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RESUMO

A familia Myrtaceae compreende vdarias espécies encontradas principalmente em regides
tropicais e subtropicais, como a Campomanesia xanthocarpa. Taninos e flavonoides,
metabolitos secundarios detentores de atividades anti-inflamatdrias, ja foram identificados no
extrato aquoso das folhas da referida espécie. Assim, no presente estudo investigamos o0s
possiveis efeitos anti-inflamatorios e citotoxicos do extrato aquoso das folhas da
Campomanesia xanthocarpa em células macrophage-like RAW 264.7. O extrato aquoso foi
obtido a partir das folhas secas, trituradas, colocadas em agua destilada (20%, m/v) e mantidas
a temperatura ambiente por 48 horas. O extrato obtido foi congelado, liofilizado e
acondicionado em freezer a -20°C até a utilizagdo. A citotoxicidade do extrato da
Campomanesia. xanthocarpa foi avaliada empregando-se o ensaio de MTT (tetrazolio de
metiltiazol) e a produ¢do de 6xido nitrico (NO) foi quantificada pelo método de Griess. Células
RAW 264.7 (2x10* células/100 uL) foram tratadas com concentragdes crescentes de extrato
(1,95 a 500 ug/mL) por 24 horas e, posteriormente, pulsadas com MTT (0,5 mg/mL). Para a
determina¢io de NO, as células (1x10° células/200uL) foram tratadas com diferentes
concentragoes do extrato de Campomanesia xanthocarpa (1,95 a 500 ug/mL) ou com LPS (0,5
pg/mL). O extrato aquoso da Campomanesia xanthocarpa apresentou citotoxicidade em
concentragdes superiores a 125 pg/mL (p<0,05), como evidenciado pela baixa viabilidade
celular quando comparada aquela de células ndo-tratadas (controles). Em concentracdes iguais
ou inferiores a 62,5 ng/mL, o extrato ndo foi capaz de induzir a produgdo de NO em células
RAW 264.7 (p>0,05). Portanto, o extrato da Campomanesia xanthocarpa parece interferir com
o ciclo celular em células RAW 264.7 e, em concentracdes nao citotoxicas, nao constitui
estimulo suficiente para induzir a produgdo de NO.

Palavras-chave: Campomanesia xanthocarpa; células RAW 264.7; citotoxicidade; oxido

nitrico.
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1 INTRODUCAO

1.1 Plantas medicinais

O uso de produtos naturais pelo homem com finalidade terapéutica ¢ tdo antigo quanto
a sua historia, o que faz com que as plantas medicinais tenham grande importancia para as

condi¢cdes de saude das populagdes.

A medicina tradicional compreende diversas praticas, enfoque, conhecimentos e
crengas sanitarias que incluem plantas, animais e/ou medicamentos baseados em minerais,
terapias espirituais, técnicas manuais e exercicios, aplicados individualmente ou em
combinag¢do para manter o bem-estar, além de tratar, diagnosticar e prevenir as enfermidades

(OMS, 2014).

Neste contexto, atualmente, ¢ possivel observar um crescimento significativo do uso
de plantas medicinais para a sintese de fitoterapicos. Plantas medicinais sdo espécies vegetais,
cultivadas ou nao, e utilizadas com propoésitos terapéuticos e fitoterapicos sao produtos
obtidos de plantas medicinais, ou de seus derivados, exceto substancias isoladas, com
finalidade profilatica, curativa ou paliativa, podendo ser simples, quando o ativo € proveniente
de uma Unica espécie vegetal medicinal, ou composto, quando o ativo € proveniente de mais
de uma espécie vegetal (POLITICA NACIONAL DE PLANTAS MEDICINAIS E

FITOTERAPICOS, 2016).

O crescimento na utilizacdo de plantas medicinais deve-se ndo apenas ao seu poder
curativo, mas também por serem economicamente mais acessiveis. Devido a desigualdade
social em algumas regides do pais, muitas comunidades, principalmente as familias mais
carentes, buscam alternativas e solugdes para a promocdo da qualidade de vida

(MENEGUELLI et al, 2018).



De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), cerca de 60 a 80% da
populag¢do mundial dependem da medicina popular nos seus cuidados basicos de satde, e deste
total, aproximadamente 85% utilizam-se de plantas e seus derivados como forma terapéutica
(VERRI, A. M.; MOURA, A de A.; DE MOURA, V. M., 2018). Neste contexto, o estudo de
plantas nativas do Brasil com potencial agdo farmacologica ¢ uma ferramenta relevante para a
bioprospeccao de novos agentes terapéuticos ou como complemento/alternativa aos farmacos

Jé existentes.

1.2 Campomanesia xanthocarpa

Na América do Sul, a flora representa uma das fontes mais ricas do mundo de material
com atividade farmacologica, e o Brasil possui a maior diversidade vegetal. Classificado
como o segundo maior bioma brasileiro, o Cerrado ocupa uma area de, aproximadamente,
204,7 milhdes de hectares na por¢ao central do pais, de forma que abriga mais de 11 mil
espécies vegetais, as quais tém sido muito utilizadas na medicina popular e estudadas em
relacdo aos seus potenciais farmacologicos (BERNARDES et al, 2017; MOREIRA, G. A. M.,

SPERANDIO, E. M., DO VALE, H. M. M. 2016).

Dentre essas espécies, encontra-se a Campomanesia xanthocarpa, popularmente
conhecida como guabirobeira. Pertencente a familia Myrtaceae, ¢ uma arvore frutifera e
lenhosa, a qual se apresenta como arbusto, arvoreta ou arvore de 10 a 20 m de altura e até 60
cm de diametro; as folhas sdo verdes e membranaceas e medem de 4 a 10 cm de comprimento
por 3 a 4,5 cm de largura; seus frutos, denominados guabiroba, quando maduros, possuem
grande potencial econdmico, tanto como alimento in natura quanto na preparagao de sorvetes
e doces (VALLILO et al, 2008). No Brasil, a C. xanthocarpa esta presente em varios estados
das regides central e sul, incluindo os estados de Minas Gerais, Sao Paulo, Mato Grosso do

Sul, Rio Grande do Sul, ¢ outros.



A guabirobeira ¢ indicada para recomposi¢cdo de areas degradadas e matas ciliares,
pois detém grande interesse econdmico e ecologico. Além disso, pode ser utilizada para
arborizagdo urbana, devido ao efeito ornamental e por proporcionar boa sombra. As flores
possuem importancia melifera, sendo um atrativo para abelhas, enquanto a casca, as folhas e

os frutos tém propriedades medicinais (DALANHOL et al, 2017).

Além disso, o pais possui uma abundancia de frutas nativas, as quais sdo ricas em
aromas e sabores, apresentando grande potencial para serem exploradas economicamente.
Dentre varias plantas nativas da flora brasileira, a familia Myrtaceae destaca-se como uma
das mais estudadas, cujas frutas apresentam um aroma agradavel e intenso, como goiabas
(Psidium guajava L.), pitanga (Eugenia uniflora L.) e jabuticaba (Myrciaria jabuticaba), mas
ha frutos de Myrtaceae a serem mais explorados, como a guabiroba (Campomanesia

xanthocarpa O. Berg) (FERREIRA et al, 2016).

Conforme MENDES et al/ (2018), o fruto da guabirobeira caracteriza-se por ser
arredondado, de coloragdo amarelo-esverdeada e polpa esbranquicada. A guabiroba apresenta
alto potencial para ser utilizada na industria de alimentos, como bebidas (sucos, vitaminas e
chas) e sobremesas, e como flavorizante, na industria de bebidas, devido ao elevado teor de
acidez, acido ascorbico (vitamina C), minerais, fibras alimentares e hidrocarbonetos

monoterpénicos, que lhe conferem o aroma citrico.

Segundo KLAFKE et al (2010) e PASTORI et al (2013), C. xanthocarpa apresenta
potencial uso para a perda de peso e no controle de certas condigdes associadas a obesidade,
uma vez que estudos realizados anteriormente mostraram que o tratamento com guabiroba
encapsulada reduziu o colesterol total do sangue e os niveis de LDL (lipoproteina de baixa
densidade) em pacientes hipercolesterolémicos. Estudos realizados por AUHAREK et al

(2013) mostraram que o tratamento com o extrato dessa espécie, em estudos reprodutivos in



vivo, reduz os locais de reabsorcdo (indicativos de desenvolvimento anormal p6s implantagao
do blastocisto no endométrio), aumenta o peso da placenta e o nimero de fetos vivos e pode,
portanto, ter aplica¢des terapéuticas. Ademais, na medicina popular, a guabirobeira ¢ utilizada
para o tratamento de diversas patologias como diarreia, reumatismo, tlcera gastrica e uretrites

(ABE, S. Y.; POSSAMAL J. C.; NAKASHIMA, T. 2014).

Nativa do Brasil, a espécie C. xanthocarpa apresentou elevada atividade antioxidante,
quando comparada entre seis frutas do Rio Grande do Sul (RS), devido ao seu teor de
compostos fenolicos, vitamina C e carotenoides. Assim, nanoparticulas de poli(acido latico-
co-acido glicolico) (PLGA) carregadas com extrato hidrofobico de C. xanthocarpa foram
sintetizadas e os perfis de liberacdo do extrato mostraram ter um efeito significativo sobre as
propriedades bioldgicas das nanoparticulas. No geral, PLGA carregada com extrato
apresentou bons resultados para nanoencapsulagdo em termos de perfil de liberagao,
atividades antimicrobiana e antioxidante, e inibi¢do das espécies reativas de oxigénio. Os
resultados mostram que a nanoencapsulagdo com PLGA pode ser ttil para outros extratos,
contendo carotenoides e outros lipidios funcionais, como sistemas de liberagao para atividade

bioldgica aumentada (PEREIRA ef al, 2015).

1.3 Metabolitos secundarios

Conforme SANT’ANNA et al (2017), compostos bioldgicos naturais nas plantas tém
um papel significativo no mecanismo de defesa dos vegetais, além de serem importantes pelas
suas acdes biologicas no organismo humano. Devido as propriedades terapéuticas, os
metabolitos secundarios estdo se tornando parte do sistema de saide integrativa como

medicamentos alternativos.

Assim, conhecer a composi¢dao quimica de plantas medicinais ¢ muito relevante. No

extrato das folhas da Campomanesia xanthocarpa, foi indicada a presenca de taninos,



saponinas e flavonoides, como quercetina, miricitrina e rutina (ABE, S. Y., POSSAMAL J.

C., NAKASHIMA, T., 2014; KATAOKA, V. M. F., CARDOSO, C. A. L., 2013).

Dentre esses metabolitos, os flavonoides apresentam atividade anti-inflamatoria.
Andlises in vitro sugerem que esta atividade ocorre por meio de alguns mecanismos, tais
como: (i) inibi¢ao de enzimas pro-inflamatorias, como a ciclooxigenase-2, lipooxigenase e
oxido nitrico (NO) sintase, responsaveis pela sintese de prostanoides, leucotrienos ¢ NO,
respectivamente; (ii) inibi¢ao dos fatores de transcrigdo NF-kB, AP-1 e da via MAPK; (iii)
ativacdo do fator nuclear eritrdide 2, responsavel pela ativacdo de genes que codificam
proteinas antioxidantes; (iv) reducao na expressao de citocinas pro-inflamatorias (TNFa, IL-
1B, IL-6, IL-8) e da quimiocina MCP-1 em diferentes tipos celulares e supressao da molécula
de adesdo celular vascular-1, reduzindo a adesdo endotelial e a transmigracdo de leucocitos

(FUNK, 2001; SERAFINI, M., PELUSO, 1., RAGUZZINI, A., 2010; SOARES et al, 2015).

Algumas plantas sdo capazes de produzir substancias antimicrobianas, utilizadas como
mecanismo de defesa contra microrganismos. Dessa forma, os principais grupos de compostos
com propriedades antimicrobianas, extraidas de plantas incluem: terpenoides e Oleos
essenciais; lectinas, polipeptidios, substancias fendlicas e polifenois, que sao: fendis simples,
acidos fenolicos, quinonas, flavonas, flavonois e flavonoides, taninos € cumarinas. Além
disso, atividades antibacterianas de plantas medicinais sdo atribuidas também a presenga de

alcaloides esteroidais (KAUR, S., MONDAL, P., 2014).

Estes agentes antimicrobianos isolados de plantas superiores podem agir como
reguladores do metabolismo intermedidrio, ativando ou bloqueando reacdes enzimaticas,
afetando diretamente sua sintese enzimatica, ou mesmo alterando estruturas de membranas

(DE SOUZA et al, 2017).

Segundo VALLILO et al (2008), o extrato hidroalcoolico liofilizado das folhas de C.



xanthocarpa apresentou potencial antimicrobiano com Concentracdo Minima Inibitoria
(CMI) < 1000 e > 500 pg.mL! em relagdo a Staphylococcus aureus; CMI < 500 e > 100
ng.mL ! para Salmonella cholerasuis; e CMI < 1000 e > 500 pg.mL! para Candida albicans.
Estudos de BRANDELLI et al (2013) demonstraram que o extrato aquoso de folhas da
guabiroba apresentou alta atividade anti-Trichomonas vaginalis, reduzindo a viabilidade do
parasita em até 96%. Além disso, também foi observada atividade antiviral para extrato
aquoso de C. xanthocarpa contra o herpevirus suino tipo 1 (SuHV-1), responsavel por causar

doengas graves em suinos (PADILLA ef al, 2018).

Diante do exposto, a espécie C. xanthocarpa possui propriedades bioldgicas
importantes, com potencial anti-inflamatério e antimicrobiano, com a descrigao de atividades

contra bactérias, fungo, protozodrio e virus.
1.4 Inflamacao e 6xido nitrico

A inflamac¢do ¢ uma reagdo bioldgica que ocorre em resposta a danos teciduais devido
a presenca de estimulos biologico, quimico ou fisico. As principais fun¢des do processo
inflamatorio sdo eliminar ou isolar a fonte de pertubacao, e, assim, restaurar a homeostase do

tecido (LEYVA-LOPEZ et al, 2016).

A inflamacao pode ser dividida principalmente em inflamagdo aguda e cronica. De
acordo com HWANG et al (2014), a forma aguda ¢ a resposta protetora normal do corpo a
uma lesao, irritacao ou cirurgia. No entanto, a cronica induz varias doengas, incluindo cancer,
Alzheimer, diabetes tipo 11, artrite, e doencas de carater autoimune, neurologico, pulmonar e

cardiovascular.

Durante o processo inflamatério, varios mediadores inflamatorios, incluindo 6xido

nitrico (NO), prostaglandina E2 (PGE2), citocinas pro-inflamatdrias e moléculas de adesdo,



estdo intimamente associados aos sintomas classicos de inflamagdo, como dor, calor,
vermelhiddo, inchaco e perda de fun¢do. O NO ¢ gerado a partir do aminoacido L-arginina
pela expressdo da isoforma induzivel da enzima NO sintase (iNOS) que ¢ estimulada durante
a inflamacgdo por endotoxinas bacterianas (por exemplo, lipopolissacarideos) e citocinas

(HWANG et al, 2014).

Além disso, confome CASSINI-VIEIRA et al (2015), estudos forneceram evidéncias
de que o NO induzivel governa um amplo espectro de processos, como recrutamento e adesao
de leucocitos, doengas inflamatorias, cicatrizagao de feridas, isquemia e angiogénese induzida

por tumor.

1.5 Linhagem celular macrophage-like RAW 264.7

Segundo GASPARRINI et al (2017), os macrofagos sdo considerados as células
predominantemente envolvidas em respostas inflamatorias, desempenhando papel importante
nas reacdes imunologicas e na alergia. Uma vez ativados, macrofagos produzem fatores pro-
inflamatoérios, citocinas e espécies reativas de oxigénio (ROS), os quais estdo diretamente

envolvidos na progressdao da condi¢do inflamatoria.

A linhagem celular macrophage-like RAW 264.7 foi estabelecida a partir de um tumor

induzido pelo virus da leucemia murina de Abelson (RASCHKE et a/, 1978).

Macrofagos RAW 264.7 sao muito sensiveis ao lipopolissacarideo (LPS) e exibem
ativagao do receptor Toll-like 4 (TLR4). Este receptor, na espécie humana, interage com LPS
presente em bactérias gram-negativas e desencadeia multiplos sinais inflamatorios. Assim, a
estimulacdo de células RAW 264.7 com LPS também tem sido utilizada para avaliar efeitos

anti-inflamatorios de produtos naturais (ZHAN et al, 2018).



1.6 Justificativas

Flavonoides e taninos apresentam atividades anti-inflamatorias e muitas espécies
vegetais sdo capazes de produzir esses metabolitos secundarios, como, por exemplo, a
Campomanesia xanthocarpa. Contudo, ndo existem trabalhos que tenham avaliado o potencial

anti-inflamatoério agudo dessa importante espécie do Cerrado brasileiro.

Assim, no presente estudo investigamos os possiveis efeitos citotoxicos e anti-
inflamatérios do extrato aquoso das folhas da Campomanesia xanthocarpa em células

macrophage-like RAW 264.7.

Cabe ressaltar que este estudo tem potencial para contribuir com o desenvolvimento
da Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, aprovada por meio do Decreto N°
5.813, de 22 de junho de 2006, cujas ag¢des visam, entre outros: (i) promover pesquisa,
desenvolvimento de tecnologias e inovacdes em plantas medicinais e produtos fitoterapicos;
(i1) o uso sustentavel da biodiversidade (entre os elementos que compdem a biodiversidade,
as plantas sdo a matéria-prima para a fabricacao de fitoterapicos e outros medicamentos); (iii)
incentivar a formagdo e capacitagdo de recursos humanos para o desenvolvimento de
pesquisas, tecnologias e inovagdo em plantas medicinais e fitoterapicos; (iv) fomentar
pesquisa, desenvolvimento tecnologico e inovagdo com base na biodiversidade brasileira,
abrangendo espécies vegetais nativas e exoéticas adaptadas, priorizando as necessidades
epidemiologicas da populagdo (POLITICA NACIONAL DE PLANTAS MEDICINAIS E

FITOTERAPICOS, 2016).



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar atividade citotdxica e a produgdo de 6xido nitrico do extrato aquoso liofilizado

da espécie Campomanesia xanthocarpa em modelo experimental in vitro utilizando células

macrophage-like RAW 264.7.

2.2 Objetivos especificos

e Preparar o extrato aquoso da Campomanesia xanthocarpa.

e Analisar a citotoxicidade do extrato aquoso da C. xanthocarpa em células da

linhagem macrophage-like RAW 264.7.

e Quantificar 6xido nitrico (NO) em sobrenadante de cultura de células
macrophage-like RAW 264.7 pré-tratadas com o extrato aquoso da C.

xanthocarpa.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Condicao ambiental

Os experimentos foram realizados nos Laboratorios de Farmacologia (Departamento de
Farmacologia) e de Cultura de Células (Departamento de Biofisica) do Instituto de Ciéncias

Biomédicas da Universidade Federal de Uberlandia.

3.2 Material vegetal

As folhas da planta Campomanesia xanthocarpa foram coletadas em periodo chuvoso

em campos de vegetacao espontanea e, posteriormente, transportadas para o Laboratorio. O



material vegetal foi identificado por bidlogo competente e uma exsicata da espécie foi
depositada no herbario da Universidade Federal de Uberlandia (Numero de Registro HUFU

65525).
3.3 Obtencao do extrato aquoso

Inicialmente, as folhas foram separadas dos galhos e lavadas em agua corrente e, em
seguida, em agua destilada. Apds esse procedimento, as folhas foram colocadas em estufa a
40°C durante dois dias para secagem. Depois de secas, as folhas foram trituradas em
liquidificador e tamisadas. As folhas trituradas foram colocadas em provetas contendo agua
destilada na proporg¢ao de 20% (m\v). A extragdo foi realizada a temperatura ambiente durante
48 horas. Posteriormente, o extrato foi duplamente filtrado, primeiramente em funil contendo
algodao e, em seguida, em funil contendo papel de filtro. O extrato obtido foi colocado em
tubos falcon de 50 mL e acondicionado a temperatura — 20°C. Ap6s congelamento, os extratos
foram liofilizados a — 34°C até a total remogao do conteudo de agua. O material obtido foi

pesado e acondicionado em freezer a — 20°C até a data da utilizacao.

3.4 Cultura de células da linhagem macrophage-like RAW 264.7

Macrofagos murinos da linhagem macrophage-like RAW 264.7 foram obtidos da
American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, EUA) e mantidos em condicdes de
cultura no Laboratério de Cultura de Células da Area de Ciéncias Fisiologicas do Instituto de
Ciéncias Biomédicas da Universidade Federal de Uberlandia. As células foram cultivadas em
frascos de cultura de 25 cm? contendo meio RPMI 1640 suplementado com 25 mM de HEPES,
2 mM de L-glutamina, 3 mM de bicarbonato de sodio, antibidticos (penicilina G a 100 U/mL e
estreptomicina a 100 pg/mL) (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, EUA) e 5% de soro fetal
bovino (SFB) (Cultilab, Campinas, Brasil) inativado a 56°C por 30 min, e incubadas em

atmosfera umida de 5% de CO; a 37°C. Estas células foram mantidas por passagens seriadas a
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cada dois dias por remocdo da monocamada celular em RPMI sem soro fetal bovino com cell
scraper. Em seguida, as células foram retiradas dos frascos de cultura e transferidas para tubos
falcon de 15 mL e centrifugadas a 400g por 5 minutos a temperatura ambiente. Apos descarte
do sobrenadante, as células foram homogeneizadas em 1 mL de meio a 10% de SFB e

distribuidas em frascos novos de cultura.

3.5 Avaliacao da citotoxicidade do extrato aquoso de C. xanthocarpa em células

macrophage-like RAW 264.7

A viabilidade de macréfagos murinos (linhagem macrophage-like RAW 264.7)
tratados com extrato aquoso de C. xanthocarpa foi avaliada por ensaio de MTT (tetrazolio de
metiltiazol) (MOSMANN, 1983). Células RAW 264.7 (2x10* células/200 uL/pogo) foram
cultivadas em placas de 96 pogos overnight em atmosfera imida de 5% de CO> a 37°C. Em
seguida, as células foram tratadas com concentragdes crescentes de extrato aquoso de
Campomanesia xanthocarpa (1,95 a 500 pg/mL). Como controle negativo para
citotoxicidade, somente meio RPMI foi adicionado as células. As células, tratadas com extrato
ou ndo, foram incubadas em estufa a 37°C e 5% de COz. Apds 24 horas, os sobrenadantes de
cultura foram descartados. As células foram pulsadas com 100 plL/po¢o de MTT (Sigma
Chemical Co.) a 0,5 mg/mL. Apos 4 horas, os sobrenadantes foram descartados e os cristais
de formazan (particulas insoliveis de coloragdo roxa produzidas por células viaveis que
metabolizaram o reagente MTT) foram solubilizados com 100 uL/pogo de SDS 10% e N,N-
dimetil formamida 50%. A leitura da densidade optica (DO) foi realizada apds 30 minutos a
570 nm em leitor de placas (Titertek Multiskan Plus, Flow Laboratories, McLean, EUA). Os
resultados foram expressos como porcentagem da viabilidade celular em relagdo aos

controles.
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3.6 Dosagem de oxido nitrico (NO) em sobrenadante de cultura de células

macrophage-like RAW 264.7

A dosagem de NO foi realizada pelo método de Griess (GREEN et al.; 1982). Células
RAW 264.7 foram adicionadas a placas de cultura de 96 pogos (1x10° células/200uL/pogo) e
incubadas a 37°C e 5% de CO; overnight. Em seguida, as células foram tratadas com extrato
aquoso de Campomanesia xanthocarpa (em concentragdo nao toxica, determinada nos
ensaios de citotoxicidade) ou com LPS (Lipopolysaccharides from Escherichia coli O55:BS5,
Sigma) a 0,5 pg/mL (controle positivo) e incubadas a 37°C e 5% de CO» por 24 horas. Como
controle negativo para a produ¢do de 6xido nitrico, somente meio RPMI foi adicionado as
células. Os sobrenadantes de cultura de células RAW 264.7 foram utilizados na dosagem de
NO, uma vez que a célula que produz o 6xido nitrico libera-o para o sobrenadante. Apos a
reacdo, a densidade oOptica foi determinada em um leitor de microplacas a 570 nm. Os dados
foram analisados em relacdo a uma curva padrdo de NO previamente construida com

concentragdes de nitrito crescentes de 1,6 a 200 pM.

3.7 Analises estatisticas

Para todos os calculos estatisticos e confec¢dao dos graficos, foi utilizado o programa
GraphPad Prism versdo 6.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, EUA). Os dados foram
expressos como a média + S.E.M (erro padrao da média). A comparagao dos dados obtidos
foi analisada por testes paramétricos, apds a verificacdo pelo teste de normalidade de
Kolmogorov-Smirnov que as varidveis exibiam distribuicdo normal. Foi utilizado o teste
ANOVA (one-way) seguido do teste de comparagdo multipla de Bonferroni. Todos os

resultados foram considerados significativos para um nivel de p < 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliacao do efeito do extrato aquoso de C. xanthocarpa sobre a viabilidade

de células RAW 264.7

A viabilidade celular foi avaliada usando o método de conversao de MTT (Figura 1).

Viabilidade celular (% )

Campomanesia xanthocarpa (ug/mL)

Figura 1. Viabilidade de células RAW 264.7 tratadas com o extrato aquoso da Campomanesia
xanthocarpa. Células macrophage-like RAW 264.7 (2x10* células/200 pL/pogo) foram
cultivadas em placas de 96 pocos a 37 °C e 5% de CO: durante 24 horas e tratadas com
diferentes concentragdes do extrato aquoso da Campomanesia xanthocarpa por 24 horas.
Células tratadas apenas com meio RPMI com 10% de SFB foram utilizadas como controle
(100% de viabilidade). A viabilidade celular foi analisada usando o método de conversdo de
MTT (tetrazolio de metiltiazol). Os dados estdo expressos como média + S.E.M. de seis
experimentos independentes, realizados em quadruplicata. *Significancia estatistica em relagao
ao controle (Testes ANOVA e pos-teste de Bonferroni para comparagdes multiplas, p < 0,05).

O extrato aquoso da Campomanesia xanthocarpa apresentou citotoxicidade em
concentragdes superiores a 125 pg/mL (p<0,05), como evidenciado pela baixa viabilidade
celular quando comparada aquela de células nao-tratadas (controles). Em contrapartida, o

extrato, na menor concentragdo utilizada, induziu proliferagao das células RAW 264.7.
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A maior dose do extrato utilizada (500 pg/mL) ndo foi suficiente para a determinagao

do valor da ICso (concentragdo do extrato citotoxica em 50% das células).

Os dados obtidos sugerem que o extrato da Campomanesia xanthocarpa apresenta
efeito citotoxico e interfere com o ciclo celular em células RAW 264.7 de modo dose-

dependente.

4.2 Producio de o6xido nitrico (NO) em células RAW 264.7 tratadas com extrato

aquoso da C. xanthocarpa

Os sobrenadantes de cultura de células RAW 264.7 foram utilizados para quantificar
a produgdo de NO por meio do método de Griess. Apos a reacgdo e leitura da densidade optica,
os dados obtidos foram analisados em relagdo a uma curva padrdo de NO construida com
concentragdes de nitrito crescentes de 1,6 a 200 uM. A curva padrdo e a respectiva equagao

da reta estdo apresentadas na Figura 2. A Figura 3 mostra os resultados obtidos.
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Figura 2. Curva padrido para determinagdo da concentracdo de NO em sobrenadantes de
cultura de células RAW 264.7.
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Figura 3. Produc¢do de 6xido nitrico (NO) em células RAW 264.7 tratadas com extrato aquoso
da Campomanesia xanthocarpa. Células macrophage-like RAW 264.7 (1x10° células/200
puL/poco) foram cultivadas em placas de 96 pocos a 37 °C e 5% de CO; durante 24 horas e
tratadas com diferentes concentracdes do extrato aquoso da Campomanesia xanthocarpa, ou
com LPS (Lipopolysaccharides from Escherichia coli O55:B5, Sigma) (0,5 pg/mL), ou somente meio
RPMI. Ap6s 24 horas a 37 °C e 5% de COz, a produgdo de 6xido nitrico (NO) foi determinada
pelo método de Griess nos sobrenadantes das culturas, em cada condi¢cdo de tratamento. Os
dados estao expressos como média = S.E.M. de valores da concentragdo de NO (uM) e sdo
representativos de seis experimentos independentes, realizados em quadruplicata.
*Significancia estatistica em relacdo ao controle (Testes ANOVA e pds-teste de Bonferroni
para comparagdes multiplas, p < 0,05).

Em células RAW 264.7 estimuladas com LPS (controle positivo) houve indugao da
producao de NO e o tratamento das células com diferentes concentragcdes do extrato aquoso
da C. xanthocarpa mostrou que em concentragdes iguais ou superiores a 125 pg/mL, o extrato

foi capaz de induzir a producao de NO nesta linhagem celular.

Portanto, em concentragdes nao citotoxicas, o extrato nao constituiu estimulo
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suficiente para induzir a produ¢dao de NO, com excecdo da concentragdo 125 pg/mL, a qual,

embora ndo citotdxica, induziu produgdo desse mediador.

5 DISCUSSAO

Até o presente momento, ndo hd dados disponiveis na literatura que avaliem efeitos
mitogénicos da espécie Campomanesia xanthocarpa. De modo geral, a proliferacdo celular em
resposta a estimulos mitogénicos pode estar associada a ativagdo de receptores de superficie
celular com ativacao de vias de sinalizagdo intracelulares relacionadas a replicagdo do DNA e
divisdo celular, como a via das quinases ativadas por mitdgenos (Mitogen-activated protein
kinase, MAPK) (ZHANG, W.; LIU, H. T., 2002). Além disto, o tratamento das células RAW
264.7 com o extrato da C. xanthocarpa pode levar a produgdo e liberagdo de compostos
biologicamente ativos relacionados com a proliferacdo celular. Outra possibilidade que pode
estar relacionada a maior viabilidade celular observada em células RAW 264.7 tratadas com a
menor concentragdo do extrato ¢ a inibi¢do da apoptose. O efeito mitogénico, por sua vez, pode
ser importante na reparagdo tecidual em diversas condi¢des patologicas, como demonstrado em
modelo experimental de mesentério perfurado em rato que a ativagdo de mastdcitos, células
residentes no tecido conjuntivo, contribuiu para a reparagdo tecidual (FRANZEN, L.;
GHASSEMIFAR, R.; MALCHEREK, P., 1991). Efeitos mitogénicos também podem estar
associados a mutagénese. Estudos demonstraram que extratos de plantas nativas do Brasil, os
quais continham flavonoides e taninos entre os seus principais metabolitos, apresentaram
padrdes diferentes de resposta mutagénica, desde auséncia a presenca desta atividade
(FERNANDES DE SA FERREIRA, L. C., FERRAO VARGAS, V. M., 1999; VARGAS et al,
1989). Neste sentido, foi demonstrada atividade mutagénica em modelos de estudo utilizando

extrato aquoso da C. xanthocarpa.
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Em contrapartida, o efeito citotoxico observado em células RAW 264.7 tratadas com as
maiores concentragdes do extrato pode estar relacionado a ativagdo celular e consequente
geracdo de espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio, como demonstrados pela indugao da

producdo de 6xido nitrico pelo extrato aquoso da Campomanesia xanthocarpa em células RAW

264.7.

A ativagdo de macréfagos estimula um metabolismo gerador de espécies reativas de
oxigeénio (ROS) e de nitrogénio, bem como peroxinitrito, referido na literatura como “burst”,
surto ou explosdo respiratoria, metabdlica ou oxidativa, caracterizado pelo aumento do
consumo de oxigénio e de ATP (trifosfato de adenosina), aumento da oxida¢do da glicose pela
via da hexose monofosfato, do transporte de elétrons e da geracdo de ROS (CASTANEDA et

al, 2017).

A exposicao de células ao estresse oxidativo causa alteragdes nas membranas
celulares, danos ao DNA e reduz a capacidade de reparacdo desta macromolécula
(THIRUPURASUNDARI, C. J.; PADMINI, R.; DEVARAIJ, S. N. 2009). Estas espécies
quimicas sdo altamente reativas e, geralmente, resultam em degrada¢do de proteinas,
peroxidacdo de lipidios e oxidacdo do DNA. Estes eventos, por sua vez, podem estar
relacionados a varias doengas cronicas, tais como, diabetes, cancer, aterosclerose desordens

neurodegenerativas e inflama¢cao (RAHMAN et al, 2007).

Espécies reativas de nitrogénio sdo geradas na cadeia respiratdria mitocondrial e por
meio da acdo da enzima 6xido nitrico sintase, de modo que a isoforma induzivel desta enzima
(inducible NO sinthase, iINOS) ¢ potencialmente induzida em resposta a estimulos pro-
inflamatorios. Macrdofagos sdo ativados por interferon-y e produtos microbianos, como
lipopolissacarideos (LPS), levando a produgdo de citocinas pro-inflamatdrias e altos niveis de

NO. O ¢6xido nitrico constitui um potente mediador envolvido nas fungdes microbicidas dos
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macrofagos, tais como citotoxicidade contra patdgenos intracelulares, virus e tumores

(MCNEILL et al, 2015).

Todavia, embora o NO, seja um importante mediador das fungdes exercidas pelos
macrofagos, sugerimos que a citotoxicidade associada ao extrato, em suas maiores
concentragdes, possa estar relacionada a um mecanismo concentracdo dependente do NO
produzido pelas células RAW 264.7. Isto se justifica pelo fato de o extrato ser capaz de induzir

a produgao de NO em concentragdo nao citotoxica (125 pg/mL).

Por outro lado, a citotoxicidade do extrato também pode estar associada a presenca de
compostos bioativos naturalmente encontrados no extrato aquoso da Campomanesia
xanthocarpa. Assim, os efeitos opostos observados sobre a viabilidade de células RAW 264.7
parecem estar relacionados a diferengcas na concentracdo de substincias citotoxicas e

mitogénicas no extrato.

6 CONCLUSAO

O extrato aquoso das folhas da C. xanthocarpa apresenta um efeito dual, concentragdo
dependente, sobre a viabilidade celular, induzindo tanto citotoxicidade como estimulando a

proliferacdo celular.

O extrato da C. xanthocarpa induziu a producdo de 6xido nitrico em células RAW

264.7 de modo dose-dependente.

O extrato da Campomanesia xanthocarpa parece interferir com o ciclo celular em
células RAW 264.7 e, na maioria das concentragdes nao citotoxicas, nao constitui estimulo

suficiente para induzir a produ¢do de NO.
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