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RESUMO

Introducdo: Annona crassiflora Mart. € uma arvore nativa do Cerrado brasileiro,
popularmente conhecida como araticum ou marolo, e tem sido utilizada na
medicina popular para o tratamento de doencas inflamatérias e dolorosas. A
quercetina-3-O-B-D-glycopyranosil(1—6)-O-a-L-arabinosideo, conhecida como
peltatosideo, € uma substéncia natural isolada da fracdo hidroalcodlica das
folnas de Annona crassiflora Mart. com possivel envolvimento nas acgfes
terapéuticas desta planta. Objetivo: Investigar as propriedades analgésicas e
anti-inflamatérias in vivo, tanto das folhas da Annona crassiflora Mart., quanto do
peltatosideo proveniente da mesma. Métodos: A fim de avaliar as propriedades
analgésicas foram utilizados o teste de formalina com base no método de
Dubuisson & Dennis (1977) e adaptado para camundongos por Hunskaar et al.
(1985), o teste de retirada da cauda (D' Amour & Smith, 1941) e o teste de
retirada de pata (Randall & Selitto, 1957). Para analisar o desempenho motor foi
utilizado o teste de rota-rod (Dunham & Miya, 1957). Além disso, para avaliar as
propriedades anti-inflamatérias, o filtrado proveniente da fracdo hidroalcodlica
das folhas de Annona crassiflora Mart. foi administrado por via oral 1 hora antes
da injecédo intratoracica de carragenina (200 ug), zimosano (200 ug), LPS (250
ng) ou CXCL8 (60 ng) e o recrutamento de neutrofilos foi avaliado 4 horas apés
a injecdao. A fim de verificar o papel dos endocanabinoides no efeito
antinociceptivo periférico do peltatosideo, utilizamos: (i) VDM11, um inibidor da
recaptacdo de endocanabinoides; (ii) MAFP, um potente inibidor irreversivel da
anandamida amidase; (iii)) e JZL184, um inibidor irreversivel da monoacilglicerol
lipase (MAGL), a principal enzima responsavel por degradar o endocanabinoide
2-araquidonoilglicerol (2-AG). Andlise estatistica: One-Way ou Two-Way ANOVA
seguido pelo pos-teste de Bonferroni. Resultados: O pré-tratamento oral com o
filtrado proveniente da fracdo hidroalcoodlica das folhas de Annona crassiflora
Mart. (53 mg/kg) reduziu o tempo de lambida, na segunda fase do teste de
formalina, a qual representa a dor inflamatéria (P<0,05). O tempo de laténcia (S)
do grupo tratado, no teste de retirada da cauda, ndo foi alterado quando
comparado com o0 grupo controle, sugerindo que ndo houve efeitos
antinociceptivos centrais, provavelmente apenas mecanismos periféricos

envolvidos. Uma vez que o teste da formalina e o teste de retirada de cauda
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envolvem respostas motoras, o teste do rota-rod também foi realizado e
verificou-se que o desempenho motor ndo foi alterado pelo tratamento (53
mg/kg). Além disso, o filtrado da fracdo hidroalcodlica das folhas de Annona
crassiflora Mart. inibiu significativamente o recrutamento de neutrofilos para a
cavidade pleural induzido por carragenina (200 ug), LPS (250 ng) e CXCL8 (60
ng), mas ndo por zimosano (200 ug). E, por fim, o peltatosideo (100 pg/pata)
produziu uma inibicdo local da hiperalgesia induzida por carragenina (200
pg/pata) no teste de retirada de pata. O antagonista para o receptor canabinoide
CB1 (AM251; 80 pg/pata) antagonizou o efeito antinociceptivo induzido pelo
peltatosideo, mas ndo o antagonista para o receptor canabinoide CB2 (AM630;
100 pg/pata). VDM11 (2,5 pg/pata), MAFP (0,5 pg/pata) e JZL184 (3,75 pg/pata)
nao induziram antinocicepc¢éo, quando utilizados isoladamente, porém, ao serem
administrados juntamente com uma dose intermediaria de peltatosideo (50
pMg/pata) foi observada uma potencializagdo. Discussao: Os dados
experimentais demonstraram que o filtrado da fracdo hidroalcodlica das folhas
de Annona crassiflora Mart. possui atividades anti-inflamatéria e antinociceptiva
notaveis. Além disso, os resultados sugerem que o peltatosideo € capaz de
induzir analgesia periférica através da ativacdo de receptores CBi, com
envolvimento de endocanabinoides. Apoio Financeiro: CNPg, CAPES e
FAPEMIG.

Palavras Chaves: Annona crassiflora Mart.,, Quercetina, Peltatosideo,

Antinocicepcgéo, Sistema Canabinoide, Inflamac&o, CXCLS.
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ABSTRACT

Introduction: Annona crassiflora Mart. is a tree native of the Brazilian Cerrado,
popularly known as araticum or marolo, and it has been used in folk medicine for
the treatment of inflammatory and painful diseases. Quercetin-3-O-3-D-
glycopyranosil (1 — 6)-O-a-L-arabinoside, known as peltatoside, is a natural
substance isolated from the hydroalcoholic fraction of Annona crassiflora Mart.
leaves with possible involvement in the therapeutic actions of this plant.
Objective: Assess the analgesic and anti-inflammatory actions in vivo, both of
Annona crassiflora Mart. leaves, and the peltatoside from this plant. Methods:
To assess the analgesic properties, formalin test was used according to the
method of Dubuisson & Dennis (1977) and adapted to mice by Hunskaar et al.
(1985), the tail-flick test (D'Amour & Smith, 1941) and the paw withdrawal test
(Randall & Selitto, 1957) were also utilized. To analyze motor performance, we
used the rota-rod test (Dunham & Miya, 1957). Furthermore, to assess the anti-
inflammatory properties, the filtrate from the hydroalcoholic fraction of Annona
crassiflora Mart. leaves was administered orally 1 hour prior to intrathoracic
injection of carrageenan (200 pg), zymosan (200 ug), LPS (250 ng) or CXCL8
(60 ng) and neutrophil recruitment was assessed 4 hours after injection. In order
to determine the role of endocannabinoids in the peripheral antinociceptive effect
of peltatoside, we used: (i) VDM11, an endocannabinoid reuptake inhibitor; (ii)
MAFP, a potent irreversible inhibitor of anandamide amidase; (iii) and JZL184,
an irreversible inhibitor of monoacylglycerol lipase (MAGL), the main enzyme
responsible for degrading the endocannabinoid 2-araquidonoilglicerol (2-AG).
Statistical analysis: One-Way or Two-Way ANOVA followed by Bonferroni post-
test. Results: Oral pretreatment with the filtrate from the hydroalcoholic fraction
of Annona crassiflora Mart. leaves (53 mg/kg) decreased the licking time in the
second phase of formalin test, which corresponds to inflammatory pain (P<0.05).
The latency time (s) in the treated group in the tail-flick test has not changed,
compared to the control group, suggesting that there was not central
antinociceptive effects, probably only peripheral mechanisms involved. Once the
formalin test and tail flick test involve motor responses, the rota-rod test was also
conducted and it was found that the motor performance has not been altered by

treatment (53 mg/kg). Moreover, the filtrated from the fraction of hydroalcoholic
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Annona crassiflora Mart. leaves significantly inhibited the recruitment of
neutrophils into the pleural cavity induced by carrageenan (200 pg), LPS (250
ng) and CXCLS8 (60 ng), but not zymosan (200 pg). Finally, the peltatoside (100
Mg/paw) produced a local inhibition of hyperalgesia induced by carrageenan (200
Mg/paw) in the paw withdrawal test. The antagonist for cannabinoid CB1 receptor
(AM251, 80 pg/paw) antagonized the antinociceptive effect induced by
peltatosde, but not the antagonist for cannabinoid CB2 receptor (AM630, 100
Mg/paw). VDM11 (2,5 upg/pata), MAFP (0,5 pg/pata) and JZL184 (3,75 upg/pata)
did not induce antinociception, when used alone, however, when administered
with an intermediate dose of peltatoside (50 ug/paw) potentiation was observed.
Discussion: The experimental data show that the filtrated from the fraction of
hydroalcoholic Annona crassiflora Mart. leaves possesses remarkable anti-
inflammatory and antinociceptive activities. Furthermore, the results suggest that
peltatoside is capable to inducing analgesia through activation of peripheral CB1
receptors, involving endocannabinoids. Financial support: CNPq, CAPES and
FAPEMIG.

Word Keys: Annona crassiflora Mart., Quercetin, Peltatoside, Antinociception,

Cannabinoid System, Inflammation, CXCLS8.
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Introdugdo

1.1 Consideracfes sobre o estudo da dor

A dor é parte integrante da vida, presente em todo o ciclo
desenvolvimental, desde o nascimento até a morte (revisto por Freitas et al.,
2009). Com o importante papel de, a principio, indicar que alguma anormalidade
estd ocorrendo em nosso organismo, a dor assume prioridade sobre outras
demandas cognitivas competitivas e impulsiona o individuo a procurar e tentar
interromper sua aparente causa. Trata-se de uma funcéo adaptativa de extrema
importancia, de tal maneira que sua auséncia, ocorrente em algumas condicdes
hereditarias (Cox et al., 2006; Indo, 2001), pode levar a repetidas lesées e a uma
automutilagcdo inconsciente (Woolf, 2010). Entretanto, sua intensidade e
frequéncia podem exceder suas funcdes indicadoras e comprometer seriamente
a qualidade de vida do individuo (Kempen et al., 1997; Gureje et al., 1998).

O conceito de dor ja sofreu alteracdes consideraveis ao longo da histéria
da humanidade. Por muito tempo a dor foi considerada uma forma de punicao
por faltas cometidas dentro do quadro religioso. O conceito cientifico de dor foi
inicialmente fundamentado por Descartes, em 1664, ao descrever que a dor seria
produzida por um sistema de transmissdo direto, proveniente dos tecidos
lesados na periferia até um centro relacionado a dor no cérebro, e que deveria
haver uma associagéo causal entre o grau de dano tecidual e a intensidade da
dor (revisto por Schneider & Karoly, 1983).

Embora a intensidade da agresséao tecidual e a magnitude da percepgao
da dor estejam, de fato, freqientemente relacionadas, é possivel ocorrer uma
dissociacdo entre essas duas variaveis (Lima & Almeida, 2002). Em
determinadas situagdes a dor pode ocorrer de forma independente da presenca

de dano tecidual, por exemplo, em &reas amputadas do corpo (Melzack, 1973).
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Por outro lado, a presenca de lesdo tecidual sem a percepcdo da dor pode
ocorrer durante atividades fisicas intensas ou em exposi¢cdes a fatores de
estresse e medo (Wall, 1979; Rhudy & Megler, 2000).

Diante de tantas variantes, a dor pode ser classificada em 4 diferentes
tipos, conforme mostrado na Figura 1: (i) dor nociceptiva ou heurogénica, a qual
ocorre mediante um estimulo nocivo e mantem-se enquanto ele estiver presente,
funciona como um alerta a estimulos externos, como picadas ou queimaduras,
e internos, como infarto do miocérdio (revisto por Costigan et al., 2009); (ii) dor
inflamatoria, na qual os mediadores inflamatorios podem atuar de diversas
formas nos nociceptores promovendo sensibilizacdo e/ou ativacdo (revisto por
Millan, 1999); (iii) dor neuropatica, resultante de uma lesdo neuronal (revisto por
Costigan et al., 2009); (iv) e dor disfuncional ou idiopatica, condi¢do dolorosa na
qgual ndo ha estimulo aparente (revisto por Woolf, 2004).

Tendo em vista a complexidade do estudo da dor, dado que esta pode ser
muito mais do que apenas uma reacdo a um estimulo nocivo, em 1973, John J.
Bonica fundou a Associacéo Internacional para o Estudo da Dor (IASP), a qual
por sua vez, em 1979, definiu a dor como uma “experiéncia sensorial e emocional

desagradavel, associada a dano tissular real ou potencial” (Kopf & Patel, 2010).

Na experimentacdo animal, é dificil analisar o componente emocional da
dor. Dessa forma, como os termos dor e analgesia envolvem tanto o componente
sensorial, quanto o componente emocional da dor, eles s&o melhor utilizados ao
nos referirmos aos seres humanos (revisto por Woolf, 2004; Klaumann et al.,
2008). J4 em modelos de experimentacdo animal, utilizamos preferencialmente
0S termos nocicepcdo e antinocicep¢ao, 0s quais estdo relacionados apenas

com o reconhecimento de sinais dolorosos pelo sistema nervoso, ou seja, tais
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termos envolvem apenas o componente sensorial da dor. Entretanto, a presenca
do componente emocional da dor nos animais nao é questionada (Jones, 1992),

nés apenas nao incluimos tal componente em nossas avaliagdes.

DOR NOCICEPTIVA
Estiunulo nociceptive (penfeérnico) )
Calor DOR
Frio < ESTIMULO SNA
Proiale 2 @ h—tl'Lt\"\ DE RETIRADA
s Neurénio Sensorial N\ 3
Initantes o Nociceptivo |\ > J=——>» Cérebro
QUINICOS o - H it
Medula
DOR INFLAMATORIA Espinhal
Inflaunacio tec, Pesfericos
Macrofagos D i DOR DECLARADA
Mastocitos ’ HIPERALCESIA
Neutrofilos s ¥ @ ALODINIA
Lesdo Tissula Neurbnio Sensorial 1~ ‘-.\\
Mediadores Nociceptivo \ > =% Cérebro
Quirnicos da — N ” __,.--/
Resposta - -
Medula
Espinhal
DOR . DOR ESPONTANEA
NEUROPATICA “ © HIPFRALGESIA CENTRAL
47 e SN\
Lesio Nerves | s |2 Cérebro
Periféricos | —
Lestes MNedulares
DOR
DOR ESPONTANFEA
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Auséncia de Estunulo I
Identificavel : 3 ' N
T‘f""?”’{"‘"" © | =—p Cérebro
Periféericos Normais 7
S = “_ -
Alteractes no Processmnento Pendenco ¢
Central da DOR

Figura 1 - Classificacao dos tipos de dor (figura adaptada de Clifford & Woolf, 2004).

1.2 Transmissao ascendente da dor
Em 1903, Charles Sherrington propbs a existéncia de um conjunto de
receber estimulos nocivos.

terminagbes nervosas, cuja fungdo seria
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Posteriormente, foi postulada a definicho de nociceptores: receptores
responsaveis por detectar estimulos potencialmente lesivos (McMahon &
Koltzenburg, 1990). O que diferencia 0os nociceptores de outros receptores
sensoriais € o alto limiar dos primeiros, desta forma os nociceptores s0 séo
responsivos a estimulos sensoriais mais intensos (revisto por Woolf & Ma, 2007).

Os receptores sensoriais podem ser classificados em trés tipos principais
com base no diametro, estrutura e velocidade de conducéo (revisto por Millan,
1999): (i) fibras AB e Aaq, condutoras rapidas mielinizadas; (ii) fiboras AJ,
condutoras de velocidade intermediaria, finamente mielinizadas; (iii) fibras C,

condutoras mais lentas amielinizadas (revisto por Fein, 2012) (Figura 2).

Fibras aferentes primérias

FibrasAa e AB

Mielinizadas
Grande Calibre
Propriocepcdo, toque leve

@ Fibra Ad

Levemente Mielinizadas
Médio Calibre

Nocicepcdo

(Mecénico, Térmico, Quimico)

@__) FibraC

Amielinizadas

Pequeno Calibre

Nocicepcdo

(Mecanico, Térmico, Quimico)

Figura 2 - Tipos de fibras sensitivas (extraida de
Julius & Basbaum, 2001).

As fibras Aa e AB, a principio, ndo sao fibras nociceptivas por serem mais
sensiveis e dessa forma possuirem um baixo limiar, detectando estimulos néo
nocivos (Holdcroft & Jaggar, 2005). Porém, estudos ja demonstraram que as

fibras AR podem apresentar propriedades nociceptivas (Lawson, 2002).
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As fibras Ad séo capazes de responder a estimulos nocivos térmicos e/ou
mecanicos, e ao serem ativadas, geram uma sensacao dolorosa bem localizada
e especifica (Meyer et al., 2006). Ja as fibras do tipo C sdo responsivas a
estimulos de origem mecéanica, térmica e/ou quimica, e devido a este
comportamento multi responsivo sao denominadas receptores polimodais. Ao
serem ativadas induzem uma sensacao dolorosa mais difusa e inespecifica
(revisto por Vanderah, 2007). Além disso, algumas fibras do tipo C, denominadas
nociceptores silenciosos, ndo respondem ao estimulo nocivo em condicdes
normais, sendo responsivas apenas apos a ocorréncia de uma sensibilizacao, a
qual se da através de uma lesdo persistente ou na presenca de mediadores
inflamatorios especificos (Schmidt et al., 1995).

No processo de transmisséo ascendente da dor, neurdnios aferentes de
primeira ordem projetam-se da periferia até o corno dorsal da medula espinhal,
onde realizam sinapses com o0s neurbnios de segunda ordem, 0s quais
ascendem pela medula espinhal até o talamo, onde realizam sinapses com 0s
neurdnios aferentes de terceira ordem, 0s quais, por sua vez, projetam-se para
0 cOrtex cerebral (revisto por Vanderah, 2007), onde os estimulos nociceptivos
sdo processados e interpretados ao nivel da consciéncia (revisto por Furst,

1999).

1.3 Modulagédo descendente da dor
Em 1965, Melzack & Wall propuseram a existéncia de um sistema

especifico para modulacdo da dor através da “teoria do portdo da dor”, segundo
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a qual as informacdes nociceptivas periféricas que chegam ao corno dorsal da
medula espinhal ndo sdo automaticamente transferidas aos centros superiores,
de tal forma que o impulso aferente sofre uma atuacéo de sistemas moduladores
antes que a percepcao dolorosa termine de ser evocada.

A existéncia de um controle enddgeno da dor foi fortemente suportada por
Reynolds (1969), ao demonstrar que a estimulacdo elétrica da substancia
cinzenta periaquedutal (SCP) era capaz de induzir processos analgésicos em
ratos e a0 mesmo tempo manter suas outras respostas comportamentais
inalteradas. Desde entdo, numerosos sitios antinociceptivos supraespinhais que
originam vias descendentes modulatérias para o corno dorsal da medula
espinhal tém sido identificados (revisto por Sandkuhler, 1996), dentre eles
podemos citar o hipotdlamo, o nucleo rostral ventromedial, o qual inclui o nicleo
magno da rafe e o ndcleo reticular paragigantocelular, o ndcleo parabraquial, o
locus coeruleus, o nucleo do trato solitario e o nucleo reticular dorsal (revisto por
Millan, 2002).

A partir destas evidéncias experimentais, os mediadores quimicos que
atuam na via descendente passaram a ser extensivamente pesquisados
(Hosobuchi et al., 1977; Peyron et al., 1995). Dessa forma, descobriu-se a
existéncia dos peptideos opidides endégenos (Miller, 1981), tais como, [-
endorfinas, dinorfinas e encefalinas, as quais exercem fun¢des modulatérias
substanciais sobre a transmissao nociceptiva, primordialmente através da
ativacao de receptores opibides (revisto por Millan, 2002).

A contribuicdo dos peptideos opidides enddgenos na modulacao inibitoria
da dor foi confirmada ao ser observado que o antagonista de receptores opidides

naloxona era capaz de inibir processos analgésicos induzidos por estresse ou
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estimulacao elétrica de determinadas areas do sistema nervoso central (revisto
por Watkins & Mayer, 1982). Desde entdo, houve muita evolucdo na
compreensao dos multiplos sistemas enddgenos envolvidos no controle da dor
e diversos outros mediadores quimicos atuantes na via descendente ja foram
descritos, dentre os quais podemos citar a noradrenalina, a dopamina, a

serotonina, a acetilcolina e os endocanabinoides (revisto por Sandkihler, 1996).

1.4 Canabinoides e seu papel na analgesia

As propriedades terapéuticas da Cannabis sativa sdo conhecidas desde
a antiguidade em varias partes do mundo. Dentre os varios efeitos
farmacoldgicos induzidos por esta planta medicinal, inclui-se sua acao
analgésica (Bloomquist, 1968; Guy et al., 2004). Seu principal componente ativo,
o A%tetrahidrocanabinol (THC), foi descoberto, em 1964, por Gaoni &
Mechoulam, sendo denominado canabinoide qualquer composto que tenha

atividade biol6gica semelhante ao A°-THC.

A existéncia de um sistema analgésico endocanabinoide pbéde ser concluida
a partir da descoberta dos receptores canabinoides (Munro et al., 1993),
juntamente com a identificacdo de substancias canabinoides enddgenas,
mediadores quimicos produzidos pelo préprio organismo capazes de interagir
com um ou mais subtipos de receptores canabinoides (Devane et al., 1992;

Mechoulam et al., 1995).

Existem pelo menos dois subtipos de receptores canabinoides, o receptor
CB1 e o receptor CB2. O receptor CB1 é expresso principalmente no sistema
nervoso central (SNC) (Matsuda et al., 1990), mas também pode ser encontrado

em uma menor propor¢cdo em terminais periféricos de neurdnios sensoriais
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primérios (Fan et al., 2011). J& o receptor CB2 tem sua localizacdo mais restrita
as células imunes (revisto por Howlett et al., 2002), porém pesquisas recentes
tém demonstrado a presenca desse subtipo no SNC (Onaivi et al., 2012) e em
neurdnios localizados perifericamente (Anand et al., 2008).

O primeiro endocanabinoide isolado foi o N-araquidonoil etanolamina
(AEA), conhecido como anandamida, seguido alguns anos mais tarde pela
identificacdo do 2-araquidonoil glicerol (2-AG) (Devane et al., 1992; revisto por
Di Marzo et al., 2004). Desde entdo, varios outros ligantes enddgenos de
receptores canabinoides foram isolados e identificados, tais como 2-araquidonoil
glicerol éter (noladina) (Hanus et al.,, 2001), O-araquidonoil etanolamina
(virodamina) (Porter et al., 2002) e N-araquidonoil dopamina (NADA) (Sugiura et
al., 1995). Os dois endocanabinoides isolados mais bem estudados até o
momento sdo a AEA e o0 2-AG, sendo que o primeiro liga-se preferencialmente
aos receptores do subtipo CB1, e 0 segundo parece ser capaz de ativar tanto o
subtipo CB1 quanto o CB: (revisto por Di Marzo, 2001).

A producdo dos endocanabinoides pode ocorrer a partir de diversos
precursores fosfolipidicos. A biossintese da anandamida, por exemplo, ocorre a
partir da hidrélise do N-araquidonoil fosfatidiletanolamina (NAPE) (Jin et al.,
2009). Ja o 2-AG é sintetizado principalmente através do diacilglicerol (DAG)
(revisto por Basavarajappa, 2007). Tais sinteses sO ocorrem sob demanda, a
partir do aumento das concentracdes intracelulares de Ca?*, ndo ocorrendo
estocagem em vesiculas secretérias (Van Sickle et al., 2005).

Logo apoOs sua producdo, os endocanabinoides sdo liberados por
neurbnios poés-sinapticos despolarizados e se dirigem aos terminais pré-

sinpticos, onde ativam receptores canabinoides através de um mecanismo de
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sinalizacao retrograda (Alger, 2002). Tal sinalizacao é finalizada primeiramente
por meio da acéo de transportadores presentes na membrana neuronal, os quais
auxiliam no deslocamento do endocanabinoide do meio extra para o intracelular
(Beltramo et al., 1997; revisto por Pacher, 2006), e posteriormente pela acao de
enzimas especificas presentes no interior dos neurénios, as quais, por sua vez,

terminam por degradar os endocanabinoides (revisto por Di Marzo, 2008).

Neurdnio pré-sinaptico

AA Degradagio Degradagdo

glicerol 4
e

RERRRRRRRR0

Neurénio pés-sinaptico

Figura 3 - Representacdo esquemética da acdo dos endocanabinoides. Os
endocanabinoides sdo sintetizados e liberados pelos neurbnios pés-sinapticos conforme
demanda, apds o influxo de calcio (1). Eles ativam os receptores pré-sinapticos CB1 (2). A
anandamida e o 2-AG sao removidos da fenda sinaptica pela captacdo através dos
transportadores pré- e pés-sinapticos, respectivamente (3). Uma vez dentro dos neurdnios, a
anandamida é degradada pela FAAH, e o 2-AG é degradado pela MGL se transformando em
acido araquidénico e etanolamina, e acido graxo e glicerol respectivamente (4) (extraido de
Saito et al., 2010).

A AEA é hidrolisada pela acido graxo amida hidrolase (FAAH, do inglés
fatty acid amide hydrolase), enzima localizada em neurbnios pdés-sinapticos
(revisto por Seierstad & Breitenbucher, 2008), sendo produtos desta hidrolise o
acido araquidonico e a etanolamina (Di Marzo, 1994). Por sua vez, o 2-AG é

hidrolisado pela monoacilglicerol lipase (MAGL), presente em neurdnios pré-
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sinapticos (Dinh et al., 2002), tendo como produtos desta reacdo 4cido graxo e
glicerol (revisto por Guindon & Hohmann, 2009) (Figura 3).

Os efeitos analgésicos dos canabinoides tém sido amplamente relatados
e seus efeitos antinociceptivos periféricos ja foram demonstrados em diversos
modelos experimentais (revisto por Hohmann, 2002). Por exemplo, Calignano et
al. (1998) observaram que a anandamida foi capaz de inibir a hiperalgesia
induzida pela formalina por ativar os receptores periféricos do subtipo CB1. Em
outro trabalho, Agarwal et al. (2007) demonstraram que a dele¢&o do receptor
CB1 em neurdnios nociceptivos periféricos de camundongos, reduziu a
antinocicepcado produzida pela administracdo sistémica e local de agonistas
canabinoides. A antinocicepc¢ao a nivel periférico, induzida pela via canabinoide,
também conta com a participacdo do receptor do subtipo CB2. Ja foi
demonstrado experimentalmente, por exemplo, que sua ativacdo atenuou
significativamente um quadro de hiperalgesia inflamatéria (Quartilho et al., 2003;
revisto por Ibrahim et al., 2006).

Dessa forma, apesar da ativacéo do sistema canabinoide estar associada
a efeitos adversos psicotropicos, dependéncia e enfraquecimento temporario da
memodria, resultante de ac¢des centrais (revisto por Freund et al., 2003), tais
relatos de efeitos antinociceptivos obtidos pela acédo periférica de agonistas
canabinoides torna viavel a tentativa de desenvolvimento de analgésicos com
propriedades canabimiméticas com efeitos predominantemente periféricos,

minimizando assim efeitos adversos centrais (Munro et al., 1993).

1.5 O processo inflamatério e o recrutamento celular
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A inflamacdo €é wuma resposta biolégica complexa de tecidos
vascularizados a diferentes formas de agressdo ao organismo, com o objetivo
de restaurar a homeostasia perdida em decorréncia do estimulo agressivo
(revisto por Muller, 2002).

O processo inflamatorio possui sinais e sintomas especificos, 0os quais
foram descritos pela primeira vez por Celsus, no séc. | d.C.: rubor, tumor, calor
e dolor (eritema, edema, calor e dor). Posteriormente, uma quinta alteracéo foi

descrita, a functio laesa (perda de fungéo) (Rather, 1971) (Figura 4).

Figura 4 - Sinais e sintomas da inflamacé&o (figura adaptada de Lawrence, 2002).

Desde entdo, muitas descobertas foram feitas sobre a inflamacéo, e foi
visto que a resposta inflamatéria € um processo elaborado que conta com um
namero elevado de componentes envolvidos (Issekutz et al., 1988). O estimulo
agressor, podendo também ser denominado de estimulo flogogénico ou pro-

inflamatorio, induz a liberacéo, por mastocitos presentes no tecido lesionado, de
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mediadores hidrossolUveis, como histamina e serotonina, e lipossolaveis, como
a prostaglandina (PG) E2, por exemplo. Muitos destes mediadores inflamatorios
liberados sdo capazes de induzir alteracfes vasculares, as quais por sua vez
podem levar a um extravasamento de plasma e proteinas dos vasos sanguineos
para a regido intersticial (Issekutz et al., 1988).

Dentre estas proteinas que migram do interior dos vasos sanguineos para
a regido intersticial, devido a tal aumento da permeabilidade vascular, estdo as
proteinas do sistema do complemento, o qual se caracteriza por uma ativacéo
sequencial de proteinas presentes no plasma. A ativacao deste sistema inicia
uma cascata de eventos bioquimicos com ativacdo em cadeia de diversas
enzimas envolvidas no desenvolvimento da resposta inflamatéria, como, por
exemplo, ativacdo do quinto componente do sistema complemento (C5a), o qual
pode atuar como fator quimiotatico para leucécitos, promovendo sua saida da
microcirculacéo adjacente para o tecido inflamado (Peng et al., 2009).

Além do sistema do complemento, durante o processo inflamatorio, outras
vias especificas de sinalizacdo também podem ser ativadas em diferentes
células como macrofagos e células dendriticas, estimulando a producédo de
citocinas inflamatérias, as quais por sua vez tém um papel relevante na
inflamagéo (revisto por Borish et al., 2003).

A quimiocina CXCL8, por exemplo, estimula a desgranulagdo de
neutroéfilos, além de induzir a adesao desse tipo celular ao endotélio vascular,
estimulando o processo de migracdo destas células até o local da lesdo. Uma
producédo elevada de CXCL8 induz uma migracéo excessiva de neutrofilos para

o foco inflamatério (revisto por Yang et al., 1999).
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O recrutamento de leucdcitos para o tecido inflamado pode ser
didaticamente dividido em quatro etapas subsequentes e dependentes entre si.
A primeira etapa € caracterizada pelo rolamento dos leucocitos sobre a superficie
endotelial vascular, o qual ocorre mediado por selectinas, glicoproteinas que
proporcionam interacdes de pouca intensidade entre os leucécitos e as células
endoteliais (Rosen, 1993). As selectinas podem ser divididas em trés diferentes
tipos: (i) selectina-E, presente em granulos localizados no citoplasma celular das
células endoteliais e expressa apenas em condicdes inflamatorias; (ii) selectina-
L, localizada na membrana celular dos leucécitos; (iii) e selectina-P, encontrada
em granulos plaquetéarios e em células endoteliais (revisto por Muller, 2002).

A segunda etapa consiste na ativacdo leucocitaria, a qual ocorre,
principalmente, por meio do simples contato entre o leucécito e a célula
endotelial vascular (revisto por Cook-Mills et al., 2005). Ja a terceira etapa é
caracterizada pela adesdo dos leucocitos a pontos especificos do endotélio
vascular. Tal adesdo é mediada pelas integrinas, proteinas presentes na
membrana dos leucdcitos, as quais possuem ligantes especificos localizados na
membrana endotelial. Como exemplo, podemos citar a Molécula de Adeséo
Intercelular do tipo 1 (ICAM-1), a qual reconhece a integrina associada a funcao
leucocitaria do tipo 1 (LFA-1) e a Molécula de Adesao Celular Vascular (VCAM-
1), a qual por sua vez reconhece a integrina de ativacdo muito tardia do tipo 4
(VLA-4), favorecendo a adesao dos leucacitos as células endoteliais (Marlin et
al., 1987). Os ligantes ICAM-1 e VCAM-1 sé@o expressos em baixos niveis, na
maioria dos leitos vasculares, na auséncia de inflamacé&o, entretanto a presenca
de citocinas inflamatérias estimula a expressdo de ambos (revisto por Muller,

2002).
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E, por fim, a quarta e ultima etapa do recrutamento leucocitario consiste
na transmigracdo dos leucécitos pelo endotélio vascular, a qual pode ocorrer por
duas diferentes vias: (i) paracelular, na qual a passagem dos leucécitos se da
por entre as células endoteliais (Shaw et al., 2001); (ii) ou transcelular, em que a
passagem dos leucécitos ocorre por dentro da célula endotelial (Feng et al.,
1998). Sendo a segunda via citada menos frequente do que a primeira (Carman
et al., 2004).

ApoOs a passagem pelas células endoteliais, os leucdcitos sédo estimulados
por fatores quimiotaticos e diferencas no gradiente de concentracéo de citocinas,
qguimiocinas e mediadores inflamatérios diversos, presentes em maior
quantidade no local da lesdo, permitindo com que estas células alcancem o
tecido inflamado (revisto por Henkels et al., 2011).

A migracdo dos leucécitos para o local lesionado € um fator importante
para o controle do processo inflamatério. A presenca moderada de leucocitos no
foco inflamatdrio é benéfica por contribuir para a reobtencdo da homeostasia
perdida, porém, o excesso de infiltrado leucocitario pode exacerbar a liberacao
de mediadores inflamatérios e provocar lesbes, agravando o quadro. Dessa
forma, pesquisas sao realizadas na tentativa de desenvolver novos farmacos
que possam modular a migracdo de leucdcitos para os tecidos, evitando assim
um processo inflamatorio exacerbado e prejudicial ao organismo (Tavintharan et

al., 2007; Tavintharan et al., 2009; Kempf et al., 2011).

1.6 Plantas Medicinais
Desde os tempos antigos, as plantas tém sido Uteis para 0 homem como

fonte de vestuario, abrigo, comida, e ndo menos importante, medicamentos. As
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substancias naturais derivadas de plantas tém formado a base da medicina
moderna (revisto por Capasso, 1998).

Diversos farmacos de suma importancia para a medicina atual foram, a
principio, isolados de plantas medicinais. Por exemplo, em 1806, Friedrich
Serturner isolou, a partir dos frutos imaturos da papoula (Papaver somnniferum),
a morfina, um analgésico protétipo do grupo dos opibides. Posteriormente, em
1824, Pierre-Jean Robiquet conseguiu isolar, também da papoula, a codeina, um
opi6ide com atividades analgésicas e antitussigenas. Desde entdo, diversos
outros compostos naturais com propriedades terapéuticas foram obtidos a partir
de plantas medicinais, como por exemplo: (i) a atropina, um antagonista
muscarinico isolado da Atropa beladona; (ii) a cafeina, analgésico e antitérmico
proveniente da Coffea arabica; (iii) e a salicilina, outro analgésico e antitérmico,
muito utilizado nos dias de hoje, obtido da planta Salix alba (revisto por Calixto
& Siqueira Jr, 2008).

A analise dos dados sobre as prescricdes dispensadas em farmacias
comunitarias nos Estados Unidos, nos anos de 1959 a 1980, indicou que 25%
das prescri¢cdes avaliadas continham fracGes de plantas e/ou principios ativos
derivados de plantas e, pelo menos, 119 produtos quimicos derivados de 90
espécies vegetais. Destas 119 substancias, 88 (74%) foram descobertas como
resultado de estudos dirigidos para o isolamento de substancias ativas de

plantas utilizadas na medicina tradicional (Farnsworth et al., 1985).

A flora brasileira foi estimada ser a maior do mundo e € muitas vezes
considerada o habitat mais promissor para a pesquisa de plantas medicinais
devido a sua alta biodiversidade (revisto por Gurib-Fakim, 2006). O potencial

terapéutico desta flora € enorme, uma vez que apenas cerca de 1% das espécies
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vegetais tropicais tém sido estudadas para avaliacdo das propriedades

farmacoldgicas de seus compostos (Abelson, 1990).

1.7 A familia Annonaceae e a espécie Annona crassiflora Mart.

A familia Annonaceae possui 130 géneros e 2300 espécies (Araya, 2004),
as quais se encontram distribuidas entre as areas tropicais da América, Africa,
Asia e Oceania. A Africa € o continente que contém o menor nimero de espécies
pertencentes a esta familia, aproximadamente 450. Seguida pela América do
Sul, América Central, parte do México e Caribe com cerca de 900 espécies e por
fim pela Asia e Australia contendo em torno de 1200 espécies (Chatrou et al.,
1999).

No Brasil, € possivel encontrar 26 géneros e aproximadamente 260
espécies da familia Annonaceae (Maas et al., 2007), espécies dentre as quais
cerca de 45 sdo nativas do segundo maior bioma brasileiro, o cerrado (Lorenzi
& Mattos, 2002). O cerrado brasileiro cobre uma area de aproximadamente 200
milhdes de km?, abrangendo quase 1/4 do territério brasileiro (Gentry, 1993).
Este bioma ocupa areas continuas dos estados de Goias, Tocantins e Distrito
Federal, além de ocupar por¢les territoriais nos estados da Bahia, Cear3,
Maranhdo, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Piaui, Rondbnia, Sdo Paulo e
Minas Gerais (Eiten, 1994). Em Minas Gerais, encontram-se areas de cerrado
nas regiées do Alto e Médio Jequitinhonha, Alto e Médio Séo Francisco, Campo
das Vertentes, Zona Metalurgica, Triangulo Mineiro e Alto Paranaiba (Brandao,
2000). Segundo Myers et al. (2000), trata-se de um dos principais ecossistemas
tropicais da Terra, sendo um dos centros prioritarios (hot spots) para a

preservacgao da biodiversidade do planeta (Figura 5).
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Figura 5 - Cerrado brasileiro (fonte: http://www.espacodocerrado.com/
foto02.asp, acessado em 26/03/2013).

A Annona crassiflora Mart. (Figura 6) € uma espécie nativa do cerrado e
apresenta ampla distribuicAo nesse bioma, podendo ser encontrada nos
seguintes estados: Bahia, S&o Paulo, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso, Goias,
Tocantins e Minas Gerais. Conhecida popularmente como araticunzeiro,
araticum-do-cerrado, araticum do campo, pinha-do-cerrado, maroleiro ou
marolo. Os frutos dessa espécie sdo muito apreciados por populacdes locais,
sendo encontrados em pomares domésticos e consumidos in natura e/ou
utilizados na fabricacdo de geléias, sorvetes, sucos e licores (Almeida et al.,

1998; Lorenzi, 1998; Lorenzi & Matos, 2002).
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Figura 6 - Arvore (A), folhas e fruto (B), fruto e polpa (C) e flor (D) de
Annona crassiflora  Mart. (fonte: http://www.espacodocerrado.com/
fotoO4.asp, acessado em 26/03/2013).

-

E uma espécie arborea com uma altura que varia de 4 a 8 m apés
completo desenvolvimento e um didmetro de copa que pode chegar até 4 m. Os
troncos sdo geralmente tortuosos, variando entre 20 a 30 cm de diametro,
revestidos por uma casca aspera e bastante resistente ao calor. As folhas séo
alternas e simples (Ribeiro et al., 2000). As flores séo solitarias, axilares e tém
pétalas grossas e carnosas. O fruto possui superficie tomentosa e tuberculada
de cor verde, quando em desenvolvimento, e marrom, quando jA maduro. A
polpa € amarelada e adocicada. As sementes sao elipticas e achatadas, de cor
marrom. Floresce durante os meses de outubro e novembro, sendo que a
frutificacdo tem inicio em novembro e a maturacdo ocorre entre janeiro e abril
(Lorenzi, 1998; Carvalho, 2002; Lorenzi et al., 2006).

Na medicina popular, a administracdo oral de infusdes das folhas do
marolo e de suas sementes trituradas auxilia no tratamento de enfermidades

inflamatoérias e dolorosas, como célicas induzidas por diarréia e picadas de
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cobras (Ferreira, 1980; Siqueira, 1981; Almeida et al., 1987; Santos et al., 1996).
Além disso, em algumas localidades do estado de Goias, as sementes da
Annona crassiflora Mart. sdo utilizadas no tratamento de afecgbes do couro
cabeludo. Depois de devidamente trituradas, elas sdo misturadas a qualquer tipo

de 6leo e executam-se massagens no couro cabeludo (Almeida et al., 1998).
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2.1 Objetivo Geral
O objetivo geral do presente estudo foi avaliar os efeitos antinociceptivo e
anti-inflamatério de derivados do extrato bruto e da substancia isolada,

peltatosideo, provenientes das folhas de Annona crassiflora Mart.

2.2 Objetivos especificos

» Investigar se a fracdo hidroalcodlica das folhas de Annona crassiflora
Mart., e o filtrado proveniente desta fracdo, administrados por via oral,
induzem antinocicepcdo em modelo de nocicepcdo provocada pela
administracdo intraplantar de formalina e no modelo de retirada de

cauda submetida a aquecimento em camundongos;

» Investigar se o filtrado proveniente da fracdo hidroalcodlica das folhas
de Annona crassiflora Mart., administrado por via oral, reduz o
recrutamento de leucécitos na cavidade pleural induzido por

carragenina, zimosano, LPS ou CXCL8 em camundongos;

» Investigar se a substancia isolada das folhas de Annona crassiflora
Mart., o peltatosideo, administrada perifericamente, induz
antinocicepcdo em modelo de hiperalgesia induzida pela
administragcéo intraplantar de carragenina, no modelo de retirada de

pata submetida a compressao, em camundongos;

» Investigar a participagdo da via canabinoidérgica no mecanismo de

acao antinociceptiva periférica do peltatosideo, através de: (i) uso de
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antagonistas seletivos dos receptores CBi1 (AM251) e CB2 (AM630)
canabinoides; (i) uso de um inibidor do transportador de
endocananibdides (VDM11); (iii) e uso de inibidores das enzimas que
degradam endocanabinoides, enzimas acido graxo amida hidrolase
(FAAH, fatty acid amide hydrolase) (MAFP) e monoacilglicerol lipase

(MAGL) (JZL184).
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3.1 Coleta e identificacdo do material vegetal

Annona crassiflora Mart. foi coletada na cidade de Itatiaiugu, localizada no
estado de Minas Gerais, pela Professora Lucia Santos Pinheiro Pimenta, do
Departamento de Quimica da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). A
identificacéo foi feita pelo boténico Jodo Renato Stehmann do Departamento de
Botanica da UFMG. A coleta foi realizada no dia 17 de julho de 2007. Uma
excicata (n° 22.988) esta depositada no herbario do Instituto de Ciéncias

Biologicas da UFMG.

3.2 Preparo dos extratos das folhas de Annona crassiflora Mart. e
obtencéo do peltatosideo

A particdo dos extratos foi realizada pela aluna de doutorado Gisele
Avelar Lage do Departamento de Quimica da UFMG, sob a orientacdo da
professora Lucia Santos Pinheiro Pimenta. A extracdo das folhas secas e
trituradas (610,2 g) foi realizada por percolacdo com hexano seguido de etanol
aguoso a 80% (v/v), resultando em 13,5 g e 268,6 g de extratos hexanico e
etandlico, respectivamente. Subsequentemente, uma porcao (157,5 g) do extrato
de etandlico foi dissolvida em 1 L de uma mistura de metanol/agua (8:2) e foi
feita uma extragdo, a temperatura ambiente, com cloroférmio (2x1000 ml),
proporcionando 121,3 g de fracdo hidroalcodlica e 13,05 g de fragédo
cloroférmica, apds remocao do solvente. Antes da remocéo do solvente e apds
um processo de refrigeracdo (5°C), ocorreu uma precipitagdo espontanea na
fracdo hidroalcodlica, o precipitado obtido foi filtrado a vacuo (10,92 g). A fracdo
hidroalcodlica e o filtrado advindo da mesma foram denominados F1 e F2,

respectivamente (Figura 7).
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Extrato Etandlico Bruto

1575¢

1 - Solubilizagdo com MeOH/H:0

2 - Extragdo com CHCIs

Fracdo Hidroalcodlica (F1) Fracdo Cloroférmica

121,3g-77% 13,05 g-8,3%

3 - Filtragdo a vacuo

Filtrado (F2)

10,92 g- 9%

Figura 7 - Esquema geral da particédo realizada com o extrato etanélico bruto das folhas de
Annona crassiflora Mart. (figura adaptada de Lage, 2011).

Uma porcao (41,1 g) da fracdo hidroalcodlica foi cromatografada em uma
coluna de fase inversa de poliamida (<0,07 mm, 4x90 cm, CC6 poliamida;
Macherey-Nagel), utilizando um gradiente em degrau de H20/MeOH/EtOAc
isolados ou em misturas de polaridade decrescentes. Cinquenta e duas fracdes
foram colhidas e divididas de acordo com os padrdes da cromatografia em
camada delgada (CCD), obtendo-se 24 grupos de fragdes. A partir do grupo 9
(fracBes 18-20) foi obtido um sélido amarelado (8,1 mg) que se apresentou puro,
apresentando uma Unica mancha em CCD e ponto de fuséo entre 265 e 268°C.
Ele foi submetido a analise de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN),
espectrometria de massa e espectroscopia de infravermelho. Feita a

interpretacéo dos dados, um flavonoide glicosilado foi identificado: a quercetina-
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3-0-B-D-glucopiranosil (1 — 6) -O-a-L-arabinosideo, conhecida como

peltatosideo (Lage et al., 2014) (Figura 8).

OH o
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Figura 8 - Estrutura quimica da quercetina-3-O-B-D-glucopiranosil (1 — 6) -O-a-L-
arabinosideo, conhecida como peltatosideo (extraido de Lage, 2011).

3.3 Prospeccéo fitoguimica da fracdo hidroalcodlica e do filtrado,
proveniente desta fracdo, das folhas de Annona crassiflora Mart.

Os ensaios fitoquimicos também foram realizados pela aluna de
doutorado Gisele Avelar Lage do Departamento de Quimica da UFMG, sob a
orientagdo da professora Lucia Santos Pinheiro Pimenta. Os constituintes
quimicos pesquisados nos extratos foram: alcaloides, flavonoides e terpendides.

F1 e F2 foram avaliados por cromatografia em camada delgada (CCD).
F2 também foi analisado por CCD de poliamida (CCDP) e celulose (CCDC), para
obter uma melhor separacdo das manchas, utilizando trés reveladores
especificos: (i) reagente Dragendorff para deteccao de alcaloides; (ii) reagente
difenilboriloxietilamina/polietilenoglicol (NP/PEG) para detectar a presenca de

flavonoides; (iii) e vanilina/H2SO4 para detectar outras substancias, como por
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exemplo, terpendides (Wagner et al., 1984; Matos, 1988; Cannell, 1998 e Zweig

e Sherma, 1987).

3.4 Animais de experimentacao

Nos experimentos de caracterizacdo farmacologica dos efeitos
antinociceptivo e anti-inflamatério de F1 e F2, foram utilizados camundongos da
linhagem Swiss machos (20-30g), exceto nos experimentos de pleurisia em que
foram utilizados camundongos BALB/c fémeas (20-30 g). No teste de retirada de
pata, para andlise do efeito antinociceptivo do peltatosideo, foram utilizados
camundongos Swiss machos (30-40 g).

Os animais foram provenientes do Centro de Bioterismo do Instituto de
Ciéncias Biologicas da UFMG (CEBIO-ICB/UFMG) e mantidos em caixas
plasticas com cama de maravalha, a temperatura controlada (23 + 1°C) e com
ciclo claro-escuro (06:00-18:00 h). Tiveram livre acesso a racao e agua, exceto
nos experimentos em que foram tratados por via oral, quando foram submetidos
a jejum durante a noite anterior ao experimento.

Todos os procedimentos realizados foram executados de acordo com o0s
principios éticos, aprovados pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA)

da UFMG (protocolo 51/2014) (Anexo ).

3.5 Drogas e Solventes

3.5.1 Agentes hiperalgésicos e/ou inflamatoérios

» Formalina (formaldeido [Labsynth, Brasil] diluido em solugcdo aquosa
de cloreto de sodio [NaCl] estéril a 0,9% [solugdo salina estéril], na

proporcao de 1:50) preparada imediatamente antes das injecdes.
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» Carragenina (Cg) A tipo IV (Sigma, EUA) diluida em solucédo aquosa
de cloreto de sddio (NaCl) estéril a 0,9% (solucdo salina estéril) nos
testes de retirada de pata e em solucdo tampédo de PBS pH 7,4
(NazHPO4 8,1 mM, KH2PO4 1,84 mM, NaCl 0,14 M e KCI 2,68 mM)

nos testes de pleurisia.

» Zimosano A (Sigma, EUA) diluido em solugcéo tampao de PBS.

» Lipopolissacarideo (LPS) obtido por extracdo fendlica a partir de
Escherichia coli, sorotipo 0127:B8 (Sigma, EUA) diluido em solucéo

tampéao PBS.

> Interleucina (IL)-8/CXCL8 (PeproTech, EUA) diluida em albumina de
soro bovino (BSA) tipo V, livre de &cidos graxos, nucleases e

proteases (Calbiochem, EUA) (0,1%) em solucao tampé&o PBS.

3.5.2 Agentes analgésicos e/ou anti-inflamatorios sob estudo

» Fracdo hidroalcodlica das folhas de Annona crassiflora Mart.,
denominada F1, solubilizada em solucéo salina estéril com 4% (v/v)
de dimetilsulféxido (DMSO).

» Filtrado proveniente da fragdo hidroalcoolica das folhas de Annona
crassiflora Mart., denominado F2, solubilizado em solucdo salina
estéril com 4% (v/v) de DMSO.

> Peltatosideo isolado a partir da fragdo hidroalcodlica das folhas de
Annona crassiflora Mart., previamente caracterizado por Lage et al.
(2011). Solubilizada em solugédo salina estéril com 0,5% (p/v) de

carboximetilcelulose (CMC).
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3.5.3 Agentes analgésicos e/ou anti-inflmatorios utilizados como

controle

>

Morfina ([hidrocloridrato de 7,8-dihidro-4,5-epoxi-17-metilmorfina-3,6-
diol] Merck, Alemanha), agonista opioide, diluido em solucao salina
esteéril.

Dexametasona (Aché Laboratérios Farmacéuticos S.A., Brasil), anti-
inflamatorio esteroidal (AIE), diluido em solucéo salina estéril.
Indometacina ([acido 2-{1-[(4-clorofenil) carbonil]-5-metoxi-2-metil-
1H-indol-3-il}acético] Sigma, EUA), Anti-Inflamatério-Nao-Esteroidal
(AINE), diluido em tween, etanol e solucéo salina estéril (1:4:45).
Xilazina ([hidrocloridrato de 2-(2,6-dimetilfenilamina)-5,6-dihidro-4H-
tiazina] Sigma, EUA), analgésico, anestésico, sedativo e relaxante

muscular, diluido em solucéo salina estéril.

3.5.4 Farmacos envolvidos na via canabinoidérgica (Figura 9)

>

>

AM251 (1-[2,4-diclorofenil]-5-[4-iodofenil]-4-metil-N-[1-piperidil]
pirazol-3 carboxamida, Tocris, EUA). Antagonista seletivo dos
receptores canabinoides CBi. Mantido no freezer (-20°C) em
solugéao-estoque, dissolvido em DMSO. Antes das injecbes, a
solucéo foi diluida em salina, obtendo-se a concentracdo de DMSO
10% em salina.

AM630 (6-lodo-2-metil-1-[2-{4-morfolinil}etil]-1H-indol-3il)
(4metoxifenil)metanona, Tocris, EUA). Antagonista seletivo dos
receptores canabinoides CB2. Mantido no freezer (-20°C) em solugéo-

estoque, dissolvido em DMSO. Antes das inje¢des, a solucdo foi
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diluida em salina, obtendo-se a concentracdo de DMSO 10% em
salina.

VDM11 ([52,82,117,14Z]-N-[4-Hidroxi-2-metilfenil]-5,8,11,14-
eicosatetraenamida, Tocris, EUA). Inibidor do transportador de
anandamida. Mantido no freezer (-20°C) em solucdo-estoque,
dissolvido em Tocrisolve. Antes das injecdes, a solucéo foi diluida em
salina, obtendo-se a concentracdo de Tocrisolve 10% em salina.
MAFP (metil araquidonil fluorofosfonato) (4cido (52,82,117,147)-
eicosatetraenil- fosfonofluoridrico metil Ester, Tocris, EUA). Inibidor
da enzima &cido graxo amida hidrolase (FAAH, fatty acid amide
hydrolase). Mantido no freezer (-20°C) em solucdo-estoque,
dissolvido em etanol. Antes das injecdes, a solucdo foi diluida em
salina, obtendo-se a concentracdo de etanol 3% em salina.

JZL.184 (acido 4-[Bis(1,3-benzodioxi-5-il)hidroximetil]-1-
piperidinocarboxilico 4-nitrofenil éster, Tocris, EUA). Inibidor da
enzima monoacilglicerol lipase (MAGL). Mantido no freezer (-20°C)
em solugcao-estoque, dissolvido em DMSO. Antes das injecdes, a
solucéo foi diluida em salina, obtendo-se a concentracdo de DMSO

20% em salina.
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Figura 9 - Esquema representativo das acdes postuladas de farmacos que atuam no
sistema canabinoidérgico. CB1 - receptor canabinoide do tipo 1. CB:2 - receptor canabinoide
do tipo 2. AEA, araquidonil etanolamina (anandamida). 2-AG, 2-araquidonoilglicerol. MAGL,
monoacilglicerol lipase. FAAH, fatty acid amide hydrolase.

3.5.5 Vias de administracao das drogas

» Oral (p.o.): A fracdo hidroalcodlica e o filtrado, proveniente desta
fracdo, das folhas de Annona crassiflora Mart., e indometacina
foram administrados através de uma sonda gastrica adaptada
inserida no interior do trato gastrointestinal do animal através da
boca do mesmo, de tal forma que o volume administrado foi
diretamente inserido no estdbmago do animal. Este processo é
comumente denominado gavagem (Figura 10A).

» Subcutanea (s. c.): Morfina e xilazina foram administradas atraves
da introducdo de uma agulha 13,0 x 0,3 mm, em um movimento
unico e firme, no tecido subcutaneo da regido dorsal do animal
(Figura 10B).

> Intratoracica (i.t.): Carragenina, zimosano, LPS, CXCL8 e

dexametasona foram administrados por meio da introducédo de uma
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agulha 13,0 x 0,3 mm, em um movimento Unico e firme, entre a
terceira e a quinta costela do lado direito do mediastino. Para uma
total imobilizacdo do camundongo, segurou-se a pele da regido
cervical posterior com o polegar e o indicador, virando-se a mao de
maneira que ele ficasse com o abdémen voltado para cima (Figura
10C).

Intraplantar (i.pl.): Peltatosideo, formalina, carragenina, AM251,
AM630, VDM1l1l, MAFP e JZL184 foram injetados
subcutaneamente na superficie plantar da pata posterior do
camundongo, utilizando-se uma agulha com dimensfes de 8,0 x
0,3 mm. Em todos os experimentos foi utilizada a pata posterior
direita dos animais, com excec¢ao do protocolo utilizado para excluir
a possibilidade de um efeito ndo local, em que foram utilizadas

ambas as patas posteriores (Figura 10D).

Figura 10 - Administracdo de drogas pelas vias oral (A),
subcutanea (B), intratoracica (C) e intraplantar (D).
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3.6 Teste da Formalina

Dubuisson & Dennis (1977) descreveram um método para avaliacdo da
nocicepcgdo induzida por formalina (estimulo agressor quimico) em ratos e
posteriormente este mesmo método foi adaptado para camundongos por
Hunskaar et al. (1985).

Duas horas antes da realizacdo do experimento, camundongos Swiss
machos (n = 4-6 por grupo) sao colocados individualmente em gaiolas
padronizadas de acrilico transparente (20 x 13 x 12 cm) situadas sobre um
suporte de madeira, as quais séo utilizadas como camaras de observacao. As
camaras contém um espelho localizado paralelamente a parte posterior e outro
na parte inferior em um angulo de 45° (Figura 11). Os animais nao tém acesso
a agua e racao apoés terem sido colocados nas camaras. Passado esse periodo
de adaptacdo (ambientalizacdo), o animal € retirado da camara e formalina
(formaldeido 2% em solucéo salina estéril) é injetada subcutaneamente na
superficie dorsal da pata posterior direita (via intralantar [i.pl.]), em um volume
constante de 30 pl/pata. Imediatamente ap0s a inje¢do, o animal € recolocado
na camara e inicia-se o periodo de observacdo. O tempo em que o animal
permanece lambendo a pata que recebeu a injecdo € cronometrado em
segundos durante os primeiros 5 minutos (12 fase, dor neurogénica ou
nociceptiva) e de 15 a 30 minutos (22 fase, dor inflamatoria) apés a injecao de

formalina.
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Figura 11 - Suporte contendo cadmaras de observacéo utilizado no teste da
formalina.

Utiliza-se como controles positivos a indometacina (10 mg/kg; p.o., 60
minutos antes da injecdo da formalina) e a morfina (5 mg/kg; s.c., 30 minutos
antes da injecdo da formalina), sendo o primeiro farmaco utilizado como controle
positivo apenas da 12 fase e o segundo farmaco de ambas as fases.

A fracdo hidroalcodlica de folhas de A. crassiflora Mart. solubilizada em
DMSO/solucéo salina estéril (4%) foi administrada, nas doses de 10, 30, 100,
300 e 1000 mg/Kg (p.o.), 60 minutos antes da inje¢do da formalina e a partir dos
resultados obtidos foi possivel elaborar uma curva dose-resposta. Como controle
negativo utilizou-se DMSO/solucéo salina estéril (4%) em um volume de 10 mi/kg
(p.0.), também administrada 60 minutos antes da injecao de formalina.

O filtrado proveniente da fracdo hidroalcodlica de folhas de A. crassiflora
Mart. foi administrado também oralmente, 1 h antes da administracéo intraplantar
da formalina, e as doses utilizadas foram a dose relativa (DR), calculada a partir
da Dlso da fragédo hidroalcodlica de folhas de A. crassiflora Mart., 3 x DR e 10 x

DR.
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3.6.1 Calculo da dose capaz de inibir em 50% o tempo de lambida em

relacdo ao controle (Dlso) de F1 e da dose de referéncia (DR) de F2

Os célculos foram feitos de acordo com Azevedo (2004). Foi construida
uma curva dose-resposta para a fracédo hidroalcodlica das folhas de A. crassiflora
Mart. (F1) utilizando as doses de 10, 30, 100, 300 e 1000 mg/kg. Foi calculada a
porcentagem de inibicdo para cada uma das doses na segunda fases do teste
da formalina, fase em que F1 apresentou atividade biolégica, tomando-se o valor
do grupo néo tratado (grupo controle negativo) como 100% de resposta. Os
dados obtidos foram analisados no programa GraphPad Prism 3, para a
construcdo de uma curva porcentagem de inibicdo versus log das doses de F1.
A dose capaz de inibir em 50% o tempo de lambida em relag&o ao controle (Dlso)
foi calculada por regressao nao-linear utilizando o modelo sigmoidal Emax. A Dlso
calculada foi empregada para o calculo da dose de referéncia (DR) do filtrado
proveniente da fracdo (F2), como descrito a seguir.

Com a finalidade de se manter uma proporcionalidade entre as doses
utilizadas de F1 e F2, uma vez que F2 foi originado a partir de F1, realizamos o
calculo da Dose de Referéncia (DR). Este cuidado permite que se tenha a idéia
de “quanto” da atividade inicial de F1 esta presente em F2, permitindo a
administracdo de quantidades teoricamente equivalentes de principios ativos
presentes em ambas. Assim, a dose de referéncia de F2 (53 mg/kg) foi calculada
atraves da multiplicacéo do valor da Dlso de F2 (587 mg/kg), obtida conforme os
resultados da segunda fase do teste da formalina, pelo rendimento de obtencéo
em porcentagem de F2 (9%). No teste da formalina, as doses de F2 utilizadas
foram equivalentes a uma, trés ou dez vezes o valor da DR calculada (53, 159 e

530 mg/kg, respectivamente).
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3.7 Teste de retirada de cauda
O teste de retirada de cauda modificado de D’amour & Smith (1941)

consiste na determinacéo do tempo de laténcia para que o animal retire a cauda
apos aplicacao de estimulo térmico nociceptivo.

A cauda do animal (camundongo Swiss macho, n = 4-6 por grupo) é
posicionada junto a uma resisténcia helicoidal de niquel-cromo, de modo que um
ponto da superficie dorsal da cauda, marcado previamente e distante 2,0 cm da
extremidade da mesma, entre em contato com o fio. O aparelho (Figura 12) ao
ser ligado faz passar uma corrente pela resisténcia, de forma a aquecé-la.
Simultaneamente, um cronémetro acoplado ao sistema € acionado. Quando o
calor se torna suficiente para produzir nocicep¢do, o animal apresenta
movimento reflexo brusco de retirada de cauda. Nesse momento, o aparelho &
desligado manualmente interrompendo seu aquecimento e o funcionamento do
cronébmetro. Esse procedimento tem o objetivo de determinar o tempo decorrido
desde o inicio da estimulacdo até o aparecimento da resposta de retirada de
cauda ao contato com a resisténcia (laténcia de resposta, medida em segundos).
Se em nove segundos (tempo de corte), o animal ndo retirar a cauda, o aparelho
€ desligado, automaticamente, para minimizar lesGes teciduais que possam
afetar as leituras subsequentes.

Antes da administracdo de qualquer farmaco, € medido o tempo de
laténcia para retirada da cauda ap0s o estimulo (laténcia basal de resposta). Tais
medidas sao realizadas trés vezes em cada animal e a determinacdo da meédia

desses valores é considerada como a medida final.
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Figura 12 - Aparelho para estimulo
térmico nociceptivo da cauda de
camundongos utilizado para o estudo de
antinocicepc¢éo central.

A intensidade de estimulo n® 5 do aparelho foi utilizada baseando-se em
um estudo prévio, realizado por Pacheco (2008), que demonstrou as laténcias
de retirada de cauda frente a diferentes intensidades de estimulos (0 a 9). Foi
observado que a intensidade n°® 5 promoveu uma laténcia basal de resposta de
aproximadamente 3,0 a 4,0 segundos.

E importante ressaltar que o animal é ambientalizado ao aparelho no dia
que antecede o teste. Essa ambientalizacdo consiste em submeter o animal a
mesma situacao que sera vivenciada no dia do experimento.

O tempo de laténcia de retirada de cauda foi avaliado imediatamente
antes (basal), 30, 60 e 120 minutos apods o tratamento dos camundongos Swiss
machos com veiculo (DMSO 4%, 10 ml/kg, p.o.), F1 (Dlso, p.0.), F2 (DR, p.0.),
ou morfina (5 mg/kg, s.c.). Foram realizadas trés medidas por animal e a

determinacdo da média desses valores foi considerada como a medida final.
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3.8 Teste de coordenacao motora

A coordenacdo motora foi avaliada pelo tempo em que o animal passou
caminhando sobre uma haste giratoria (Dunham & Miya, 1957) durante 2 minutos
(tempo de corte). O aparelho utilizado (Ugo Basile mod. 7600 [Figura 13]) consta
de uma haste giratéria horizontal, revestida de plastico antideslizante, suspensa
a uma altura de 25-30 cm e com rotacdo constante (16 rpm). Camundongos
Swiss machos (h = 4-6 por grupo) foram submetidos a trés sessdes de
treinamento nos dias que antecederam o0s experimentos. A coordenacao motora
foi avaliada imediatamente antes (basal), 30, 60 e 120 minutos apds o tratamento
com veiculo (DMSO 4%, 10 ml/kg, p.o.), F1 (Dlso, p.0.), F2 (DR, p.0.) ou xilazina

(2 mgl/kg, s.c.).

Figura 13 - Camundongos sendo submetidos ao teste de
coordenacdo motora.
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3.9 Recrutamento de neutrofilos na cavidade pleural em modelo de
pleurisia

Camundongos BALB/c fémeas foram divididos em grupos experimentais
(n =5-6 por grupo). Veiculo (DMSO 4% em salina, 10 ml/kg), F1 (Dlso) ou F2 (DR
e suas variaveis multiplas de 0,001, 0,01, 0,1, 3 e 10 vezes) foram administrados
oralmente 1 h antes da injecao intratoracica de veiculo (PBS ou BSA 0,1% em
PBS, 100ul), carragenina (200 ug, 100 pl), zimosano (200 pg, 100 ul), LPS (250
ng, 100 pl) ou CXCL8 (60 ng, 100 ul). A escolha das doses e dos volumes
injetados dos agentes flogogénicos utilizados foi baseada nos dados de Ferreira
(2011) e Henrigues et al. (1996). O grupo controle positivo recebeu
dexametasona na dose de 0,5 mg/kg, intraperitoneal, 30 minutos antes do
estimulo inflamatério.

Os animais foram sacrificados na camara de CO:z 4 h ap6s a injecao do
agente flogogénico e tiveram a cavidade toracica aberta para a coleta do lavado
pleural com 2 ml de BSA 1% em PBS (Figura 14). O lavado foi centrifugado (4°C
a 100xg) por 4 minutos, o sobrenadante foi desprezado e as células resuspensas
com BSA 3%.

Em seguida, 20 yL da solugao ressuspensa com BSA (3%) foram
colocados em um tubo contendo 180 pL da solugcao de Turk e, posteriormente,
uma aliquota de 20 uL foi retirada e colocada em uma camara de Neubauer
(Brand) para contagem total de leucocitos em microscopio Optico. Para realizar
a contagem diferencial, 40-50 uL da solugao ressuspensa com BSA (3%), foram
adicionados em um Citospin (Fanem), 100 rpm por 40 s, abastecido com laminas
de vidro. ApGs um intervalo para secagem, as laminas foram coradas com

solugdes de Giemsa & May Grunwald e utilizadas para realizagdo da contagem
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diferencial de leucécitos. O numero de leucdcitos encontrados foi expresso na

forma de células x10° por cavidade.

3.9.1 Método para coloracdo de laminas para contagem diferencial
de leucéocitos Figura 14 - Coleta do lavado pleural em camundongos.

A coloracdo das laminas foi realizada com os corantes May-Grunwald &
Giemsa, sendo que a técnica combina os processos de fixacdo e coloracdo em
um unico procedimento. Antes do inicio do procedimento, o corante Giemsa foi
diluido na proporcéo de uma gota de corante para 1 ml de agua destilada.

As laminas foram colocadas sobre um suporte especifico e com auxilio de
uma pipeta plastica foram adicionadas aproximadamente 50 gotas do corante
May-Grunwald. Apds 3 min. foram acrescentados aproximadamente 50 gotas de
agua destilada sobre as laminas, seguido de mais 1 min. de intervalo.
Imediatamente apds, as laminas foram escorridas e, sem lavar, foram colocadas
aproximadamente, 50 gotas do corante Giemsa ja diluido em agua destilada.
Apds um intervalo de 15 min., as laminas foram lavadas com agua destilada e
colocadas em posicdo vertical a temperatura ambiente para secagem. As
laminas foram analisadas com auxilio de microscépio 6ptico e o nimero de

leucdcitos encontrados foi expresso na forma de células x10° por cavidade.
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3.10 Teste de retirada da pata

Para realizar a medida da hiperalgesia, foi utilizado o método de retirada
de pata submetida a compressao, descrito originalmente por Randall & Selitto
(1957) para ratos, com a finalidade de medir o limiar nociceptivo ao estimulo
mecanico. Posteriormente, Kawabata et al. (1992) adaptaram este teste para
camundongos.

No teste, o animal (camundongo Swiss macho, n = 4 por grupo) é
cuidadosamente mantido em posi¢ao horizontal sobre a bancada, por uma das
maos do experimentador, enquanto a superficie plantar da pata a ser testada é
colocada sob a parte compressora do aparelho algesimétrico (Ugo Basile, Italia),

como representado na Figura 15.

Figura 15 - Camundongo sendo
submetido ao teste de retirada de pata.

A parte compressora do aparelho consiste em duas superficies, sendo
uma plana, sobre a qual se coloca a pata do animal, e outra cénica, com uma
area de 1,75 mm? na extremidade, por meio da qual é aplicada uma presséo na

superficie plantar da pata do camundongo (Figura 16). A intensidade da pressao
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aplicada aumenta a uma taxa constante de 16 g/s, mediante o acionamento de
um pedal pelo experimentador. Ao observar a resposta nociceptiva do animal,
padronizada como retirada da pata, o experimentador desaciona o pedal,
interrompendo assim 0 aumento da pressao imposta a pata, sendo que o ultimo
valor, correspondente ao limiar nociceptivo, fica indicado na escala do aparelho
e expresso em gramas (g). O valor de 160 g foi usado como valor de corte para

reduzir a possibilidade de causar uma lesdo na pata dos camundongos.

Figura 16 - Parte compressora do aparelho (Ugo Basile, Italia) utilizado para medir o
limiar de resposta ao estimulo mecéanico aplicado na pata de camundongos.

3.10.1 Resposta do animal
O aprendizado para a medida do limiar nociceptivo na pata do
camundongo, consiste no treinamento do experimentador para detectar o

momento em que 0 animal percebe o estimulo como sendo doloroso e
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desenvolve uma reacéo. E considerado como resposta o instante inicial dessa
reacao. Nesse momento, observa-se um reflexo de retirada da pata.

E importante ressaltar que o animal € ambientalizado ao aparelho no dia
gue antecede o teste, sendo submetido a mesma situacao que sera vivenciada
no dia do experimento. A pata do animal € pressionada pelo aparelho trés vezes,
até que o mesmo nao manifeste mais uma reacao de fuga. Esse procedimento
€ muito importante, pois permite uma melhor observacéo da resposta nociceptiva
do animal, que durante o teste deve permanecer quieto, evitando que desenvolva
uma reacao aversiva simplesmente devido a situacdo estranha imposta ao

mesmo.

3.10.2 Medida do limiar nociceptivo, hiperalgesia e antinocicep¢ao

O limiar nociceptivo € definido como a pressao, aplicada a pata do animal,
em que o mesmo apresenta o reflexo de retirada da pata submetida a
compressédo. O limiar basal de cada animal foi determinado antes da
administracdo do agente hiperalgésico. Os limiares foram sempre medidos trés
vezes, observando um intervalo minimo de 10 segundos entre cada medida,
sendo o resultado final a média dessas medidas.

Para avaliacdo de um possivel efeito antinociceptivo periférico do
peltatosideo foi realizado o0 acompanhamento temporal do limiar nociceptivo dos
animais, em funcdo da ac&do desta quercetina glicosilada, sobre o efeito
hiperalgésico induzido pela carragenina. Considerando a hiperalgesia como
diminuicdo do limiar nociceptivo, nos demais experimentos sua intensidade foi
avaliada pela diferenca (A) do limiar nociceptivo obtido no inicio do experimento

(valor basal), antes de qualquer injecdo (tempo zero), em relacdo ao limiar
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medido apos 3 h da injecdo de carragenina (tempo em que se observa efeito
maximo deste agente hiperalgésico).

Se antes ou durante o desenvolvimento da hiperalgesia induzida pela
carragenina for administrado um farmaco com acdo antinociceptiva, sera
verificada uma reducédo da intensidade de hiperalgesia, ou seja, uma diminuicédo
do A do limiar nociceptivo. Do mesmo modo, farmacos com capacidade de
interferir na acao desses agentes antinociceptivos tendem a reverter esse efeito,
Ou seja, restaurar o A a valores proximos aqueles obtidos quando se administra

somente o agente hiperalgésico.

3.10.3 Procedimento experimental

O peltatosideo foi sempre injetado 20 minutos antes da terceira hora apos
a injecdo de carragenina (200 ug). AM251, AM630, VDM11, MAFP ou JZL,
respectivamente nas doses de 160, 100, 2,5, 0,5 e 3,75 pg, foram administrados
10 minutos antes da administracdo do peltatosideo.

As doses e o tempo de administracdo dos farmacos foram definidos
através de dados da literatura e em estudos prévios realizados em nosso
laboratério. A determinacéo do tempo de laténcia para retirada da pata, antes
(basal) ou apdés o estimulo nociceptivo (carragenina), foi medida trés vezes,
sendo que a determinacdo da média desses valores foi considerada como a

medida final.

3.11 Analise estatistica dos resultados
Os resultados obtidos foram apresentados como a média + erro padrao

da média (E.P.M.). Os dados foram submetidos a analise de variancia one-way
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ou two-way ANOVA, seguida pelo teste de Bonferroni para comparagdes
multiplas. Foram considerados estatisticamente significativos valores de P<0.05.

As analises estatisticas foram feitas usando o programa GraphPad Prism 3 e 5.
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CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n®. 51 / 2014, relativo ao projeto intitulado “Avaliacgo dos efeltos
antinociceptivo e anti-inflamatorio da fragao hidroetandlica e substancias isoladas das folhas de Annona
crassiflora ", que tem como responsavel Andrea de Castro Perez, esta de acordo com os Principios Eticos da
Experimentacgo Animal, adotados pela Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFMG), tendo sido
aprovado na reunido de 20/05/2014. Este certificado espira-se em 20/05/2019.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n®. 51 / 2014, related to the Project entilted *Evaluation of
antinociceptive and antiinflammatory effects of hydroethanolic fraction and isolated compounds from
Annona crassiflora leaves”, under the supervision of Andrea de Castro Perez, is in agreement with the
Ethical Principles in Animal Experimentation, adopted by the Ethics Committee in Animal Experimentation
(CEUA/UFMG), and was approved in 20/05/2014. This certificates expires in 20/05/2019.
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