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RESUMO

O gerenciamento de condigdes dolorosa ainda ¢ um problema médico a ser resolvido. Dentre
os medicamentos utilizados para o gerenciamento da dor, os anti-inflamatdrios nao esteroidais
(AINES) e os opioides sdo os mais utilizados. A utilizacdo dos AINES estd relacionada com
danos a fung¢ao renal e a integridade gastrica, e com a agregagao plaquetaria. J4 os principais
efeitos adversos da utilizagao de opioides sdo coceira, dependéncia e tolerancia, reduzindo sua
utilizagdo em casos de dor cronica. Sendo assim, faz-se necessario o desenvolvimento de novos
tratamentos. A utilizacdo de plantas para tratamento de condigdes dolorosas ja é comum na
medicina tradicional. Nesse estudo investigamos o potencial antinociceptivo do extrato
etandlico e da fracdo diclorometano obtidos da casca dos frutos da Annonna crassiflora Mart,
popularmente conhecida como araticum do cerrado. Para isso foram realizados os testes de
nocicep¢ao induzida por formalina e cinamaldeido. Para avaliar a acdo do extrato e da fragdo
sobre a locomog¢ao dos animais, foi utilizado o teste de campo aberto. Observamos que o
tratamento com o extrato etanolico na dose de 30 mg/Kg foi capaz de reduzir a resposta
nociceptiva dos animais, sem apresentar alteracdo significativa na locomocgdo espontanea,
enquanto que nas dose de 100 mg/Kg houve redugao significativa apenas na segunda fase do
teste de formalina, e a dose de 300 mg/Kg ndo apresentou redugao significativa. O tratamento
com a fragdo diclorometano na dose de 30 mg/Kg foi capaz de reduzir a resposta nociceptiva
dos animais, ja4 as doses de 10 e 100 mg/Kg ndo reduziram a resposta nociceptiva
significativamente, nenhuma das doses testadas da fra¢ao diclorometano causaram alteragdes
na atividade de locomogao dos animais. Os resultados mostram a atividade antinociceptiva do

extrato etanolico e da fra¢do diclorometano obtidos da planta Annona crassiflora Mart.

Palavras-chaves: Annona crassiflora Mart., efeito nociceptivo, formalina.
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1. INTRODUCAO

1.1 Dor
Segundo a Associacao Internacional para o Estudo da Dor (IASP), a dor ¢ definida como
“uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel, associada a uma lesao tecidual real ou
potencial, ou descrita em termos que sugerem tal lesao” (LOESER; TREEDE, 2008).
Diferentemente da dor, a nocicepg¢ao ¢ associada apenas ao processamento de estimulos nocivos

que codificam sinais para fornecer informagdes ao sistema nervoso central (SNC) da existéncia

de lesdo (WALL; MELZACK, 1999; JULIUS; BASBAUM, 2001).

Bishop, Gasser e colaboradores sugeriram que os estimulos nocivos eram detectados
pelas fibras delgadas ou finamente mielinizadas (Ad) e pelas fibras ndo mielinizadas (C)
(HEINBECKER; BISHOP, 1933; ZOTTERMAN, 1933; CLARK; HUGHES; GASSER, 1935;
LANDAU; BISHOP, 1953; COLLINS; NULSET; RANDT, 1960). As fibras Ad sdo
responsaveis por mediar a dor aguda, e sdo responsivas a extremos de temperatura (<5°C e
>45°C) e a estimulos mecanicos intensos. As fibras C amielinicas, em sua maioria, sao
nociceptores polimodais que respondem a varios estimulos nocivos como mecanicos, quimicos

e térmicos (BASBAUM et al., 2009; KANDEL et al., 2014).

Os terminais nervosos das fibras C projetam-se principalmente nas laminas [ e II,
enquanto as fibras Ad projetam-se nas laminas [ ¢ V. Nessas regides ha o direcionamento da
informagdo nociceptiva para regides supraespinhais como o tronco encefalico e para o tdlamo,
devido a presenga de neuronios de projecao e interneuronios de segunda ordem (PURVES et
al.,, 2010). Na amidala, hipotdlamo, nucleos talamicos e na substancia periaquedutal hd o
processamento do componente emocional da dor, enquanto que os aspectos sensoriais sao

interpretados no cortex somatossensorial.



A transmissdo da dor ocorre, portanto, sob o comando de fibras nociceptoras que
detectam e conduzem a informagado nociceptiva da periferia até o sistema nervoso central. No
sistema nervoso central vias anatomicas sdo ativadas levando a informacgdo para areas
encefalicas que integram a informacdo nociceptiva com informag¢des de memoria,

determinando a resposta individual da dor (DALMOLIN, 2010).

A dor pode ser classificada em dois tipos: aguda e cronica, considerando-se a duragio
de sua manifestacdo. A dor aguda tem um importante papel fisioldgico na protecdo tecidual e
se estabelece por um curto periodo de tempo, podendo desaparecer antes mesmo do
restabelecimento do tecido lesado. Ja a dor cronica € prejudicial ao corpo, e possui duragao
minima de trés meses, porém, podendo acompanhar o individuo pelo resto da sua vida

(KUMAR et al., 2015; WOOLF, 2010).

Conforme sua etiologia a dor pode ser classificada em nociceptiva e patologica. A dor
nociceptiva tem o papel de protecdo fisioldgica e € essencial para minimizar o contato com
estimulos nocivos. A dor patologica se divide em neuropética e inflamatoria, sendo a primeira
relacionada a um dano no sistema nervoso podendo ter a existéncia de dor substancial sem
nenhum estimulo nocivo. Ja a dor inflamatoria ¢ causada pela ativacdo do sistema imune, e ¢
responsavel por aumentar a sensibilidade sensorial, reduzindo o contato fisico € 0 movimento

da parte lesionada (WOOLF, 2004, 2010).

Uma Pesquisa Nacional de Entrevista de Satde, realizada nos Estados Unidos em 2009,
mostrou que em um periodo de 3 meses 16% dos adultos reportaram dores de cabega severas
ou enxaqueca, 15% disseram ter dores no pescoco, 28% relataram dor na parte inferior das
costas, ¢ 5% disseram ter dores na face ou na mandibula (GASKIN; RICHARD, 2012). Cancer,
osteoartrite e artrite reumatoide, cirurgias, e problemas espinhais sdo as quatro maiores causas

de dor. A dor pode ser acompanhada de sérios problemas incluindo depressdo, absenteismo,



isolamento social e pensamento suicida. Assim, a dor em um individuo também afeta a
economia (GOLDBERG; MCGEE, 2011). Turk e Theodore reportaram que em 2010 o custo
farmacéutico, voltado para gerenciamento da dor, foi de $16,4 bilhdes de dolares (TURK,
2002). Stewart e colaboradores afirmaram, que condi¢des dolorosas comuns como: artrite,
dores de cabeca, dor na lombar, resultaram em um custo de $ 61,2 bilhdes de dolares devido a
queda de produtividade para trabalhadores nos Estados Unidos, no ano avaliado de 2002

(STEWART et al., 2007).

Dentre os medicamentos utilizados para o gerenciamento da dor, os anti-inflamatorios
ndo esteroidais (AINES) e os opioides sdo os mais utilizados. Os AINES atuam inibindo a
enzima cicloxigenase na periferia e na medula espinhal. Eles se relacionam com danos a fungao
renal, com a integridade gastrica e com a agregacao plaquetaria. Ja os opioides atuam no corno
dorsal da medula espinhal impedindo a transmissdo da nocicep¢do e também no controle
descendente da dor, e os principais efeitos adversos da utilizacdo de opioides sdo coceira,
dependéncia e tolerancia, limitando sua utilizacdo em casos de dor cronica (DANIEL B CARR,
1999). Em vista desses efeitos adversos, faz-se necessario que novos estudos relacionados aos

tratamentos de condi¢des dolorosas sejam desenvolvidos.

Neste sentido, sabe-se da utilizacdo de produtos naturais em patologias diversas como
sendo uma das alternativas para o tratamento de diferentes condigdes dolorosas pela populagao
em geral. Estes produtos naturais sdo interessantes ferramentas de estudo para a determinagao
de seu uso de forma mais segura e eficaz, e ainda devido ao seu grande potencial como fonte

para a descoberta de novas biomoléculas.

1.2 Produtos naturais na dor
Produtos naturais sdo de grande importancia para o descobrimento de novas moléculas

com potencial terapéutico. Essas moléculas podem ser obtidas a partir de plantas,



microrganismos e animais, € podem ser utilizadas em diferentes tratamentos como os de cancer,
diabetes e condi¢des dolorosas (GU et al., 2013; HARVEY, 2014). O acido acetil salicilico,
também conhecido como aspirina, foi extraido da planta Salix alba, e ¢ amplamente utilizado
como anti-inflamatorio e analgésico (VANE, 1971). Outro exemplo de produto terapéutico de
origem natural ¢ a morfina. Pertencente a classe dos opioides, a morfina foi primeiramente
extraida da planta Papaver somniferum, e possui um alto poder analgésico (CALIXTO et al.,

2005).

O Brasil possui uma extensa biodiversidade que nos permite o acesso a diferentes
produtos naturais que podem ser utilizados como imunomoduladores, antimicrobianos, anti-
inflamatérios, entre outros (BAILAO et al., 2015; CARVALHO et al., 2013; CORNARA et al.,
2017). O Cerrado ¢ o segundo maior bioma brasileiro e conta com uma enorme variedade de
plantas e animais endémicos (KLINK; MACHADO, 2005; RATTER; RIBEIRO;
BRIDGEWATER, 1997). Alguns exemplos de espécies tipicas de plantas do cerrado, utilizadas
na medicina tradicional, e que ja tiveram o efeito anti-inflamatério estudados, sdo a murici-
pequeno (Byrsonima intermedia A. Juss.) e também a guabiroba (Campomanesia xanthocarpa),
utilizadas também para para tratamento de infecgdo urinaria, febre, diabetes e diarreia (DA

SILVA etal., 2016; ORLANDI et al., 2011; VELOSO et al., 2010).

Dentre as espécies de plantas, a Annona crassiflora, conhecida como araticum do
cerrado, pertencente a familia Annonaceae, pode ser encontrada nos estados da Bahia, Minas
Gerais, Sao Paulo, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso, Goias e Tocantins (LORENZI, 1998). A
infusdo das folhas do araticum ¢ comumente utilizada na medicina popular como anti-
inflamatorio e analgésico para tratamento de feridas, mordida de serpente, diarreia, malaria e
reumatismo (ALMEIDA; SILVA; RIBEIRO, 1987; VILAR et al., 2008). Ainda, foi

demonstrado que o extrato etanolico, obtido da casca do araticum, possui substdncias com



potencial antioxidante como a rutina, xantoxilina, 4cido feralico, cafeico, ascérbico e quinico,

e varios alcaloides (JUSTINO et al., 2016; ROESLER; CATHARINO; EBERLIN, 2007).

Os alcaloides sdo conhecidos por causar vasodilatacdo, por apresentar efeitos anti-
hipertensivos e por inibir agregagdo plaquetaria, assim como pelo seu potencial analgésico.
Recentemente, Montrucchio e colaboradores reportaram o efeito antinociceptivo de um
alcaloide aporfinico S-(+)-dicentrina em modelo de dor visceral em camundongos, e também o
efeito desse alcaloide em condic¢des inflamatorias, atenuando a hipersensibilidade mecanica e

ao frio, e também reduzindo a nocicepgao espontainea (MONTRUCCHIO, 2013).

Adicionalmente, estudos mostraram que a fra¢ao hidroalcodlica, obtida do extrato
etanolico de folhas do araticum, possui efeito anti-inflamatério e antinociceptivo em doengas
inflamatorias, onde o acimulo de leucocitos € crucial para a patofisiologia (OLIVEIRA et al.,
2018). Ainda, ¢ possivel verificar estudos in vivo que demonstram que o extrato etandlico da
casca da fruta Annona crassiflora Mart. ndo possui potencial mutagénico ou genotdxico,
sugerindo que seu uso ¢ seguro (VILAR et al., 2008; VILAR; FERRI; CHEN CHEN, 2011).
Também ja foi verificado por Justino e colaboradores que o extrato etandlico e fragdo
diclorometano obtida da casca do fruto da Annona crassiflora nao apresentam citotoxidade em

testes in vitro (JUSTINO et al., 2016).

Nesse sentido, a hipdtese desse trabalho é que, o extrato etandlico e a fragdo
diclorometano (rica em alcaloides), obtidas da casca do fruto da Annona crassiflora apresentem
potencial antinociceptivo, mostrando-se promissoras no tratamento de condigdes dolorosas,
confirmando seu uso na medicina popular. Vale ressaltar que nosso grupo, em parceria com o
laboratério do professor Foued, identificou e isolou o composto estefalagina, que ¢ um alcaloide

aporfinico, e para o qual temos resultados preliminares demonstrando seu potencial analgésico



e anti-inflamatério. Assim, se faz necessario avaliar se a fragdo de onde foi extraido, assim

como o etanolico, apresentam atividades antinociceptivas similares

2. OBIJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
O objetivo geral do presente trabalho foi avaliar o efeito antinociceptivo do extrato
etandlico e da fracdo diclorometano obtidos da casca do fruto da planta Annona

crassiflora Mart.

2.2 Objetivos Especificos

e Avaliar o efeito antinociceptivo do extrato etandlico e da fragdo diclorometano
obtidos da casca do fruto da planta Annona crassiflora Mart. na dor induzida
pela inje¢@o de formalina.

e Avaliar o efeito antinociceptivo da fracdo diclorometano obtidas da casca do
fruto da planta Annona crassiflora Mart. na dor induzida pela injecdo de
cinamaldeido.

e Avaliar os efeitos do extrato etanolico ¢ da fracdo diclorometano obtidos da

casca do fruto da planta Annona crassiflora Mart. na locomoc¢ao espontanea.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Obtencdo do material da planta
Os exemplares dos frutos foram coletados na regido norte de Minas Gerais, em margo
de 2015. A planta foi identificada por André Vito Scatigna do Instituto de Biologia da
Universidade Federal de Uberlandia. A exicata (HUFU68467) foi depositada no herbario

da Instituicdo e registrada no SISGEN com o numero de cadastro A9CB28C. O extrato



etandlico e a fracdo utilizadas foram obtidos através da parceria com o professor Foued

Salmen do Laboratdrio de Bioquimica e Biologia Molecular (LABIBI).

Para a obtencdo do extrato etandlico bruto, a casca dos frutos foi separada da poupa,
entdo passaram pelo processo de secagem e trituragdo. A extra¢do dos componentes do po foi
feita utilizando etanol 98%. O extrato etanolico bruto foi submetido a extracdo liquido-liquido,
onde se obteve as fases hexano, diclorometano, acetil acetato e butanol. Todas as fases foram
analisadas em cromatografia de camada delgada (TLC), para confirmar a presenca de
alcaloides. Por fim, os alcaloides foram concentrados na fragao diclorometano, escolhida para

o0 projeto.

3.2 Animais
Foram utilizados camundongos C57BL/6 machos de 6-8 semanas de idade (20g),
provenientes do biotério da Rede de Biotérios da Universidade Federal de Uberlandia, Campus
Umuarama, mantidos sob condi¢des de temperatura de 23-25 °C e o com ciclo claro/escuro de
12h, com bolinhas de papel para a confec¢do de ninhos como enriquecimento de meio, e com
livre acesso a ra¢do e agua. Os experimentos foram conduzidos de acordo com aprovado no

projeto 104/17 pelo comité de ética animal da UFU- Umuarama.

3.3 Nocicepg¢ao induzida por formalina
Os camundongos foram pré-tratados por via oral (gavagem) com 200 pl o extrato
etanolico, nas doses de 30, 100 e 300 mg/kg, 1h antes da injegdo intraplantar (ipl) de 10 pul de
formalina (solugdo 2,5%) na superficie plantar da pata traseira direita. O grupo veiculo foi
tratado com 200 pl de DMSO 10%, também por via oral (veiculo para a diluicao dos extratos),
e 0 grupo controle recebeu apenas a injecao ipl de formalina. Imediatamente apos a injecao de

formalina, os animais foram colocados em camaras de vidro (9 x 11 x 13 cm) planas e a resposta



nociceptiva foi avaliada por 30 minutos. Foi cronometrado o tempo gasto em lambida e shaking

da pata injetada e os resultados foram expressos em blocos de 0-5 e de 15-30 minutos.

O mesmo procedimento foi realizado tratando os animais com a fragdo diclorometano
nas doses de 10, 30 e 100 mg/kg. A dose que desencadeou melhor resposta foi a utilizada para

o tratamento nos demais testes.

Foram utilizados 6 animais por grupo, quando o tratamento foi o extrato etanolico. Para

o tratamento com a fragcdo diclorometano o numero de animais variou de 4 a 9 animais por

grupo.

3.4 Nocicepg¢ao induzida por cinamaldeido

O procedimento para inducao da nocicep¢ao utilizando cinamaldeido foi realizado
conforme descrito por Montrucchio, 2013. Os camundongos foram pré-tratados por via oral
(gavagem) com 200 pl da fragdo diclorometano (30 mg/kg), 1h antes da inje¢do intraplantar de
20ul de cinamaldeido (1,3 pg/ pata) na pata traseira direita. O grupo controle recebeu apenas
a injecdo ipl de cinamaldeido, sem tratamento. Imediatamente apds a injecao de cinamaldeido,
os animais foram colocados em camaras de vidro (9 x 11 x 13 cm) planas e a resposta
nociceptiva foi avaliada por 30 minutos. Foi cronometrado o tempo gasto em lambida e shaking

da pata injetada e os resultados foram expressos como tempo de respostas nociceptivas.

Foram utilizados 5 animais para o grupo controle, € 6 animais para o grupo tratado com

a frag¢do diclorometano.

3.5 Campo aberto
Para verificar se o extrato etandlico e fragdo diclorometano interferem na atividade
locomotora espontanea ou no comportamento exploratério dos camundongos foi realizado o
teste do campo aberto conforme descrito por DAL et al., 2017). O aparato utilizado foi uma

arena retangular (28 x 18 x 12 cm) com a base dividida em 18 4reas iguais. Foi contabilizado,



durante 3 minutos, o nimero de areas cruzadas pelo camundongo (crossing) € o nimero de
vezes em que ele suspende as patas dianteira (rearing). A atividade locomotora, apos a
administracdo dos tratamentos, foi comparada com o grupo naive (que ndo recebeu nenhum

tratamento).

Para o tratamento com o extrato etandlico foram utilizados entre 4 e 6 animais por grupo.

Para tratamento com a fragdo diclorometano foram utilizados entre 4 e 8 animais por grupo.

3.6 Analise Estatistica
As andlises estatisticas dos dados foram realizadas pelos métodos de variancia a um
critério (one-way ANOVA), e teste de comparagdes multiplas de Dunnet, de acordo com as
variaveis e grupos comparados, sendo que as diferengas foram consideradas significativas para

valores de P< 0,05. Foi utilizado o programa Graph prism versao 5.

4. RESULTADOS

4.1 Efeito antinociceptivo do extrato etanolico obtido da casca do fruto da planta

Annona crassiflora Mart. na dor induzida por formalina
O tratamento com extrato etandlico na concentracdo de 30 mg/Kg produziu uma
resposta antinociceptiva nos primeiros 5 minutos ap6s a inje¢do de formalina, reduzindo a
resposta de lambida em 34%, em relag@o ao grupo controle. Os tratamentos de 100 e 300 mg/Kg
ndo apresentaram reduc¢ao significativa da resposta nociceptiva, sendo que o tratamento de 100
mg/Kg reduziu a resposta em 35%, e o tratamento com 300 mg/Kg reduziu a resposta em 25%

(Figura 1. A).

Na fase inflamatéria, analisada de 15 a 30 minutos, é possivel observar a reducdo
significativa da resposta nociceptiva em 21%, quando os animais foram tratados com o extrato

na concentracdo de 30 mg/Kg. Diferentemente do observado nos primeiros 5 minutos de
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resposta, a dose de 100 mg/Kg, quando avaliada na fase inflamatdria, apresentou uma redugao
significativa de 33% da resposta nociceptiva. O tratamento de 300 mg/Kg ndo apresentou

diminuicdo significativa na resposta nociceptiva, sendo a reducao de apenas 3% (Figura 1. B).
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Figura 1 Efeitos da administragdo oral do extrato etandlico (30-300 mg/kg) no comportamento de dor induzida
por formalina em camundongos durante a A) primeira fase (neurogénica, 0-5 min) e B) segunda fase (inflamatoria,
15-30 min). N = 6 animais por grupo. As colunas representam a média+ S.E.M. *p <0,05 em comparagdo com o
grupo de formalina (one-way ANOVA, seguida por teste de Dunnet).
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4.2 Efeito da administracao do extrato etandlico obtido da casca do fruto da planta
Annona crassiflora Mart. na locomog¢ao espontanea

Através do campo aberto, foi mensurado o nimero de cruzamentos e de rearing dos
animais, para analisar os efeitos do tratamento na locomogdo espontdnea dos animais. Os
tratamentos com o extrato etanolico nas doses de 30, 100 e 300 mg/Kg ndo causaram alteragdes
no numero de vezes em que os animais suspenderam as patas dianteiras (rearing), quando
comparados com os animais naive, que nio receberam nenhum tratamento (Figura 2. A). E
possivel observar também que ndo houve alteracdo significativa no nimero de cruzamentos
quando os animais receberam a dose de 30 mg/Kg, enquanto que nas doses de 100 e 300 mg/Kg

os animais reduziram significativamente o nimero de cruzamentos (Figura 2. B).
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Figura 2 Locomogdo espontinea ap6s uma hora da administragdo do extrato etandlico nas doses de 30, 100 e
300 mg/Kg. A) Numero de vezes em que os animais suspenderam as patas dianteiras (rearing). B) Numero de
areas cruzadas pelos animais. Naive (N=4), 30 mg/Kg (N= 6), 100 mg/Kg (N=6), 300 mg/Kg (N = 6). As colunas
representam a média + S.E.M. *p <0,05 em comparacdo com o grupo de formalina (one-way ANOVA, seguida
por teste de Dunnet).

4.3 Efeito antinociceptivo da fracdo diclorometano obtida da casca do fruto da planta

Annona crassiflora Mart. na dor induzida por formalina
O tratamento com a fra¢do diclorometano na concentracdo de 30 mg/Kg produziu uma
resposta antinociceptiva nos primeiros 5 minutos apos a inje¢do de formalina, reduzindo a
resposta de lambida em 54%, em relag@o ao grupo controle. Os tratamentos de 10 e 100 mg/Kg

ndo apresentaram redu¢do significativa da resposta nociceptiva, sendo que o tratamento de 10
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mg/Kg reduziu a resposta em 46%, e o tratamento com 100 mg/Kg reduziu a resposta em 9%

(Figura 3. A).

Na fase inflamatdria, analisada de 15 a 30 minutos, ¢ possivel observar a redugdo
significativa da resposta nociceptiva em 41%, quando os animais foram tratados com o extrato
na concentracdo de 30 mg/Kg. Conforme visto nos primeiros 5 minutos de analise, os
tratamentos de 10 e 100 mg/Kg ndo apresentaram diminuicdo significativa na resposta
nociceptiva, sendo que o tratamento de 10 mg/Kg reduziu a resposta em 37%, e o tratamento
com 100 mg/Kg ndo apresentou reducdo (Figura 1. B). A dose de 30 mg/Kg desencadeou

melhor resposta nos dois tempos analisados, portanto foi a dose utilizada para os demais testes.
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Figura 3 Efeitos da administra¢do oral da fracdo diclorometano (30 e 100 mg/kg) no comportamento de dor
induzida por formalina em camundongos durante a A) primeira fase (neurogénica, 0-5 min) B) segunda fase
(inflamatdria, 15-30 min). Form. (N= 6), DMSO (N= 6), 10 mg/Kg (N=4), 30 mg/Kg (N=9), 100 mg/Kg (N=9).
As colunas representam a média = S.E.M. *p <0,05 em comparacdo com o grupo de formalina (one-way ANOVA,
seguida por teste de Dunnet).

4.4 Efeito da administracdo da fragdo diclorometano obtida da casca do fruto da

planta Annona crassiflora Mart. na locomog¢ao espontanea
Através do campo aberto, foi mensurado o niimero de cruzamentos e de rearing dos animais,
para analisar os efeitos do tratamento na locomog¢do espontanea dos animais. Os tratamentos
com a fragdo diclorometano nas doses de 10, 30 e 100 mg/Kg ndo induziram alteragdes no
numero de rearing (Figura 4. A), assim como no niimero de cruzamentos (Figura 4. B), quando

comparados aos animais naive.
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Figura 4 Locomogao espontanea ap6s uma hora da administracao da fragdo diclorometano nas doses de 30 e
100 mg/Kg. A) Numero de vezes em que os animais suspenderam as patas dianteiras (rearing). B) Numero de
areas cruzadas pelos animais. Naive (N= 6), DMSO (N=7), 10 mg/Kg (N=4), 30 mg/Kg (N= 8), 100 mg/Kg (N=
8). As colunas representam a média = S.E.M. *p <0,05 em comparacdo com o grupo de formalina (one-way
ANOVA, seguida por teste de Dunnet).

4.5 Efeito antinociceptivo da fragdo diclorometano obtido da casca do fruto da
planta Annona crassiflora Mart. na dor induzida por cinamaldeido
Foi investigado o efeito antinociceptivo da fracdo diclorometano sobre respostas

nociceptivas induzidas pelo cinamaldeido (Figura 5). Podemos observar que houve diminuigao
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da resposta de lambida de pata, em 56%, quando os animais foram submetidos ao tratamento

com a fragdo diclorometano na dose de 30 mg/Kg, e comparados aos animais controle.

N
[4)]
g

N
o
T

- -
[=] (3.
9

Tempo de lambida de pata (s)
o
=]
L

]
Cinamaldeido 30 mg/kg
Fragao diclorometano

Figura 5 Efeitos da administragdo oral da fragdo diclorometano 30 mg/kg no comportamento de dor induzida
por cinamaldeido em camundongos durante o tempo de 30 minutos. Cinamaldeido (N= 5), 30 mg/Kg (N=6). As
colunas representam a média + S.E.M. *p <0,05 em comparagdo com o grupo de formalina (teste T, seguida por
teste de Dunnet).

5. DISCUSSAO

Os extratos obtidos a partir de diferentes partes da planta Annona crassiflora Mart.
apresentam diversas atividades bioldgicas como observado em diversos estudos, capacidade
antioxidante, antibacteriana, antimutagénica, entre outras (DE SOUZA et al., 2012;
TAKAHASHI, 2006; JUSTINO et al., 2016; ROESLER; CATHARINO; EBERLIN, 2007).
Entre os principais compostos biologicamente ativos presentes nos frutos, sementes, e folhas
do araticum, estao flavonoides, diversos alcaloides e acetogeninas (EGYDIO, 2013; JUSTINO
etal., 2016; LAGE et al., 2014). Os alcaloides sao substancias com varios efeitos terapéuticos,
incluindo atividade anti-inflamatoria e analgésica (BARBOSA-FILHO et al., 2006; CARLO et

al., 1999; SHOAIB et al., 2016). Estudos fitoquimicos realizados pelo nosso grupo mostraram
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que a fragdo diclorometano, obtida do extrato etandlico (etanolico), € rica em alcaloides, entre
eles o majoritario ¢ o alcaloide aporfinico estefalagina (PEREIRA et al., 2017). Nesse estudo
avaliamos o potencial antinociceptivo do extrato etandlico e da fragdo diclometano obtida da
casca do fruto da planta Annona crassiflora, em modelos de dor induzidos por formalina e

cinamaldeido.

A utilizacdo do teste da formalina ¢ amplamente utilizado como modelo de dor em roedores
(SHIELDS et al., 2010). A nocicepg¢ao induzida por formalina, apresenta duas fases distintas
de resposta antinociceptiva. A primeira fase, conhecida como fase neurogénica, ocorre em
roedores 5 minutos apds a injecdo de formalina, e corresponde a ativagdo de neurdnios
sensoriais aferentes primarios, com a liberagdo local de substincia P e de bradicinina
(SHIBATA et al., 1989). A segunda fase, ou fase inflamatoria, ¢ caracterizada por uma reagao
inflamatoria na periferia e por sensibilizacdo central, envolvendo mediadores inflamatdrios
como histamina, prostaglandina e bradicinina, e acontece entre 15 e 30 minutos ap6s a aplicagao
de formalina (MCNAMARA et al., 2007; TIOLSEN et al., 1992). Pesquisas recentes mostram
que em concentragdes de formalina inferiores a 1% esta substancia pode atuar como um
ativador de receptores do tipo TRPA1, enquanto que concentragdes maiores podem atuar sobre

diferentes vias nociceptivas e inflamatorias (MCNAMARA et al., 2007; SHIELDS et al., 2010).

Em nosso estudo observamos que a administrag¢do oral do extrato etandlico na concentracdo
de 30 mg/Kg foi capaz de reduzir a resposta nociceptiva induzida por formalina 2,5% nos
animais tanto na fase neurogénica, quanto na inflamatoria. J4 a administragdo da frag¢do
diclorometano na dose de 30 mg/Kg apresentou efeito antinociceptivo significativo nas duas
fases. Como foi utilizada concentragdo de formalina de 2,5%, que, como ja descrito, ¢ capaz de
atuar sobre vias alternativas ao TRPAL, ¢ possivel que o efeito antinociceptivo do extrato e da
fragdo possam ser associados a um efeito anti-inflamatdrio. Em acordo com nossos resultados,

ja foi visto por Costa Oliveira et al. (2018) que a administragdo oral da fracdo hidroalcoolica
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obtidas das folhas da Annona crassiflora reduziram a resposta nociceptiva na segunda fase no

teste da formalina (OLIVEIRA et al., 2018).

A nocicepcao induzida por cinamaldeido ¢ caracterizada pela ativagdo de receptores
TRPA1, sendo este composto um agonista destes receptores e também utilizado como modelo
de dor em roedores. O tratamento oral da fracdo diclorometano 30 mg/Kg reduziu o tempo de
resposta comparado com o animal controle, que recebeu apenas a injecdo intraplantar de
cinamaldeido. Vale ressaltar aqui que héd outros possiveis mecanismos de antinocicepgdo a
serem explorados como a inibi¢do da agdo de outras moléculas como o glutamato, serotonina,
histamina (MURRAY; PORRECA; COWAN, 1988; RIOS et al., 2013; RUJJANAWATE;
KANJANAPOTHI; PANTHONG, 2003). Adicionalmente, Oliveira (2017) em estudos
realizados em nosso laboratorio, relatou que os efeitos do alcaloide aporfinico estefalagina,
obtido da fracdo diclorometano obtida da casca do fruto do araticum , reduziu a resposta
nociceptiva dos animais em modelos de dor induzidos por cinamaldeido, capsaicina e formalina
1%, e também atuou inibindo o influxo de calcio causado pela capsaicina em sinaptossomas da
medula espinhal (OLIVEIRA, 2017). Em concordancia com este estudo, Montrucchio e
colaboradores (2013) demonstraram o efeito antinociceptivo do alcaloide aporfinico S-(+)-
Dicentrina em modelos de dor utilizando capsaicina, cinamaldeido e adjuvante completo de
Freund (CFA), associando esta agdo a uma possivel modulacdo dos receptores TRPAI1

(MONTRUCCHIO, 2013).

Para o desenvolvimento de novas drogas analgésicas ¢ de grande importincia avaliarmos a
possivel ocorréncia de efeitos adversos, como seda¢do ou desordens locomotoras, relacionados
com a administragdo do tratamento (NEGUS et al., 2006). Ainda, ¢ importante confirmarmos
que as alteracdes fenotipicas que estamos observando durante a realizacdo dos testes
antinociceptivos se referem a modulagdo de vias nociceptivas e ndo respostas outras que afetam

estas caracteristicas fenotipicas, como possiveis alteragdes na atividade locomotora. Neste
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sentido, o teste de campo aberto foi utilizado para excluirmos a possibilidade da acdo
antinociceptiva do extrato etandlico e da fracdo diclorometano estarem relacionados com
disturbios na locomogao e na atividade exploratoria dos animais, o que afetaria a resposta dos
mesmos. O numero de cruzamentos indica a atividade locomotora, enquanto o nimero de

rearing indica a atividade exploratéria (RODRIGUES et al., 2018).

No tratamento oral com o extrato etandlico ndo houve alteracdes na atividade exploratéria
dos animais em nenhuma das doses administradas, quanto que na atividade locomotora, houve
uma redu¢do no numero de cruzamentos nas doses administradas de 100 e 300 mg/Kg em
relacdo ao grupo naive. Contudo, a dose 30 mg/Kg que demonstrou melhor atividade analgésica
nas duas fases da formalina, ndo levou ao desenvolvimento de alteracdes na atividade
exploratéria ou locomotora dos animais. Ao analisar o tratamento feito com a fragao ¢ possivel
observar que nao houve redugdo significativa da atividade de locomog¢ao e exploratoria dos

animais, em nenhuma das concentracdes administradas.

Assim, observamos que o efeito antinociceptivo do extrato etandlico e da fragao
diclorometano, obtidos da casca dos frutos da Amnona crassiflora Mart., se mostram
promissores, € podem, possivelmente, ter parte de seu efeito antinociceptivo associado a

presenca do alcaloide estefalagina.

6. CONCLUSAO
Nosso estudo demonstrou a atividade antinociceptiva do extrato etanodlico e fragdo
diclorometano, obtidas da casca dos frutos da planta Annona crassiflora, em modelos de dor
induzido por formalina e cinamaldeido. Nosso estudo também sustenta a utilizacdo dessa

espécie na medicina tradicional.
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