis de vidro com espelhos posicionados posteriormente de forma a
permite uma viséo da geral de cada camundongo (c). Os animais esfregando a regido orofacial

com a pata ipsilateral anterior e/ou posterior (d).

Fonte: Elaborada pelo autor, 2017.
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3.6.4.2 Teste da avaliacdo da atividade motora (Rota-rod)

O teste do Rota-rod (DUNHAM, MIYA, 1957) ¢é usado para averiguar a influéncia dos
tratamentos sobre a atividade motora de ratos e camundongos. Inicialmente os animais foram
treinados por 24 horas antes do teste (SANTOS et al., 2015), sendo selecionados aqueles
capazes de permanecer na barra giratoria do aparelho, com rotacdo de 20 rpm (WANG et al.,
2011), por mais de 120 segundos (figural0a) (QUINTANS et al., 2014). No dia seguinte, 0s
camundongos selecionados receberam a aplicacao topica de 400mg (GONDIM et al., 2018) no
labio superior esquerdo (friccionando-se por 20 vezes), dos tratamentos descritos a seguir
(n=6):

e CTRN- (controle negativo), gel desenvolvido com apenas os excipientes farmacéuticos;

e CTRP- (controle positivo), Benzotop® 200mg/g (benzocaina a 20%);

e F62,5 - gel de APM na proporcdo de 62,5mg/kg;

e F125 - gel de APM na proporgéo de 125mg/kg;

e F250 - gel de APM na proporcéo de 250mg/kg;

e EHAPM250 -administragdo por via oral (10mL/Kg) da maior concentracdo (250mg/kg) de
APM diluido em salina fisioldgica.

Apo6s 30 minutos da aplicacdo topica (com excecdo do grupo CTRP, que utilizou-se um
tempo de 5 minutos), os animais foram colocados na barra giratoria (20 rpm) (WANG et al.,
2011) por até 120 segundos (QUINTANS et al., 2014). Os animais que cairam da barra foram
imediatamente reconduzidos ao aparelho, ap6s cada queda, até o limite de 120 segundos. Foram
registrados o tempo de permanéncia até a primeira queda e nimero de quedas de cada animal
(figura 10) (QUINTANS-JUNIOR et al., 2010).



34

Figura 7- Fluxograma dos grupos de tratamento e nimero de animais no teste da avaliacdo da
atividade motora (Rota-rod).

Avaliacdo da atividade motora

CTEL CTRP F62.5 F125 F250 EHAPM250

seis camundongos por grupo de tratamento

Fonte: Elaborada pelo autor, 2017.

Figura 8 - O teste do Rota-rod (Insight, Sdo Paulo-SP) com rotagdo de 20 rpm na barra giratoria
(a), com camundongos tratados por via oral (10mL/Kg) com a maior concentracdo (250mg/Kg)

do EHAPM diluido em salina fisioldgica, grupo EHAPM250 (b).
=1

Fonte: Elaborada pelo autor, 2017.

3.6.4.3 Bloqueio do nervo ciatico

O teste do blogqueio do nervo ciatico (LESZCZYNSKA, KAU, 1992) é utilizado para

determinar a atividade anestésica local em camundongos. Para tanto, os animais foram
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selecionados em 8 sessdes de treinamentos, como descritos a seguir: os camundongos foram
colocados no centro de uma tela metélica (fio 1 mm de didmetro, malha de 5mm) invertida para
que estes escalassem até a borda. Os animais com capacidade de andar normalmente na tela
invertida, usando os quatro membros, foram selecionados para o ensaio farmacolégico (LIM et
al., 2007).

Os camundongos foram gentilmente contidos para administragdo de 0,05mL dos
tratamentos, na regido da fossa poplitea da pata posterior esquerda (na regido do nervo ciatico)
usando uma agulha de calibre 27G (LESZCZYNSKA, KAU, 1992). Os grupos experimentais
(n=7) consistiram de:

e CTRAP - (controle positivo), lidocaina 5mg/mL (Sigma-Aldrich);

e CTRLN - (controle negativo), salina fisiologica;

e EHAPMG62,5 - extrato hidroetandlico das cascas de APM na concentragdo de 62,5mg/mL
em salina fisioldgica);

e EHAPM3L1,25 - extrato hidroetandlico das cascas de APM na concentragdo de 31,25mg/mL
em salina fisioldgica);

e EHAPM15,62 - extrato hidroetandlico das cascas de APM na concentragdo de 15,62mg/mL
em salina fisioldgica);

e EHAPMZ7,81 - extrato hidroetandlico das cascas de APM na concentracdo de 7,81mg/mL
em salina fisiologica).

Apos a injecdo dos tratamentos na fossa poplitea, nos tempos de 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30,
35, 40, 45, 50, 55, 60, 120 minutos, os camundongos foram testados individualmente na tela
metéalica invertida, quanto a sua capacidade de usar a pata posterior esquerda para escalar a tela.
Foi considerada presenca de atividade anestésica quando o animal era incapaz de usar o membro
injetado para escalar a tela (LIM et al., 2007). Todo este procedimento experimental foi gravado

com uma camera de video (Sony® AVCHD) para posterior analise dos resultados (figura 11).
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Figura 9 - Fluxograma dos grupos de tratamento e nimero de animais no teste do Bloqueio
do nervo ciético.

Bloqueio do nervo ciatico

CTRLN CTRAP EHAPMG62,5 EHAPM31.25 | | EHAPMI15,62 | | EHAPM?7.81

sete camundongos por grupo de tratamento

Fonte: Elaborada pelo autor, 2017.

Figura 10 - Animais com capacidade de andar normalmente na tela metélica (fio 1 mm de
didmetro, malha de 5mm) invertida, usando os quatro membros (a). Administracdo dos
tratamentos dos grupos CTRAP, CTRLN, EHAPM 62,5, EHAPM 31,25, EHAPM 15,62,
EHAPM 7,81, naregido da fossa poplitea da pata posterior esquerda (na regido do nervo ciatico)
usando uma agulha de calibre 27G (b). Efeito anestésico de alguns tratamentos, detectado pela
incapaz de usar 0 membro injetado para escalar a tela metélica (c). Camera de video (Sony®
AVCHD) utilizada no ensaio farmacoldgico (d).

Fonte: Elaborada pelo autor, 2017.
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3.6.4.4 Teste térmico operante de avaliagdo da dor orofacial

Para avaliacdo dos efeitos dos diversos tratamentos sobre a sensibilidade orofacial foi
utilizado um dispositivo térmico operante de avaliagdo da dor orofacial, semelhante ao
desenvolvido por Neubert et al. (2005), e adaptado para camundongos por Neubert et al. (2008).
Este aparato consiste de uma caixa de acrilico (20 cm? x 20 cm? x 16 cm?) com uma abertura
de 2cm? em uma das paredes, no qual foi colocado o tubo de metal (cobre) em forma de U,
conectado a um resistor, para manté-lo aquecido a uma temperatura constante de 47° C,
utilizando um amperimetro digital. Uma garrafa padrdo de agua para camundongos é montada
ao lado de fora da caixa, de forma que, para beber a agua o animal devera obrigatoriamente
encostar a regido orofacial no tubo de metal aquecido. Uma camera de video (Sony® AVCHD)
foi utilizada gravar todos os comportamentos dos animais para posterior analise dos resultados.

Inicialmente os camundongos foram treinados para localizarem as garrafas, contendo
agua e uma solucdo adocada (1: 2, leite condensado Nestle®) a temperatura ambiente, em varias
sessdes sem e com jejum alimentar prévio de 12h. Para facilitar a localizacdo da garrafa pelo
animal, nas sessdes iniciais foram colocados trés animais juntos em cada caixa, j& que a
localizagdo da garrafa por um camundongo ira indic-la aos demais. Todos os animais treinados
conseguiram localizar a garrafa em varias sessoes.

No dia anterior ao teste foi realizado a tricotomia da regido orofacial dos animais sob
anestesia geral com solucéo (0,01mL/10g) de ketamina (Cetamin®, cloridrato de Cetamin 10%)
e xilazina (Dopaser®, cloridrato de xilazina 2%) na proporcdo de 2,5:1,5, respectivamente.
Apos jejum alimentar de 12h, os animais (n=7) receberam aplicacgdes topicas (50 fric¢bes, com
auxilio de swab estéril) na area tricotomizada direita e esquerda da regido orofacial, de 400mg
dos diversos tratamentos (grupos CTRL, CTRP, T62,5, T125 e T250). Apds 5 minutos, 0s
animais foram colocados no aparato e tiveram seu comportamento gravados por 30 minutos

para anélise posterior do tempo que os animais gastaram ingerindo a solugdo adocicada.
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Figura 11 - Fluxograma dos grupos de tratamento e nimero de animais utilizando Teste
térmico operante de avalicdo da dor orofacial.

Teste térmico operante de avaliagdo da dor orofacial

CTRL CTRP F62.5 F125 F250

sete camundongos por grupo de tratamento

Fonte: Elaborada pelo autor, 2017.

Figura 12 - Caixa de acrilico (20 cm? x 20 cm? x 16 cm?) com uma abertura de 2cm?em uma
das paredes com tubo de metal (cobre) interligado a um dispositivo que transforma eletricidade
em calor (a). Amperimetro digital DT266 utilizado no controle de temperatura do experimento
(b). O animal obrigatoriamente encostar a regido orofacial no tubo de metal aquecido para
acesso garrafa padrdo de agua para camundongos (c). Tricotomia da regido orofacial dos
animais, area de inervacdo dos nervos maxilar e mandibular (nervo trigémeo) (d).

5

Fonte: Elaborada pelo autor, 2017.
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3.7 Eutésia dos animais

Terminado o periodo experimental, todos os animais foram eutanasiados através da
injecdo intraperitoneal de solugdo de Ketamina 10% (300 mg/Kg) e Xilazyna 2% (15 mg/Kg)
seguida de deslocamento cervical.

3.8 Andlise estatistica

Na analise estatistica foi aplicado o teste de Shapiro-Wilk para verificagdo da
normalidade dos dados. Para os dados paramétricos utilizou-se a Analise de Variancia de uma
via (one-way ANOVA) seguida pelo teste de Tukey, enquanto os dados ndo paramétricos foram
analisados pelo teste de kruskall Wallis. As diferencas foram consideradas significativas

quando p<0,05.
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4 ARTIGOS A SEREM SUBMETIDOS

Artigo 1 - Desenvolvimento de um gel anestésico e analgésico topico bucal com extrato de
Aspidosperma pyrifolium Mart sera submetido ao periédico Journal of Thermal Analysis and
Calorimetry.

Artigo 2 - Avaliacdo da atividade anestésica e analgésica do gel bucal de Aspidosperma
pyrifolium Mart sera submetido ao periédico The Journal of Oral & Facial Pain and

Headache.
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4.1artigo 1

Desenvolvimento de um gel anestésico e analgésico topico bucal com extrato de

Aspidosperma pyrifolium Mart

Roniery O. Costal, Cleildo P. Santana?, Fernando Ramos?, Isabel P. Rabello®, Ana Claudia D.

Medeiros”

!Laboratério de Desenvolvimento e Ensaios de Medicamentos, Centro de Ciéncias Bioldgicas
e da Saude, Universidade Estadual da Paraiba, R. Baraunas, 351, Bodocongd, Campina Grande,
Paraiba 58429-500, Brasil. *E-mail: anaclaudia@uepb.edu.br

ZLaboratorio de Tecnologia Farmacéutica da Faculdade de Farmacia, Universidade Federal de
Minas Gerais, Av. Pres. Anténio Carlos, 6627 - Pampulha, Belo Horizonte — Minas Gerais
31270-901, Brasil.

3Laboratorio de Avaliaco e Desenvolvimento de Biomateriais do Nordeste, R. Aprigio Veloso,
n° 882, Bodocongd, Campina Grande, Paraiba 58429-900, Brasil.

Resumo

Aspidosperma pyrifolium Mart é uma planta nativa do semiarido brasileiro presente no bioma
caatinga que apresenta propriedades farmacoldgicas com énfase nos efeitos analgésicos e anti-
inflamatdrios. Assim, o objetivo deste trabalho foi desenvolver um gel bucal anestésico,
utilizando extrato de A. pyrifolium e métodos analiticos. As cascas desta planta foram coletadas
no Distrito de So José da Mata, Campina Grande, PB. O material vegetal coletado foi seco em
estufa de ventilacdo forcada a temperatura constante, em seguida submetida a extracdo por
turbolise. O extrato produzido foi seco em Spray Dryer, utilizado Aerosil® 200, como adjuvante
farmacotécnico. As misturas binarias entre o extrato da planta e os excipientes bicarbonato de
sodio, carbdmero 940, carboximetilcelulose, glicerina, hidroxido de célcio, hidroetilcelulose,
propilenoglicol, sorbitol e trietanolamina, foram avaliadas por analise térmica, difracdo de
raios-X e espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier. Os
resultados mostraram que 0s excipientes farmacéuticos compativeis como o extrato foram o
carbdmero 940, trietanolamina e propilenoglicol. Portanto, os métodos analiticos utilizados

mostraram quais excipientes podem ser escolhidos, para melhorar a estabilidade da formulacao.

Palavras-chaves: Aspidosperma, Excipientes Farmacéuticos, Estudo de Compatibilidade,

Anestésico, Analise Térmica, Métodos Analiticos.
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Introducéo

Aspidosperma pyrifolium Mart. (APM) é uma planta pertencente a familia Apocynaceae
que possui cerca de 200 géneros e 2000 espécies. O género Aspidosperma ocorre apenas na
América, da Argentina ao México, e distingue-se pela ocorréncia de alcaldides indélicos [1].
No Brasil, APM é nativa da caatinga nordestina, conhecida como "pereiro™ ou "peroba-rosa",
sua composigéo fitoquimica é composta por alcaldides, taninos, fendis, flavonoides, xantonas,
resinas e albumina [2], provaveis responsaveis por seus efeitos farmacoldgicos, principalmente
os efeitos analgésicos e anti-inflamatorios e anestésicos [3]. O extrato de APM foi caracterizado
por Rodrigues [3] utilizando andlise térmica (TG e DSC) e infravermelho préximo (NIR). Os
resultados sugeriram a estabilidade do extrato com potencial para a producéo de fitoterapicos.

Estudos de pré-formulacdo, principalmente os testes de compatibilidade s&o
imprescindiveis na identificacdo dos excipientes farmacéuticos mais compativeis com 0s
extratos de plantas [4]. Além disso, as interacOes sdo avaliadas de acordo com a aparéncia,
alteracGes ou desaparecimento de picos exotérmicos e endotérmicos e varia¢fes nos valores de
entalpia nas curvas térmicas das misturas farmaco-excipiente [5,6].

Nem todas as interacdes solido-solido indicam uma incompatibilidade farmacéutica, pois
técnicas como analises térmicas (TG, DTA e DSC) e técnicas analiticas (DRX e IF-TR),
avaliam possiveis interacGes fisica e quimicas, respectivamente, que podem favorecer ou ndo
do desenvolvimento de novas formulacdes [7]. Portanto, o objetivo deste trabalho é desenvolver

um gel bucal com extrato de Aspidosperma prifolium Mart

Material e Métodos

Obtencao do material vegetal e producéo do extrato

As cascas de APM foram coletadas no Distrito de S&o José da Mata, Campina Grande,
PB (coordenadas S7°13°27,56” — W36°00°53,37”). O material foi identificado e a exsicata
depositada no herbéario da Universidade Federal da Paraiba, sob o nimero 20104.

O material vegetal coletado foi seco em estufa de ventilacdo forcada a temperatura
constante de 40°C e processado em moinho de facas, com granulometria em torno de 10 mesh.
A droga vegetal foi entdo submetida a extracdo por turbdlise, com uma solucao hidroetanolica
a 50%, durante 15 minutos. Para a realizagéo da extragdo foram utilizados 20g da droga vegetal
para cada 100 mL de solucdo extrativa. O extrato hidroetandlico foi seco em Spray Dryer, com

temperatura de entrada de 120 °C, e temperatura de saida entre 90 e 95 °C, com fluxo de
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alimentacdo de 8 mL por minuto. No processo de secagem foi utilizado Aerosil® 200, na

proporcao de 20%, como adjuvante farmacotécnico.

Estudo de compatibilidade extrato — excipientes farmacéuticos

As misturas binarias foram preparadas a partir de misturas fisicas do extrato nebulizado
de APM com os seguintes excipientes farmacéuticos: bicarbonato de sédio (BIC), carbopol
(CBP), carboximetilcelulose (CMC), glicerina (GLI), hidroxido de calcio (HID),
hidroxidoetilcelulose (HEC), propilenoglicol (PRO), trietanolamina (TRI) e sorbitol (SOR). Os
estudos foram realizados, utilizando trés excipientes de cada classe (espessante, umectante e

alcalinizante) em proporcoes de 1: 1.

Anélise Térmica Diferencial (DTA)

As curvas DTA das amostras foram obtidas num analisador térmico, marca Shimadzu, no
qual serd utilizado num fluxo de nitrogénio, com 50mL/min., como g&s de purga da amostra. A
programacao utilizada foi de 25 até 500°C, com razdo de aquecimento de 10°C/min. A amostra

sera acondicionada em uma porta-amostra de aluminio. A massa utilizada foi de + 2 mg.

Difracéo de Raios-x (DRX)

As analises de DRX foram realizadas em um difratomer 6000 DRX (Shimadzu), com
varredura de 10° a 70° (20 /mim), na escala 20, e radiacao Cu (Kal). O equipamento foi
operado a tensdo e 40,0 KV e corrente e 30,0 mA. Os dados obtidos foram analisados pelo

software Origin® verséo 8.1.

Espectroscopia na Regido do Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR)
As analises de FT-IR foram realizadas em um aparelho Perkin-Elmer modelo 1600,
utilizando discos KBr, no intervalo de 4000 — 400cm™.

Resultados e discusséo
Estudo de compatibilidade por DTA
A fig. 1 e 2 apresenta a curva de DTA do extrato, enquanto a tabela 1 mostram os picos

e entalpia dos eventos térmicos que foram observados nas curvas DTA. A curva do extrato

apresentou trés picos endotérmico, sendo o primeiro observado em 77,35 °C (AH=-110,45J g
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1), provavelmente relacionado com a perda de agua, solvente ou compostos volateis. Rodrigues
(2015) caracterizou o extrato dessa planta no DSC, e observou também trés etapas

endotérmicas, com inicio do processo de decomposi¢do em 294,27 °C (AH = 74,67 J gb).

|—— Extrato de A. pyrifoliun

Temperature difference/pV
ro
1

T T T T T T T T T T 1
0 50 100

T T T T T T
200 250 300 350 400 450

Temperature/°C

1
150
Fig. 1 Curva DTA do extrato de Aspidosperma pyrifolium Mart.

As misturas do extrato de APM com CBP e HEC apresentaram compatibilidade,
conforme descrito na figura 2 (b) e (f). Nessas misturas observaram-se um somatério e
retardamento dos picos de calor, ndo apresentando indicios de interagdes com 0s excipientes.
Na mistura com CBP (Fig. 2b) apresenta uma temperatura de degradacdo de 381, 40 °C (Tabela
1), no qual a literatura relata que esse excipiente sofre transicéo vitrea entre 100 e 105 °C com
decomposicdo em temperaturas acima de 260 °C [8], caracteristicas ratificadas na tabela 1, com
temperatura de degradacdo em 272,20 °C.

As misturas do extrato de APM com BIC, CMC, GLI, HID, PRO, TRI e SOR
apresentaram possiveis indicios de interacfes, necessitando a analise por DRX e FT-IR. Nas
misturas binarias com BIC (Fig 2a) e GLI (Fig. 2d) observaram uma antecipacao do pico de
fuséo e consequentemente da temperatura de decomposicdo, conforme descrito da tabela 1, as
temperaturas de 183,10 °C e 289, 71°C, para o BIC e GLI, respectivamente. Rowe e
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colaboradores (2009) evidenciam que a degradacdo do BIC é em torno de 270 °C, no entanto,
o0 ponto de fusdo e de degradacdo da GLI é 290 °C.

A mistura com CMC, HID, PRO e TRI, descritos nas fig. 2 (c), (e), (g) e (i) apresentaram
0 desaparecimento de picos, nas curvas DTA, que sugeri possiveis incompatibilidade entre o
extrato e 0s excipientes, necessitando a analise por DRX e IF-TR. The Merck Index descreve o
ponto de fusdo do PRO em 188,2 °C, valor préximo ao encontrado na pesquisa no valor de
198,93 °C. A literatura relata que o ponto de ebulicdo da TRI é 335,4 °C (The Merck Index,
2013), entretanto, na tabela 1, a mistura do extrato com este excipiente, antecipou o ponto de
ebulicdo para 331,9 °C, além do desaparecimento do 3° pico do extrato, em temperatura superior
a descrita. O HID n&o apresentou pico e quando associado ao extrato foi degradado a partir de
425,20 °C (2° pico) e segundo Handbook of Pharmaceutical Excipients, o HID néo se funde,
mas desidrata-se completamente formando CaO acima de 580 °C. Na mistura com
carboximetilcelulose houve a supressao do 2° pico do extrato, no entanto, Rowe e colaboradores
(2009) relata que este excipiente farmacéutico inicia-se a decomposicdo a cerca de 227 °C,
carbonizando-se a 252 °C, justificando assim, a analise pelo FT-IR.

A mistura do extrato com SOR (fig 2h) apresentou no DTA, o surgimento de novo pico
exotérmico (AH = 70,49 J.g'1) a 348,42 °C, necessitando sua analise por DRX e IF-TR. No

entanto, o pico endotérmico dessa mistura ocorreu em 122, 24 °C [8].
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Fig. 2 Curvas de DTA do extrato de APM, excipientes e misturas binarias (a) bicarbonato de

sodio, (b) carbopol, (c) carboximetilcelulose, (d) glicerina, (e) hidroxido de célcio, (f)

hidroxietilcelulose, (g) propilenoglicol, (h) sorbitol, (i) trietanolamina.



Tabela 1. Dados das curvas DTA referentes as etapas de decomposicdo do extrato APM, excipientes farmacéuticos e misturas binarias.
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Difracéo de raios-X (DRX)

Amostras foram analisadas por difracdo de raios-x (DRX), e os difratogramas
correspondentes apresentam-se dispostos na fig. 3. Foram produzidas misturas binarias entre o
extrato e 0s excipientes na proporcao de 1:1, no intuito de aumentar a probabilidade da ocorréncia
de alteragOes cristalograficas que pudessem ser detectadas nas andlises realizadas.
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Fig, 3 Curvas de Difracdo de Raios-X do extrato e suas misturas binarias: (a) APM (b) bicarbonato
de Sddio, (c) carboximetilcelulose, (d) glicerina, (e) hidroxido de célcio, (f) propilenoglicol, (g)

sorbitol e (h) trietanolamina.
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O perfil difratografico referente ao extrato de APM é apresentado na fig. 3a, sob a forma de
um ruido caracteristico de extrato amorfo, conforme o esperado para este tipo de amostra, A
caracteristica amorfa do extrato vegetal € atribuida, principalmente, a sua composicdo complexa e
variavel de fitocompostos com diferentes estruturas moleculares [9].0 conjunto destas substancias,
ao ser submetido a um processo de secagem, ndo permite a formagdo de estruturas organizadas
solidas de mesma composigéo (cristais), A conformacdo amorfa do extrato seco confere a estas
propriedades como baixa estabilidade fisico-quimica, alta higroscopicidade e caracteristicas pobres
de fluxo [10].

O ruido caracteristico do perfil difratografico do extrato seco apresenta uma baixa
intensidade de sinal detectado, conforme observado no eixo y da fig. 3a. Ao ser combinado em
mistura com excipientes altamente organizados como BIC (fig. 3b) e HID (fig. 3e), a intensidade
dos picos cristalinos destes tende a ser reduzida. Entretanto, para ambos 0s excipientes, a
conservacao da presenca dos picos em seus angulos caracteristicos aponta que ndo houveram
mudancas estruturais nestes, sugerindo, desta forma, a compatibilidade de ambos com o extrato no
estado solido.

Muitos componentes utilizados em formulagdes farmacéuticas sao amorfos, como é o caso
de polimeros, a exemplo da CMC (fig. 3c), A mistura binaria deste excipiente com o extrato seco
apresentou um perfil cristalografico muito semelhante ao difratograma da CMC isolada. Esta
possivel superposicdo pode ser atribuida ao maior tamanho das moléculas deste polimero em
relacdo aquelas que compbem o extrato, entretanto, ndo sugere que haja interacdo ou
incompatibilidade entre os componentes da mistura.

Os excipientes SOR, PRO e GLI apresentaram, inicialmente, perfis difratogréficos
completamente amorfos (fig. 3g, 3f e 3d, respectivamente), que podem ser atribuidos
principalmente a sua conformacdo sob a forma liquida. Na presenca do extrato, as misturas binarias
produzidas também apresentaram perfis amorfos, Estes perfis resultantes, que podem sugerir a
dissolugdo do extrato juntamente com o excipiente, também ndo fornecem evidéncias de
incompatibilidade entre os componentes, haja visto a conservacdo dos perfis de ambos os
componentes.

O perfil difratografico da TRI (fig. 3h), de maneira semelhante, também se apresentou sob a
forma de um ruido, caracteristicamente amorfo, atribuido a forma liquida de apresentacédo deste

excipiente. A mistura produzida entre este e o extrato seco apresentou difratograma
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predominantemente amorfo, entretanto, com o surgimento de trés picos de cristalinidade que foram
detectados nos angulos de 19,88, 26,10 e 31,90°.

O surgimento destes picos na mistura binaria sugere a ocorréncia de cristalizacdo decorrente
da combinagio do extrato seco com a TRI. E possivel que a formacéo de cristais ocorra em
decorréncia desta combinacgdo, uma vez que a presenca deste excipiente de carater alcalino pode
causar a precipitacao de substancias alcalinas do extrato, a exemplo de alcaloides [10].

O surgimento de picos de cristalinidade na mistura binaria entre o extrato seco e a TRI
constitui evidéncia de uma possivel incompatibilidade entre estes componentes e, uma vez que a
precipitacdo de substancias sob a forma de cristais poderia alterar a composi¢do do extrato numa
formulacdo, esta interagcdo caracterizaria uma incompatibilidade fisica ou quimica que poderia
levar a perda de eficacia ou de seguranca da formulacédo, devendo, desta forma, ser devidamente

investigada.

Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR)

O espectro FT-IR referente ao extrato de APM (fig. 4a) apresentou, na faixa entre 3700 e
3008 cm?, uma banda de absor¢io larga de média intensidade, indicativo da presenca de
grupamentos hidroxila (estiramento -OH) [11]. O surgimento desta banda de absor¢éo ¢ esperado,
tendo em vista a grande propor¢do de moléculas hidroxiladas numa amostra proveniente de fonte
vegetal, uma vez que nesta € marcante a presenca de compostos polifenolicos, A banda de absorcéo
presente entre 2996 e 2777 cm™, estreita e de baixa intensidade, ¢ indicativa de estiramentos de
ligacdes C-H de alta frequéncia, podendo ser atribuida a natureza organica dos compostos presentes
no extrato vegetal.

Uma banda estreita e fraca na regido entre 1784 e 1537 cm?, presente no espectro do extrato,
juntamente com uma banda forte e estreita entre 1303 e 883 cm'%, sdo indicativos de deformacdes
em ligacBes C=0 de grupos carbonila [11], que provavelmente se relacionam com uma ampla
variedade de compostos presentes em extratos vegetais, como taninos, flavonoides, polifendis e
antraquinonas, As demais bandas de absorcdo tiveram seu registro prejudicado, provavelmente
devido a forte sobreposicdo de picos, uma vez que o extrato € uma mistura complexa de diferentes

substancias, produzidas por meio de diversas vias quimicas em um organismo Vivo.
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trietanolamina.



52

A mistura binaria entre o extrato de APM e o BIC (Fig. 4a) apresentou uma banda larga de
média intensidade (3678 a 3013 cm™) e uma banda estreita e fraca (2991 a 2802 cm™), Ambas as
bandas sdo semelhantes aquelas observadas na mesma faixa no espectro do extrato, sendo
atribuidas a presenca deste. De maneira semelhante, as bandas de absor¢éo presentes no extrato em
1784-1537, 1500-1355 e 1303-883 cm™ foram conservadas na mistura binaria. Entretanto, as
bandas de absorgdo presentes no espectro do excipiente em 864-745 e 734-664 cm™ (deformacdes
de hidrogénio fora do plano) foram suprimidas, indicando ocorréncia de incompatibilidades
quimicas entre 0s componentes da mistura.

O espectro da mistura entre o extrato de APM e o CMC (fig. 4b) apresentou, em 3705-3011
cm™ uma banda sugestiva de grupos hidroxila semelhante aquelas observadas nos espectros do
extrato e do excipiente. Esses grupamentos hidroxila podem ser detectados, provavelmente, tanto
em virtude da presenca de moléculas hidroxiladas nas amostras quanto também a presenca de agua
livre nestas, tendo em vista sua natureza amorfa e higroscopica. As bandas observadas em 2969-
2764, 1771-1529, 1193-855 cm™ mantiveram-se conservadas tanto em relagéo ao extrato quanto
ao excipiente, As bandas apresentadas pela mistura em 1424-1395 e 1349-1297 séo provavelmente
oriundas da presenca do excipiente. Desta forma, ndo foram observadas, no espectro desta mistura,
alteracdes de bandas que sugerissem a ocorréncia de interacdo quimica entre o extrato e o CMC.

O espectro da mistura entre o extrato e a GLI (fig. 4c) apresentou uma banda sugestiva de
hidroxilas em 3681-3002 cm™, a qual estd presente tanto no espectro do extrato quanto do
excipiente. Duas bandas estreitas e fracas entre 2986 e 2800 cm™ (sugestiva de estiramento de CH
alifatico) foram registradas para a mistura, sendo esta associada a presenca da glicerina na mistura.
A banda apresentada na mistura entre 1772 e 1544 cm™ provavelmente corresponde aquela
referente aos grupamentos C=0 presentes no extrato. A banda de absorcéo do extrato entre 1303 e
883 cm™ encontra-se sobreposta, no espectro da mistura, a trés outras bandas de absorcédo da
glicerina, nas regies de 1154-1082, 1082-1006 e 1006-946 cm™, ndo sendo observadas, para essa
mistura, supressdes ou outros sinais indicativos de incompatibilidade quimica.

O espectro obtido para o HID (fig. 4d) apresentou bandas de absorcdo caracteristicas para
este excipiente. Uma banda estreita e forte entre 3678 e 3581 cm™ sugere o estiramento
caracteristico de ligacdes O-H nas hidroxilas ligadas ao célcio, ndo sendo observada a presenca de
agua livre na amostra. As bandas de intensidade fraca em 1623-1286, 1179-987 e 887-826 cm™ sdo
sugestivas de diferentes modos de vibracao das ligagdes C-O nos grupos carbonato [12]. Todas as
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bandas do excipiente e do extrato mantiveram-se conservadas no espectro da mistura binaria, ndo
sendo observadas alteracfes sugestivas de interacdes quimicas entre 0s componentes.

De maneira semelhante, também néo foram observados indicios de interagdo quimica entre
o extrato e o PRO (fig. 4e). A banda de absorcdo em 3652-3034 cm™ sugere o estiramento das
ligagbes O-H presentes ndo s6 nas moléculas constituintes do extrato e do excipiente, mas
provavelmente também na umidade presente na amostra. A banda tripla em 3009-2782 cm™ sugere
0 estiramento C-H em carbonos primarios e secundarios, observado também no espectro do
excipiente. As bandas presentes em 1140, 1041 e 842 cm™ sio sugestivas de deformagdes C-O fora
do plano em moléculas do excipiente, estando presentes também no espectro da mistura binaria,
Em 993 e 926 cm™ é possivel observar bandas sugestivas de deformages C-H fora do plano,
presentes no espectro do excipiente e reproduzidas no espectro da mistura binaria. A conservacao
de todas as bandas de absorcdo do extrato e do excipiente permite sugerir a auséncia de
incompatibilidade quimica entre o extrato e o PRO.

O espectro da mistura entre o extrato e o0 SOR (fig. 4f) apresentou bandas de absorcéo
presentes nos espectros de ambos os componentes, E provavel a ocorréncia de sobreposicéo de
bandas no espectro desta mistura devido a semelhanca entre os espectros dos componentes
isolados, atribuida a semelhante composi¢do de compostos organicos e hidroxilados no extrato e
no excipiente. Ainda assim, é possivel sugerir a auséncia de incompatibilidades quimicas entre o
extrato e o SOR.

A amostra de TRI (fig. 49) apresentou bandas de absorcdo caracteristicas para esta
substancia. A banda forte e larga em 3652-3015 cm™ sugere o estiramento O-H em hidroxilas
adsorvidas na amostra. A banda tripla em 3015-2739 cm™ ¢ sugestiva de estiramento C-H de
carbonos primarios e secundarios. As bandas presentes entre 1456 e 1113 cm™ sdo associadas a
vibrages em ligagdes C-C e C-H fora do plano. Duas bandas fortes e estreitas em 1110-964 cm™
sugere o estiramento de ligagdes C-O e C-N. Ja as bandas observadas entre 929 e 833 cm™
provavelmente estdo associadas a vibragdes fora do plano de C-N, C-C, C-O ou C-C-O [13]. Uma
vez que todas as bandas de absor¢cdo do excipiente e do extrato mantiveram-se conservadas no
espectro da mistura binaria, é possivel afirmar que ndo houveram indicios de incompatibilidade

quimica entre o extrato e a TRI.

Conclusdo
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O estudo de compatibilidade realizado por DTA, DRX e FTIR, entre 0 extrato de A.
pyrifolium e excipientes farmacéuticos utilizados no desenvolvimento de formulag6es semissélidas
mostraram que apenas o bicarbonato de sodio apresentou incompatibilidade quimica com o extrato.
E que dentre os excipientes farmacéuticos compativeis como o extrato foram escolhidos para o
desenvolvimento do gel anestésico e analgésico o carbopol, trietanolamina e propilenoglicol.
Portanto, os métodos analiticos utilizados mostraram quais excipientes podem ser escolhidos, para

melhorar a estabilidade da formulacao.
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4.2 Artigo 2
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RESUMO

Objetivo: Avaliar a atividade anestésica e analgésica de gel bucal de Aspidosperma pyrifolium
Mart. Métodos: Foram utilizados 143 camundongos machos swiss com peso entre 25 a 35 gramas,
na avaliacdo da atividade motora (Rota-rod), teste da formalina orofacial, teste térmico operante
de avaliacdo da dor orofacial e bloqueio do nervo ciatico. Utilizaram 5 grupos experimentais:
controle negativo, benzocaina a 20% e os géis de A. pyrifolium com 62,5, 125 e 250 mg/kg, com
excecdo do ultimo ensaio, que avaliou a atividade anestésica do extrato no nervo ciatico em 62,5,
31.25, 10,4 e 3,125mg/mL. Foi avaliado também a atividade motora do camundongo, utilizando
do extrato por 250mg/kg via oral, além dos ensaios da formalina orofacial e do teste térmico
operante de avaliacdo da dor orofacial. Resultados: O extrato e géis de A. pyrifolium néo
deprimiram o sistema nervoso central do camundongo. Os tratamentos de 62,5, 125 e 250 mg/kg
inibiram significativamente a dor no labio esquerdo do camundongo comparado a benzocaina 20%
em 5 (p< 0,01) e entre 15 e 40 minutos apos administracdo da formalina orofacial (p< 0,001). O
extrato em 62,5 mg/kg apresentou atividade anestésica significativa em relagdo a 31.25, 10,4,
3,125mg/mL, solucdo salina 0,9% e lidocaina 5mg/mL (p< 0,001). Os geéis de A. pyrifolium
apresentaram excelente atividade antinociceptiva em 125mg/kg comparado a benzocaina 20% em
1 (p< 0,01), 5 (p< 0,001) e 10 (p<0,05) minutos apds a insercdo do animal na gaiola de acrilico e,
em 1 (p<0,01) e 5 (p< 0,01) minutos com 250mg/kg comparado ao controle negativo. Concluséo:
Os géis de A. pyrifolium com 125 e 250mg/kg apresentam excelente efeito antinociceptivo,



57

decorrentes da sua agdo anestésicas e analgésicas, que podem favorece sua utilizagdo na clinica
odontoldgica.
Palavras-Chaves: Dor Orofacial; Aspidospermas; Anestesia Local; Anestesia e Analgesia.

INTRODUCAO

As pesquisas com fitoterapicos vém avangando na odontologia! principalmente no
desenvolvimento de novos anestésicos topico, que possam substituir em alguns procedimentos a
anestesia infiltrava por ocasiona desconforto, medo e ansiedade ao paciente nos procedimentos
odontolégicos 2.

O primeiro anestésico topico desenvolvido utilizou a cocaina (alcaloide) isolada da planta
Erythroxylum coca®, utilizada com sucesso na oftalmologia em cirurgia de catarata®. A partir de
novos estudos, a cocaina teve sua estrutura molecular alterada com intuito de desenvolver drogas
sintéticas anestésicas, mais seguras e eficazes, destacando-se a lidocaina, bupivacaina,
mepivacaina, prilocaina, ropivacaina, etidocapina e levobupivacaina®.

O anestésico topico, na forma de gel, mais utilizado na odontologia é a benzocaina 20 %>,
entretanto ndo apresenta uma acéo anestésica eficaz para os procedimentos odontoldgicos’, sendo
indicado, principalmente na exodontia de dentes deciduos® e antecedendo a anestesia infiltrativa.®

Aspidosperma pyrifolium Mart. (APM) ou “pereiro” € uma arvore nativa
da caatinga nordestina, conhecida na medicina traldicion pelos seus efeitos analgésicos e anti-
inflamatorios, apresentando um efeito analgésico superior a dipirona'®!!, O objetivo desse trabalho

foi avaliacdo da atividade anestésica e analgésica do gel bucal de Aspidosperma pyrifolium Mart.

MATERIAL E METODOS
Obtencdo do extrato hidroetanolico das cascas de APM (EHAPM)

As cascas de APM foram coletadas no Distrito de Sdo José da Mata, Campina Grande, PB
(coordenadas S7°13°27,56” — W36°00°53,37”). O material foi identificado e a exsicata depositada
no herbéario da Universidade Federal da Paraiba, sob 0 nimero 20104.

O material vegetal coletado foi seco em estufa de ventilacdo forcada a temperatura constante
de 40°C e processado em moinho de facas, com granulometria em torno de 10 mesh. A droga

vegetal foi entdo submetida a extracdo por turbolise, com uma solucdo hidroetandlica a 50%,
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durante 15 minutos. Para a realizagdo da extracao foram utilizados 20g da droga vegetal para cada
100 mL de solucdo extrativa. O extrato hidroetandlico foi seco em Spray Dryer, com temperatura
de entrada de 120 °C, e temperatura de saida entre 90 e 95 °C, com fluxo de alimentacdo de 8 mL
por minuto. No processo de secagem foi utilizado Aerosil® 200, na propor¢do de 20%, como

adjuvante farmacotécnico.

Desenvolvimento do gel de APM

O gel foi desenvolvido, tendo com base o estudo de compatibilidade realizado
anteriormente. A formulacao do gel foi produzida com os seguintes excipientes: carb6mero 940,

propilenoglicol e trietanolamina.

Animais

Foram utilizados 143 camundongos machos Swiss adultos, da espécie Mus musculus, classe
Mammalia, ordem Roedentia, familia Muridae, entre 25 a 35 gramas, provenientes do biotério das
Faculdades de Enfermagem e de Medicina Nova Esperanga (FACENE/FAMENE), situado no
Municipio de Jodo Pessoa— PB. Os animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno com cama
de maravalha, com temperatura de 23 + 1°C e iluminacdo (12 hs de ciclo claro/escuro, com 0s
experimentos realizados no periodo claro do ciclo) controlada, com condi¢Ges adequadas de racdo
e agua ad libitum. Foram excluidos do estudo aqueles animais que apresentaram qualquer sinal ou
sintoma de enfermidade local ou sistémica. Esta pesquisa foi aprovada pelo comité de ética no uso
de animais (CEUA) da FACENE/FAMENE através do n° 0062.2017.2.

Teste da Formalina orofacial

O Teste da Formalina orofacial descrito inicialmente em ratos*? e depois em camundongos,*®
é utilizado para acessar processos nociceptivos na regido orofacial. A aplicacio topica de 400mg?®
dos diversos tratamentos (grupos CTRL, CTRP, F62,5, F125 e F250) no labio superior esquerdo
de cada camundongo (n=6), foi realizada através de 20 friccdes. Ap6s 30 minutos* da
administragdo dos tratamentos (5 minutos para o controle positivo, grupo CTRP®), foi realizada a

aplicacdo da injecdo subcutanea de formalina (20 pl, 2%) no labio superior esquerdo (&rea
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perinasal),>%1" e em seguida o comportamento nociceptivo foi avaliado durante duas fases: a
primeira (fase neurogénica) que ocorreu entre 0-5 minutos ap6s a administracdo da formalina,
seguida por um periodo de laténcia de cerca de 10 min; e a segunda fase (fase inflamatoria) que
ocorreu no periodo de 15-40 min, ap6s a administracdo da formalina. Os animais foram observados
individualmente em funis de vidro com espelhos posicionados posteriormente de forma a permitir
uma visdo da geral de cada animal. Foi contabilizado o tempo (em segundos) que 0s animais
empregaram esfregando a regido orofacial com a pata ipsilateral anterior e posterior.** Uma camera

digital Sony AVCHD foi usada para gravar o comportamento nociceptivo dos animais. 1>

Avaliacgéo da atividade motora (Rota-rod)

O teste do Rota-rod*® ¢ usado para averiguar a influéncia dos tratamentos sobre a atividade
motora de ratos e camundongos. Inicialmente os animais foram treinados 24 horas antes do teste'®
e selecionados aqueles capazes de permanecer na barra giratéria do aparelho, com rotacdo de 20
rpm? por mais de 120 segundos.’® No dia seguinte, os camundongos selecionados receberam a
aplicacdo tdpica de 400mg® no labio superior esquerdo (friccionando-se por 20 vezes), dos
tratamentos descritos a seguir (n=6):

e CTRN (controle negativo) - gel desenvolvido com apenas 0s excipientes farmacéuticos;

e CTRP (controle positivo) - Benzotop® 200mg/g (benzocaina a 20%);

e F62,5, gel de APM na proporc¢éo de 62,5mg/kg;

e F125, gel de APM na proporcédo de 125mg/kg;

e F250 - gel de APM na proporcéo de 250mg/Kg;

e EHAPM250 - administracdo por via oral (10mL/kg) da maior concentracdo (250mg/kg) de
APM diluido em salina fisioldgica.

Apo6s 30 minutos da aplicagdo tdpica (com excecdo do grupo CTRP, que utilizou-se um
tempo de 5 minutos), os animais foram colocados na barra giratoria (20 rpm)?, por até 120
segundos®®. Os animais que cairam da barra foram imediatamente reconduzidos ao aparelho, apds
cada queda, até o limite de 120 segundos. Foram registrados o tempo de permanéncia até a primeira

queda e nimero de quedas de cada animal.®

Bloqueio do nervo ciatico



60

O teste do bloqueio do nervo ciatico?! é utilizado para determinar a atividade anestésica local
em camundongos. Para tanto, os animais foram selecionados em 8 sessdes de treinamentos, como
descritos a seguir: os camundongos foram colocados no centro de uma tela metalica (fio 1 mm de
diametro, malha de 5mm) invertida para que estes escalassem até a borda. Os animais com
capacidade de andar normalmente natela invertida, usando os quatro membros, foram selecionados
para 0 ensaio farmacoldgico. 2

Os camundongos foram gentilmente contidos para administracdo de 0,05mL dos tratamentos,
na regido da fossa poplitea da pata posterior esquerda (na regido do nervo ciatico) (figura 1a)
usando uma agulha de calibre 27G.% Os grupos experimentais (n=7) consistiram de:

e CTRAP (controle positivo), lidocaina 5mg/mL (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil);

e CTRLN (controle negativo), salina fisioldgica;

e EHAPMG62,5, (extrato hidroetanolico das cascas de APM na concentracdo de 62,5mg/mL em
salina fisiolégica);

e EHAPMS31,25 (extrato hidroetandlico das cascas de APM na concentracdo de 31,25mg/mL
em salina fisioldgica);

e EHAPMI15,62 (extrato hidroetandlico das cascas de APM na concentracdo de 15,62mg/mL
em salina fisioldgica);

e EHAPM?7,81 (extrato hidroetanolico das cascas de APM na concentragdo de 7,81mg/mL em
salina fisioldgica).

Apos a injecdo dos tratamentos na fossa poplitea, nos tempos de 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35,
40, 45, 50, 55, 60, 120 minutos, os camundongos foram testados individualmente na tela metélica
invertida, quanto da sua capacidade de usar a pata posterior esquerda para escalar a tela. Foi
considerada presenca de atividade anestésica quando o animal foi incapaz de usar o membro
injetado para escalar a tela?? (figura 1b). Todo este procedimento experimental foi gravado com

uma camera de video (Sony® AVCHD) para posterior anélise dos resultados.
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Figura 1. Aplicacdo dos tratamentos dos grupos CTRAP, CTRLN, EHAPM62,5, EHAPM31,25,
EHAPM15,62 e EHAPM7,81 no nervo ciatico do camundongo (a) com anestesia da pata esquerda

(b).

Teste térmico operante de avaliagdo da dor orofacial

Para avaliacdo dos efeitos dos diversos tratamentos sobre a sensibilidade orofacial foi
utilizado um dispositivo térmico operante de avaliagdo da dor orofacial, semelhante ao
desenvolvido por Neubert et al. (2005)%, e adaptado para camundongos por Neubert et al. (2008).2*
Este aparato consiste de uma caixa de acrilico (20 cm? x 20 cm? x 16 cm?) com uma abertura de
2cm?em uma das paredes, no qual foi colocado o tubo de metal (cobre) em forma de U, conectado
a um resistor, para manté-lo aquecido a uma temperatura constante de 47° C. Uma garrafa padréo
de 4gua para camundongos é montada ao lado de fora da caixa, de forma que, para beber a agua o
animal devera obrigatoriamente encostar a regido orofacial no tubo de metal aquecido. Uma camera
de video (Sony® AVCHD) ¢ utilizada gravar todos os comportamentos dos animais para posterior
andlise dos resultados, que é feita de forma cega.

Inicialmente os camundongos foram treinados para localizarem as garrafas contendo uma
solucdo adocicada a temperatura ambiente, em varias sessdes sem e com jejum alimentar prévio de
12h. Para facilitar a localizacdo da garrafa pelo animal, nas sessdes iniciais foram colocados trés
animais juntos em cada caixa, ja que a localizagdo da garrafa por um camundongo iré indica-la aos
demais. Todos os animais treinados conseguiram localizar a garrafa em varias sessoes.?*

No dia anterior ao teste foi realizado a tricotomia da regido orofacial dos animais sob
anestesia geral com solucéo (0,01mL/10g) de ketamina a 10% e xilazina a 2%, na propor¢éao de

2,5:1,5, respectivamente. Apés jejum alimentar de 12h, os animais (n=7) receberam aplicacéo
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topica (50 friccbes, com auxilio de swab estéril) na area tricotomizada direita e esquerda da regido
orofacial, de 400mg® dos diversos tratamentos (grupos CTRL, CTRP, T62,5, T125 e T250). Apss

5 minutos, os animais foram colocados no aparato e tiveram seu comportamento gravados por 30

minutos, para analise posterior do tempo que o0s animais gastaram ingerindo a solucdo adocicada
(figura 2).

Figura 2 - Teste térmico operante de avaliacdo da dor orofacial realizado em caixa de acrilico
interligado a um dispositivo que transforma eletricidade em calor (a). Amperimetro digital DT266
utilizado no controle de temperatura do experimento (b). Contato da regido orofacial do
camundongo com o tubo de metal aquecido para acesso garrafa padrdo de agua (c). Tricotomia da
regido orofacial dos animais, area de inervacao dos nervos maxilar e mandibular (nervo trigémeo)

(d).

Eutanasia dos Animais

Apds o término do periodo experimental, todos os animais foram eutanasiados através da
injecdo intraperitoneal de solugéo de Ketamina a 10% (300 mg/kg) e Xilazyna a 2% (15 mg/kQ)

seguida de deslocamento cervical.

Analise Estatistica

Na analise estatistica foi aplicado o teste de Shapiro-Wilk para verificacdo da normalidade

dos dados. Para os dados paramétricos utilizou-se a Analise de Variancia de uma via (one-way
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ANOVA) seguida pelo teste de Tukey, enquanto os dados ndo paramétricos foram analisados pelo

teste de kruskall Wallis. As diferencas foram consideradas significativas quando p<0,05.

RESULTADOS

No teste da formalina orofacial, observou-se na primeira fase (Figura 3a) e segunda fase
(Figura 3b) que os grupos F62,5, F125 e F250 apresentaram um menor tempo de friccdo da regido

orofacial, no labio superior esquerdo do animal, em comparacdo aos CTRL e CTRP.
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Figura 3 - Tempo de friccdo da regido orofacial (s) entre 0 a 5 minutos (a) e entre 15 a 40 minutos
(b) ap6s a administracao da formalina orofacial. As barras representam a média £ EPM de 6 animais
por grupo. Diferencga significativa (one-way ANOVA seguida pelo teste de Tukey) com CTRL e
CTRP (*p< 0,01) e (***p< 0,001). Diferenca significativa com o CTRL (# p< 0,001) e CTRP (**
p< 0,01). Os grupos CTRL (controle negativo), gel desenvolvido com apenas excipientes
farmacéuticos; CTRP (controle positivo), benzocaina a 20%; F62,5, gel de APM na proporcéo de
62,5mg/Kg; F125, gel de APM na propor¢do de 125mg/Kg e F250, gel de APM na proporc¢éo de
250mg/Kg.

No teste do Rota-rod nenhum dos tratamentos (grupos CTRL, CTRP, F62,5, F125, F250 e
EHAPM250) causou alteracdo na atividade motora dos animais (Figura 4). A analise do tempo de
permanéncia na barra, até a primeira queda ou até o tempo limite (120s) mostrou que no grupo
CTRL dois animais cairam da barra giratéria do Rota Road em 72s e 61s, respectivamente.
Enquanto no CTRP e F62,5 um camundongo caiu em 10s e 89s, nessa ordem. No F125, F250 e

EHAPM250 os animais ndo cairam do aparelho.
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Figura 4 - Tempo (s) de permanéncia no Rota-rod até a primeira queda do animal. As barras
representam a média + EPM de 6 animais por grupo. As diferencas foram consideradas
significativas quando p<0,05 (one-way ANOVA) seguida pelo teste de Tukey). Os grupos CTRL
(controle negativo), gel desenvolvido com apenas os excipientes farmacéuticos; CTRP (controle
positivo), Benzocaina a 20%; F62,5, gel de APM na proporc¢édo de 62,5mg/kg; F125, gel de APM
na proporc¢do de 125mg/kg; F250, gel de APM na proporcdo de 250mg/kg; EHAPM250, extrato
hidroetanolico de A. pyrifolium com 250mg/kg diluido em solucgéo fisioldgica.

No teste de blogueio do nervo ciatico (Figura 5) observou-se que o extrato de APM
apresentou importante atividade anestésica, principalmente na concentracdo 62,5mg/mL
(EHAPMG62,5), a qual que blogueou o nervo da pata esquerda do camundongo por até 20 minutos.
Esse resultado foi um pouco superior ao observado com a lidocaina (CTRAP,10 minutos),
anestésico utilizado em procedimentos odontologico e as demais concentragdes 31,25 mg/mL
(EHAPM31,25), 15,62 mg/mL (EHAPM15,62) e 7,81mg/mL (EHAPM3,46). Todos 0s animais
recuperaram completamente o movimento da pata injetada apds 25 minutos, caracterizando um

bloqueio reversivel.
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*kk

Tempo de bloqueio do
nervo ciatico

Figura 5 - Tempo de Bloqueio do nervo ciatico (min) em camundongos (n=7). Diferenca
significativa (kruskall Wallis) com CTRLN e EHAPM3,125 (*p< 0,001). Diferenca significativa
com CTRLN, EHAPM10,4 e EHAPM3,125 (**p< 0,001). Diferenca significativa com CTRLN,
CTRAP, EHAPM31,25, EHAPM10,4 e EHAPM3,125 (***p< 0,001). CTRAP (controle
positivo), lidocaina 5mg/mL; CTRLN (controle negativo), salina fisioldgica, EHAPM®62,5,
EHAPM3L1,25, EHAPM15,62 e EHAPM7,81, extrato hidroetandlico das cascas de APM nas
concentrages de 62,5, 31,25, 10,4, e 3,46.

No teste térmico operante de avalia¢do da dor orofacial observou-se atividade antinociceptiva
do gel de APM, principalmente no grupo T125, nos 15 minutos iniciais de observacgdo em relagéo
aos grupos CTRL e CTRP. O grupo F250 apresentou atividade antinociceptiva significativa nos 5
minutos iniciais comparado aos grupos CTRL e F62,5. O tratamento com menor concentracéo

T62,5 ndo apresentou efeito antinociceptivo comparado aos demais grupos (figura 6).
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Figura 6 - Tempo de succdo dos camundongos nos grupos CTRL, CTRP, T62,5, T125 e T250 nos
tempos de 1 (a), 5 (b), 10 (c), 15 (d), 20 (e), 25 (f) e 30 (g) minutos apos a inser¢do do animal na
caixa de acrilico. Diferenca significativa com CTRL (*p< 0,001), CTRP e T62,5 (*p< 0,01).
Diferenca significativa com CTRL (**p< 0,01). Diferenca significativa com CTRL, CTRP e T62,5
(***p< 0,001). Diferenga significativa com CTRL e T62,5 (#p< 0,001). Diferenca significativa
com CTRL (ap< 0,001). Diferenga significativa com CTRL e CTRP (Bp< 0,05). Diferenga
significativa com CTRL (*#p< 0,01), CTRP e T62,5 (*#p< 0,05). Diferenca significativa com
CTRL (y p< 0,05)
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DISCUSSAO

Neste estudo, observa-se uma provavel atividade anestésica e analgésica do gel de APM,
principalmente nas concentragdes em F125 e F250, provavelmente decorrente de alcalGides
indolicos?, responsavel pela defesa desta planta contra predadores, e possivelmente responsavel
por seus efeitos farmacol6gicos?®. Pereira et al. (2007)?" realizaram um levantamento de cerca de
247 alcaldides indolicos isolados do género Aspidosperma, enquanto Gilbert et al. (1960)?8 isolou
na APM a pirifolina e a pirifolidina, confirmados por Craveiro, Matos e Serrur (1983)% que
descreveram também a existéncia da aspidofilina e aspidospermina. Assim, o extrato de APM
possivelmente apresente alcaloides com atividades anestésicas e/ou analgésicas.

Os resultados do teste rota rod sugerem que a antinocicepcdo do extrato pode ndo esta
relacionada com uma atividade inibitoria sobre componentes centrais, parece nao exercer acao
depressora significativa sobre o sistema nervoso central dos animais, mas sendo possivel que tal
efeito deva-se a uma agéo periférica, conforme descrito por Quintans et al. (2014)* e Lima-Saraiva
et al (2014).%° Observa-se principalmente nos grupos F125 e F250 a inibicdo da fase neurogénica
(1@ fase), no qual o gel desenvolvido assemelha-se a drogas como morfina e dipirona, que atuam
sobre um ou mais sistemas modulares da dor neurogénica, enquanto a inibicdo da fase inflamatdria
(2@ fase), podem atuar sobre uma ou mais componentes da resposta inflamatoria, reduzindo a
sensibilizacio das terminagGes nociceptivas periféricas®®. Charles e Argoff 32 relatam a importancia
dos analgésicos topicos por apresentar efeitos colaterais minimos e boa eficacia quando comparado
aos analgésicos administrados por via oral. Araujo et al (2018)% evidencia que as espécies de
Aspidospermas podem ser utilizadas para varias enfermidades, no entanto existem ainda poucos
estudos farmacoldgicos descrito para APM.

O extrato de APM apresentou atividade anestésica nos grupos EHAPM62,5, EHAPM31,25
e EHAPM10,4, que possivelmente blogueiem reversivelmente os canais de Na® que sdo
responsaveis pela iniciacdo e propagacdo dos potenciais de acdo das células excitaveis do sistema
nervoso periférico®*, no nervo ciatico.?! O grupo A62,5 apresenta um tempo de bloqueio do nervo
ciatico superior a lidocaina, o que pode favorecer o desenvolvimento de novos anestésicos,
conforme ocorreu com o planta Erythroxylum coca, que isolou a cocaina, desenvolvendo o
primeiro anestésico local.*

Observa-se nos grupos F125 e F250 uma atividade antinociceptiva, que pode-se sugerir um

possivel efeito anestésico na regido orofacial, com bloqueio reversivel das ramificagdes do nervo
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trigémeo, nervos maxilares e mandibulares?®, que podem estar relacionado com a inibicdo do
influxo de Na*, inibindo a despolarizacdo da fibra nervosa, bloqueando a transmissdo do impulso
nervoso®. Nelbert et al. (2008)?* caracterizaram a dor orofacial em camundongos, estudando o
TRPV1 no comportamento operante, com intuito de favorecer desenvolvimento de novos
tratamentos.

Freitas-Blanco et al. (2016)*° desenvolveu filme mucoadesivo com extrato de Acmella
oleracea para anestesia topica bucal, ressalta a necessidade de desenvolver novos anestésicos
topicos que possam substituir a anestesia infiltrativa que segundo Davoudi et al. (2016)%¢, induzem
medo e ansiedade em pacientes favorecendo o adiamento e até a rejeicdo do tratamento. A
comprovacao da atividade anestésica do extrato de APM associada a permeagéo no labio e pele
(orofacial) dos grupos F62,5, F125 e F250, podem talvez substituir em alguns procedimentos

odontoldgicos, as anestesias infiltrativas, favorecendo uma melhor qualidade de vida ao paciente.

CONCLUSAO

O extrato de APM apresentou uma atividade anestésica na proporcao de 62,5mg/kg (F62,5)
superior a lidocaina (5mg/mL) (CTRAP) no nervo ciatico do camundongo, que podera favorecer o
desenvolvimento de novos anestésicos topicos e injetaveis. O extrato e o gel desenvolvido com
APM ndo alteram a coordenagdo motora do camundongo, além da formulagdo apresentar um
excelente efeito antinociceptivo, decorrentes da sua acao anestésicas e analgésicas, principalmente

nas proporcdes de 125 e 250mg/kg que podem favorecer sua utilizagcdo na clinica odontoldgica.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O extrato de APM apresentou compatibilidade com os excipientes farmacéuticos carbopol,
propilenoglicol e trietanolamina, utilizados no desenvolvimento do gel bucal desta planta. Esse
extrato apresentou uma atividade anestésica na proporcdo de 62,5mg/kg superior a lidocaina
(5mg/mL) no nervo ciatico do camundongo, no qual poderéa favorecer o desenvolvimento de novos
anestésicos topicos e injetaveis. O extrato e o gel desenvolvido com APM ndo alteram a
coordenagdo motora do camundongo, além da formulacdo apresentar excelente efeito
antinociceptivo, decorrentes da sua agdo anestésicas e analgésicas, principalmente nas proporcées

de 125 e 250mg/kg que podem favorece sua utilizagdo na clinica odontoldgica.
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CERTIDAO
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