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RESUMO

Mostrou-se que o pré-tratamento com as vitaminas
tiamina[B,], piridoxina[B] e cianocobalamina [B,,],
isoladas ou administradas conjuntamente, ndo inibiu o
edema de pata produzido pela carragenina em ratos, nem
as contorg¢des abdominais produzidas pelo acido acético
em camundongos. Por outro lado, o diclofenaco [25 ou
50mg/kg] ou talidomida [45mg/kg] inibiram o edema de
pata em ratos, e a associa¢do das trés vitaminas a estas
drogas, mas nao as vitaminas administradas
isoladamente, potencializou os efeitos do diclofenaco [25
ou 50mg/kg] no tempo de quatro horas e a talidomida
[45mg/kg], nos tempos de duas, trés e quatro horas ap6s
a carragenina. As contor¢cbes abdominais em
camundongos foram inibidas pelas doses de 25 ou 50mg/
kg de diclofenaco. A associa¢do das trés vitaminas ou
apenas da cianocobalamina, potencializou as duas doses
do diclofenaco utilizadas. As contorcdes abdominais
foram inibidas também pela talidomida [45mg/kg] e a
associacao das trés vitaminas, ou cada uma das vitaminas
administradas isoladamente, foram capazes de
potencializar os efeitos da talidomida. E provavel que a
diferenca no mecanismo de agdo destas drogas seja
responsavel por esta diferenca dos efeitos das vitaminas.
O presente estudo preconiza o uso de antiinflamatérios,
combinados com as vitaminas tiamina[B,], piridoxina[B_]
e cianocobalamina [B,,], em doengas cronicas,
diminuindo assim a dose destas drogas e seus efeitos
colaterais.

Palavras-chave: Diclofenaco; talidomida; contor¢éo
abdominal; piridoxina; cianocobalamina; tiamina.

INTRODUCAO

O diclofenaco, droga antiinflamatoria ndo
esteroidal (DAINE) muito utilizada atualmente é bem
tolerada pelo organismo (Escribano et al., 2003). O pré-
tratamento com associagdo das vitaminas tiamina,
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piridoxina e cianocobalamina ou com piridoxina e
riboflavina isoladas induziram efeito antinociceptivo no
modelo de contor¢Bes abdominais induzidas por acido
acético. O efeito de alguns tipos de vitaminas B foi testado
em modelos de hiperalgesia térmica e quimica (Reyes-
Garcia et al., 2002). Esses tratamentos inibiram, ainda, a
resposta nociceptiva induzida pelo formaldeido (teste da
formalina), mas ndo houve inibi¢cdo no modelo da placa
quente. O tratamento crénico com a associagdo das
vitaminas, durante sete dias, ou o tratamento agudo com
riboflavina, também reduziram parcialmente o edema de
pata injetada com formalina (Franca et al., 2001). Varios
estudos clinicos tém mostrado que a duragdo do tratamento
de dor na coluna vertebral pode ser reduzida usando uma
combinagdo de vitaminas B,, B, e B,, e diclofenaco
(Briggemann et al., 1990; Kuhlwein et al., 1990; Reyes-
Garcia et al., 1999).

A talidomida possui um perfil teratogénico,
descoberto na década de 60, mas, atualmente, ressurge como
um farmaco com boa atividade antiinflamatéria, capaz de
inibir a hiperalgesia inflamatéria em ratos e a resposta
nociceptiva no modelo de contor¢des abdominais em
camundongos (Borges & Frdenlich, 2003; Ribeiro et al.,
2000).

O presente estudo teve como objetivo caracterizar
a potencializagdo do efeito antiinflamatério do diclofenaco,
no tratamento agudo, pelas vitaminas do complexo B,
utilizando o modelo de contor¢cfes abdominais em
camundongos induzidas pelo acido acético. Além disso, por
desconhecimento de trabalhos cientificos que mostrem a
combinacéo de vitaminas do complexo B e a talidomida,
utilizou-se a técnica de edema de pata em ratos para verificar
os efeitos dessas vitaminas quando empregadas em um
tratamento agudo com a talidomida.

MATERIAL E METODOS

Neste estudo foram utilizados ratos machos da raga
Wistar, [n=6 para cada grupo], pesando entre 200-300 g.
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No edema de pata foi utilizado o éter como anestésico.
Drogas: Heparina [Ligquemine Roche], Talidomida {RBlI,
USA]. Diclofenaco , Tiamina HCI[B ], Piridoxina HCI [B,],
cianocobalamina [B,,] foram obtidas junto a Sigma Che. CO.
Edema de pata: Para os estudos com diclofenaco, foram
utilizados trés grupos[G] de animais tratados com
carragenina para a obtencdo do edema de pata. A droga
inflamatoria, carragenina [200LLg/pata], foi administrada
por via intra-plantar [i.pl.] no volume de 0,1ml por pata. A
administracdo do diclofenaco [50 ou 25mg/Kg p.o] foi feita
40 minutos antes da carragenina e as vitaminas [B, 100mg/
kg; B, 100 mg/kg e B,, 5 mg/kg ip.] 60 minutos antes da
carragenina. O volume da pata foi determinado com a
utilizacdo de paquimetro [Mitutoyo 2050-08] (Fracasso et
al., 1996), imediatamente antes da injecdo das drogas.
Registros subsequentes dos volumes da mesma pata foram
realizados duas, trés e quatro horas apds as inje¢des das
drogas e comparados com as leituras iniciais, sendo que
G1: Controle [salina 0,9% + carragenina]; G2: diclofenaco
+ carragenina; G3: Vitaminas B, B, e B, + diclofenaco +
carragenina. Em outros trés grupos [G] de animais, tratados
com carragenina, a dose do diclofenaco foi reduzida 50%,
para certificar se o antiinflamatorio, por si s6, ndo estava
produzindo uma resposta antiedematogénica maxima.
Estudou-se também outra droga antiinflamatoria, a
talidomida, através da realizacdo do edema de pata em ratos
e do modelo de contor¢des abdominais. Adose de talidomida
utilizada foi de 45mg/kg i.p. A droga inflamatoria,
carragenina [200LLg/pata], foi administrada por via intra-
plantar [i.pl.] no volume de 0,1ml por pata. A administracdo
da talidomida [45mg/Kg i.p.] foi feita 40 minutos antes da
carragenina e as vitaminas [B, 100mg/kg; B, 100 mg/kg e
B,, 5 mg/kg ip.] 60 minutos antes da carragenina. O volume
da pata foi determinado como descrito para o diclofenaco.
Foram utilizados seis grupos[G] de animais, agrupados da
seguinte forma: G1: Controle [salina 0,9% + carragenina];
G2: Talidomida + carragenina; G3: Vitamina B, +
talidomida + carragenina; G4: Vitamina B, + talidomida
+ carragenina; G5: Vitamina B, + talidomida +
carragenina; G6: Vitaminas B,, B, e B, + talidomida +
carragenina.

Contorc¢des abdominais: Também utilizou-se 0 modelo de
contor¢des abdominais, com a administracdo das vitaminas
B,(100mg/kg), B,(100mg/kg) e B,,(5mg/kg) por via intra-
peritoneal [i.p.] 60 minutos antes do acido acético (0.6%,
0,1ml/10g) i.p. e do diclofenaco (50 ou 25mg/kg) via oral
[p.0.] 40 minutos antes do &cido acético. Logo ap6s, 0 animal
foi mantido em um funil para a observagdo do nimero de
contor¢des abdominais. Este procedimento foi realizado com
0s seguintes grupos de animais: Grupo 1: Controle [salina
0,9% + &cido acético i.p.]; Grupo 2: Diclofenaco + 4cido
acético; Grupo 3: Vitamina B, + diclofenaco + acido acético;
Grupo 4: Vitamina B, + diclofenaco + acido acético; Grupo
5: Vitamina B,, + diclofenaco + &cido acético; Grupo 6:
Vitaminas B,, B;, B,, + diclofenaco + acido acetico; G7:
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Vitaminas B, e B, + diclofenaco + acido acético. A resposta
nociceptiva foi observada apds a administragdo das drogas
durante vinte minutos. Também utilizou-se 0 modelo de
contor¢des abdominais, com a administracdo das vitaminas
B,(100mg/kg), B,(100mg/kg) e B,,(5mg/kg) por via intra-
peritoneal [i.p.] 60 minutos antes do &cido acético (0.6%,
0,1ml/10g) i.p. e da talidomida[45mg/kg i.p.) 40 minutos
antes do acido acético, como descrito para o diclofenaco.
Este procedimento foi realizado com os seguintes grupos
de animais: G1: Controle [salina 0,9% + carragenina];
G2: Talidomida + carragenina; G3: Vitamina B, +
talidomida + carragenina; G4: Vitamina B, +
talidomida + carragenina; G5: Vitamina B, + talidomida
+ carragenina; G6: Vitaminas B , B, e B, + talidomida
+ carragenina.

Andlise estatistica: A anélise estatistica dos resultados
foi realizada através da ANOVA e as comparagdes
multiplas foram feitas através do teste de Bonferroni, tendo
como resultado significativo P<0,05 (Winer et al., 1991).

RESULTADOS

O tratamento apenas com as Vitaminas B, B, e
B,, ndo apresentou atividades antiedematogénica ou
antinociceptiva, assim como as vitaminas administradas
isoladamente ndo potencializaram a inibigdo do edema pelo
diclofenaco [ndo mostrados]. Os resultados mostraram que
o diclofenaco inibiu significativamente o edema de pata,
produzido pela carragenina [P< 0,05]. A associacdo de
vitaminas ao antiinflamatério ndo potencializou os efeitos
do diclofenaco na dose de 50mg/kg p.o (Figural) nos tempos
de duas e trés horas apds a carragenina, mas a
potencializagdo do efeito do diclofenaco, pelas vitaminas,
foi significativa [P< 0,01] no tempo de quatro horas. E
provavel que, nos tempos de duas e trés horas, a
concentracdo do diclofenaco no sangue esteja produzindo
efeito maximo. Com o passar do tempo, a diminui¢do da
sua concentracao plasmatica, pelo metabolismo, pode estar
reduzindo sua atividade antiinflamatdria, e com isto, as
vitaminas conseguem potencializar seus efeitos
antiinflamatérios [tempo de quatro horas ap6s a
carragenina]. Quando utilizou-se a dose de 25mg/kg p.o do
diclofenaco (Figura 2), houve também potencializagdo
significativa pelas vitaminas, do seu efeito
antiinflamatério, no tempo de quatro horas apés a
carragenina, mas duas ou trés horas apds a carragenina,
a potencializacdo pelas vitaminas ndo foi
estatisticamente significativa. E provavel que na dose
de 50mg/kg o diclofenaco produza inibicdo maxima,
assim, o tratamento agudo com estas vitaminas ndo altera
as respostas da sua agdo antiinflamatéria. Porém, mesmo
com dose menor, a associacdo das vitaminas, apesar de
melhorar a atividade antiedematogénica do diclofenaco,
nédo foi estatisticamente significativo.
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Figura 1 - Potencializacdo do efeito antiedematogénico do
diclofenaco (50 mg/kg p.o.), pelas vitaminas B, B, e
B,,» no edema de pata induzido por carragenina em ratos.
*P< 0,05 em relagéo ao controle

**P< 0,05 em relacdo ao grupo Diclofenaco + Carragenina no tempo de 4h

Edema de Pata Induzido por
Carragenina

- O Salina +
g 08 7 Carragenina
S 0,6 .
E O Diclofenaco (25
S o4 | x mg/kg p.0.) +
'z ’ Carragenina
E 02 | B Vitaminas +
o * Diclofenaco +
*k .
2 I*I-I-'—: Carragenina
w 0 T !
2 3 4
Tempo (h)

Figura 2 - Potencializagdo do efeito antiedematogénico do
diclofenaco (25 mg/kg p.o.), pelas vitaminas B, B, e

B, ,, no edema de pata induzido por carragenina em ratos.
*P< 0,05 em relagéo ao controle
** P< 0,05 em relagdo ao grupo Diclofenaco + Carragenina no tempo de 4h

A administracéo da associacao tiamina/piridoxina/
cianocobalamina com o diclofenaco (50 ou 25mg/kg) inibiu
significativamente [P<0,001] o nimero de contorgdes
(Figuras 3 e 4). O efeito provocado pela administracédo do
diclofenaco com tiamina ou piridoxina nao foi diferente
significativamente de quando o diclofenaco foi administrado
isoladamente. Entretanto, a injecdo de cianocobalamina
associada ao diclofenaco [50mg/kg], produziu uma inibicéo
significativa [P<0,005] no nimero de contorgdes
abdominais. A cianocobalamina e a associacdo das trés
vitaminas apresentaram resultados significativos na
potencializacdo do diclofenaco, quando a dose deste
antiinflamatdrio foi diminuida em 50% (Figura 2). Apesar
da diminuicdo da dose do diclofenaco para 25mg/kg, a
tiamina e piridoxina ndo foram capazes de potencializar o
efeito do diclofenaco.
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Figura 3 - Potencializacdo do efeito antinociceptivo do
diclofenaco (50 mg/kg) pela cianocobalamina isolada e
pela associagdo tiamina/piridoxina/cianocobalamina, no

modelo de contorgdes abdominais.
*P<0,001 em relagdo ao controle (salina + acido acético)
**P<0,001 em relacéo ao grupo diclofenaco [diclo] + &cido acético [Hac]
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Figura 4 - Potencializa¢do do efeito antinociceptivo do
diclofenaco (25 mg/kg) pela cianocobalamina isolada e
pela associagdo tiamina/piridoxina/cianocobalamina, no

modelo de contor¢Bes abdominais em camundongos.
*P<0,05 em relag&o ao controle
**P<0,05 em relagéo ao grupo Diclofenaco [Diclo] + &cido acético [Hac]

Os resultados mostraram que a talidomida
(Figurab) inibiu significativamente o edema de pata
produzido pela carragenina [P<0,01]. A associagdo das
vitaminas tiamina/piridoxina/cianocobalamina potencializou
os efeitos da talidomida [45mg/kg i.p]. nos tempos de duas,
trés e quatro horas apds a carragenina, sendo
estatisticamente significativo [P< 0,01]. Essa
potencializacdo do efeito da talidomida néo se deve a uma
dessas trés vitaminas em especial e sim ao conjunto delas,
pois o0s resultados obtidos com a associa¢do de uma das
vitaminas e a talidomida ndo se mostraram significativos
estatisticamente.
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Figura 5 - Potencializacdo da acdo antiedematogénica da
talidomida [talido] (45 mg/kg i.p.) pela associagéo
tiamina/piridoxina/cianocobalamina, no edema de pata

em ratos induzido pela carragenina [carrag.].
*P<0,05 em relagéo ao controle
** P<0,05 em relacdo ao grupo Talidomida + Carragenina

A talidomida também inibiu significativamente o
numero de contor¢des abdominais [P<0,05] (Figura 6). Seu
efeito analgésico foi potencializado com a administragao
da tiamina, piridoxina e cianocobalamina, quando
administradas isoladamente ou em associacdo [P<0,05].
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Figura 6 - Potencializagdo do efeito antinociceptivo da
talidomida (45 mg/kg) pela tiamina, piridoxina e
cianocobalamina isoladamente e pela associacéo
tiamina/piridoxina/cianocobalamina, no modelo de

contor¢des abdominais em camundongos.
*P<0,05 em relagdo ao controle
**P<0,05 em relagio ao grupo Talidomida [talido] + Acido Acético [Hac]

DISCUSSAO
A eficacia das DAINEs, como o diclofenaco, em

reduzir a dor é resultado da capacidade em inibir as
ciclooxigenases 1 e 2, enzimas importantes na sintese de
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prostaglandinas, que contribuem para a sensibilizacdo do
nociceptor (Escribano et al., 2003). O diclofenaco também
dessensibiliza os nociceptores, através da estimulacdo da
via NO/GMPc (Ferreira, 2002). Existem dados na literatura
mostrando que as vitaminas B , quando usadas isoladas ou
em associagdo diminuem o efeito antinociceptivo (Reyes-
Garciaetal., 2002 e Franga et al., 2001). No presente estudo
ndo se conseguiu reproduzir estes resultados com estas
vitaminas. Aassociacéo das vitaminas potencializou o efeito
antiedematogénico do diclofenaco, em todas as doses
estudadas, quatro horas ap6s a carragenina, assim como
inibiu das contor¢Ges abdominais, sendo que apenas a
vitamina B,, administrada isoladamente, foi eficaz em
potencializar esta a¢do do diclofenaco, o que preconiza o
uso combinado deste antiinflamat6rio com estas vitaminas
ou, principalmente a B,,, em doengas cronicas, reduzindo
assim seus efeitos colaterais. Deve-se salientar que as
concentragdes das vitaminas e do diclofenaco utilizadas s&o
comparaveis as concentra¢des utilizadas no homem. E
interessante notar também, que os animais foram tratados
por via oral com o diclofenaco, o que estabelece uma
correlagdo mais proxima com a que é utilizada em humanos.
E sabido que as vitaminas do complexo B s&o indispensaveis
a uma série de metabolismos intermediarios e que sua
auséncia determina o aparecimento de varias entidades
patolégicas, como edema. Estudos de nocicepgdo em
animais, como contorc¢do abdominal, parecem confirmar as
propriedades analgésicas destas vitaminas (Bromm et al.,
1995).

Foi descrito que a talidomida possui atividade
analgésica devido ao bloqueio exercido na producéo do fator
de necrose tumoral (TNF-4), um mediador da inflamacéo.
A aplicacdo de um estimulo inflamatério, como a
carragenina, produz liberacdo de uma cascata de
citocinas iniciada pelo TNF-4, que ativa duas vias: uma
que é responsavel pela indugdo da ciclooxigenase 2 e
subsequente sintese de eicosandides via liberacdo de
interleucina 1B; a outra que promove a indu¢do da producdo
de aminas via interleucina 8. Dependendo da intensidade e
natureza do estimulo, a liberagcdo de TNF-a é precedida
pela formacdo de bradicinina (Ribeiro et al., 2000).

A talidomida demonstrou possuir acéo
antiedematogénica, podendo ter seu efeito potencializado
apenas quando o tratamento é associado as trés vitaminas
do complexo B. Diferente porém, do diclofenaco, a
associagdo das trés vitaminas foi eficaz em inibir o edema
nos tempos de duas, trés e quatro horas apds a carragenina,
0 que parece indicar mecanismos diferentes de a¢do destas
drogas antiinflamatérias Por outro lado, as vitaminas
utilizadas isoladamente ou em associagdo, também foram
eficazes em potencializar o efeito antinociceptivo da
talidomida, no teste de contorcdo abdominal, o que neste
caso, preconiza o uso destas vitaminas isoladas ou
associadas, junto com esta droga. E importante levantar a
hipotese se estudos posteriores com doses menores de
talidomida poderiam ser potencializados pelas vitaminas,
assim, doses menores desta droga antiinflamato6ria poderiam
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ser empregadas, diminuindo seus efeitos colaterais. Porém
devido a sua acdo teratogénica, ndo se recomenda seu uso
durante a gravidez (Rang & Dale, 1993).
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ABSTRACT

Potentiating effect of treatment with some B vitamins on
the anti-inflammatory and antinociceptive properties of
diclofenac and thalidomide

The effects of some B vitamins on chemical nociception
in mice or paw edema in rats were investigated. A
combination of thiamine (B,), pyridoxine (B,) and
cyanocobalamin (B,,), in doses of 100, 100 and 5mg/kg,
i.p., respectively, potentiated the inhibition by diclofenac
or thalidomide of paw edema induced by carrageenin in
rat. Antinociceptive effects of diclofenac and thalidomide
inhibition of abdominal contortion were also potentiated
by the combination of the vitamins B,, B, and B,,
Thiamine, pyridoxine and cyanocobalamin given singly
were effective in potentiating antinociceptive effects of
thalidomide, but only cyanocobalamin potentiated these
effects of diclofenac, probably reflecting the differing
mechanisms of action of the two drugs. The results
document the positive influence of B vitamins on
antinociceptive effects of diclofenac or thalidomide and
support the use of B vitamins to shorten the treatment
time and reduce the daily dose of anti-inflammatories.
Keywords: Diclofenac; thalidomide; abdominal contortion;
pyridoxine; cyanocobalamin; thiamine.
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