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RESUMO

Campomanesia xanthocarpa ¢ uma frutifera encontrada no Cerrado brasileiro, conhecida
como guabirobeira, guavirova, guabiroba-miuda e guabirobeira-do-mato e utilizada na
medicina popular para tratamento de processos inflamatorios. Analises fitoquimicas
demonstraram que as folhas dessa espécie contém flavonoides, taninos, saponinas e oleo
essencial. Os flavonodides apresentam ag¢des anti-inflamatorias e imunomoduladoras
comprovadas cientificamente. Diante do exposto, este plano de trabalho baseou-se na
utilizagcdo de um modelo experimental in vivo para avaliar as propriedades farmacolédgicas
anti-inflamatorias do extrato aquoso das folhas da planta C. xanthocarpa. Para avaliar os
efeitos farmacoldgicos anti-inflamatorios desta espécie, primeiramente foram coletadas
folhas dessa espécie e preparado o extrato aquoso. Posteriormente, foi realizada a (i) a
padronizacdo da concentracdo de carragenina utilizada para induc¢do do edema de pata; (i) o
tempo necessario para andlise do edema de pata, apds a administragdo intraplantar da
carragenina; (iii) padronizagdo dos cortes histologicos para analise histopatoldgica. Os dados
obtidos mostraram que o extrato aquoso da C. xanthocarpa ndo apresentou atividade
antiedematogénica no modelo de edema de pata induzido por carragenina em camundongos
BALB/c.

Palavras-chave: C. xanthocarpa, anti-inflamatoério, flavonoides.



ABSTRACT

Campomanesia xanthocarpa is a fruit found in the Brazilian Cerrado, known as
guabirobeira, guavirova, guabiroba-miuda and guabirobeira-do-mato, and used in popular
medicine to treat inflammatory processes. Phytochemical analyzes have shown that the
leaves of this species contain flavonoids, tannins, saponins and essential oil. Flavonoids
present scientifically proven anti- inflammatory and immunomodulatory actions. In view of
the above, this work plan is based on the use of an in vivo experimental model to evaluate
the anti-inflammatory pharmacological properties of the aqueous extract of the leaves of the
C. xanthocarpa plant. In order to evaluate the pharmacological anti-inflammatory effects of
this species, the leaves were first collected from this species and the aqueous extract
prepared. Subsequently, was performed a (i) standardization of the strategy of use of foot
edema was performed; (ii) the time required for paw edema analysis after intraplantar
administration of carrageenan, (iii) standardization of histological sections for
histopathological analysis. The data obtained showed that the aqueous extract of C.
xanthocarpa did not present antiedematogenic activity in the model of paw edema induced
by carrageenan in BALB/c mice.

Key words: C. xanthocarpa, anti-inflammatory, flavonoids.
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1 INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais como estratégia para tratamento de diferentes condi¢des
patologicas € bastante antigo, por exemplo, o uso da papoula (Papaver somnifer) e da maconha
(Cannabis sativa) foi descrito ha, aproximadamente, 4.000 anos atrds. Documentos
arqueologicos, atualmente a disposi¢do, registram os fatos a partir do ano 3.000 a.C. e
possibilitam afirmar que muitos povos, ha milénios de anos, tinham conhecimento do valor de
inumeras plantas, seja pelas suas qualidades curativas, seja por permitirem sensagdes anormais,
como, por exemplo, distor¢des do tempo, perda da memoria recente, diminui¢do da atengio e
concentragdo, delirios persecutorios e até mesmo despersonalizagdo (BARRONA, 2017).

No Brasil, a utilizagdo de ervas medicinais tem na pratica indigena sua origem que,
influenciada pela cultura africana e portuguesa, gerou uma vasta cultura popular. Na busca do
alivio para suas dores e enfermidades, o homem foi impelido, através dos séculos, a analisar os
fendmenos da natureza e a buscar solugdes que o ajudassem a minorar seus sofrimentos e o
consumo de plantas medicinais teria sido a primeira forma de uso de medicamento de que se
tem noticia. Muitas descobertas foram feitas pela necessidade de se obter novas fontes de
alimentos, mas, provavelmente, um nimero expressivo deveu-se a curiosidade humana.

Atualmente, as plantas medicinais ainda representam uma opg¢do terapéutica de
grande importancia para a manutencdo das condigdes de saude das pessoas, especialmente
para populagdes de baixa renda. Pesquisas cientificas e identificagdo de propriedades
farmacoldgicas de diversas espécies vegetais contribuem fortemente para validar, ou ndo, o
uso popular dessas plantas e colaboram para a descoberta de novas drogas de origem vegetal
com potencial uso terapéutico na medicina humana, bem como na medicina veterinaria.

A Campomanesia xanthocarpa € uma frutifera nativa do Cerrado brasileiro, pertencente
a familia Myrtaceae. Dados da literatura mostram que derivados vegetais dessa espécie
possuem potencial uso terapéutico em diferentes condi¢cdes patologicas e suas propriedades
farmacoldgicas tém sido atribuidas a presenca de substancias polifenois, flavonoides e taninos
(MARKMAN et al, 2002). Os flavonoides apresentam ag¢des anti-inflamatorias e
imunomoduladoras (COUTINHO et al., 2009), contudo, até o presente momento, foram
investigadas possiveis agdes anti-inflamatorias do extrato aquoso de C. xanthocarpa apenas em
modelos experimentais de hipercolesterolemia (VIECILI et al., 2014). Assim, o objetivo geral
deste estudo foi avaliar possiveis efeitos farmacologicos anti-inflamatorios do extrato aquoso
obtido das folhas da Campomanesia xanthocarpa em modelo experimental in vivo, associado a

doengas inflamatorias agudas.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Campomanesia xanthocarpa

Campomanesia xanthocarpa ¢ uma frutifera lenhosa da familia Myrtaceae (BARROSO,
1991). Popularmente, ¢ conhecida como guabirobeira, guavirova, guabiroba-mitda e
guabirobeira-do-mato. Entretanto, todas tém como sindnimos botanicos C. crenata, C. dusenii,
C. littoralis, C. malifolia e C. rhombea (VALLILO et al., 2008). A frutifera pode ser encontrada
desde o estado de Minas Gerais até o Rio Grande do Sul (GOGOSZ et al., 2010). Na natureza,
¢ identificada como arbusto, arvoreta ou arvore e tem como caracteristicas os seguintes
aspectos: apresenta-se com 10 a 20 m de altura e possui até 60 cm de didmetro. Os frutos, de
potencial econdmico relevante, sdo redondos e variam entre verdes e amarelos de acordo com
sua maturacdo (VALLILO et al., 2008). Existem relatos do seu uso popular em doengas
inflamatorias, renais, digestivas e dislipidemia (SANT” ANNA et al., 2017).

Varios estudos investigam o potencial uso terapéutico de derivados vegetais de espécies
do género Campomanesia.

Um estudo com acetato de etila e extrato aquoso de folhas da Campomanesia
adamantium foi realizado para demonstrar atividades antinociceptivas e anti-inflamatorias em
um modelo in vivo, utilizando ratos suigos. Ao avaliar os efeitos do acetato de etila e do extrato
aquoso, notou-se inibi¢do do edema de pata induzido por carragenina. Em placas de cultura,
acetato de etila e os flavonoides miricitrina e miricetina, isolados da Campomanesia
adamantium, foram avaliados quanto a capacidade de modular a produgdo de 6xido nitrico
(NO), quantificado por meio da reacdo de Griess, TNF-a (fator de necrose tumoral alfa) e IL-
10 (interleucina 10), quantificados por ELISA (Enzyme Linked ImmunonoSorbent Assay), em
macrofagos estimulados com LPS/IFN-y (Lipopolissacarideo/Interferon gama). Os resultados
apresentaram uma redugdo significativa na produgdo de TNF-a, uma citocina pro-inflamatoria
que induz formagao de PGE2 (prostaglandina E2), e, finalmente, o aumento de IL-10, citocina
que tem efeito inibidor sobre TNF-a e produgdo de PGE2, o que demonstra potencial anti-
inflamatorio para esse género. (FERREIRA et al., 2013).

Estudos utilizando a espécie C. xanthocarpa avaliaram efeitos sobre dislipidemias,
obesidade e hemostasia. Os niveis totais de colesterol e de LDL (lipoproteina de baixa
densidade) diminuiram em individuos hipercolesterolémicos que receberam 500 mg do extrato
aquoso de C. xanthocarpa. Constatou-se também reducdo de estresse oxidativo e de

componentes do processo inflamatorio (proteina C reativa de alta sensibilidade - PCR-AS) e
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um aumento significativo de NO em individuos hipercolesterolémicos que receberam 1000 mg
do extrato aquoso de C. xanthocarpa, quando comparados ao grupo controle (VIECILI et al.,
2014). Além desse estudo, Klatke e colaboradores (2010) investigaram em modelo
experimental in vivo alteragdes nos niveis sanguineos de colesterol induzidas por de C.
xanthocarpa trituradas, armazenadas em capsulas e administradas por via oral. Apds o
experimento, observaram diminui¢do nos niveis de colesterol e LDL em individuos
hipercolesterolémicos que receberam 500mg da planta em relagdo ao grupo controle e uma
reducdo significativa no estresse oxidativo nos pacientes com hipercolesterolemia que
receberam 250mg e 500mg da planta quando comparados aos niveis anteriores ao tratamento.
Também foi demonstrado que ratos obesos expostos a um tratamento cronico com o extrato
aquoso de folhas de C. xanthocarpa apresentaram uma diminui¢cdo expressiva de massa
corporal e glicemia (BIAVATTI et al., 2004).

Em estudos posteriores. Klatke e colaboradores (2012) avaliaram as atividades
antitrombotica e fibrinolitica em camundongos Swiss machos tratados oralmente durante 5 dias
com extrato aquoso de C. xanthocarpa ou acido acetilsalicilico (AAS), e, ao final do tratamento,
os animais foram desafiados quanto a hemorragias, tromboembolismo agudo e atividade
ulcerogénica. Também foi avaliado o tempo de protrombina e o tempo de tromboplastina
parcial ativada (TTPa) ap6és a administragdo oral. Em ensaios in vifro, os efeitos
antiplaquetarios do extrato foram avaliados na agregacdo plaquetaria e a atividade fibrinolitica
foi observada por degradacdo de coagulos sanguineos artificiais humanos ou de camundongos.
Os resultados mostraram que o extrato inibiu a agregagdo plaquetaria sem demonstrar
citotoxicidade em plaquetas, apresentou atividade fibrinolitica, prolongou ligeiramente o TTPa
e ndo mostrou atividade ulcerogénica, demonstrando que a C. xanthocarpa tem um efeito
protetor significativo na trombose.

Mais tarde, constatou-se também atividade anti-inflamatéria por meio da avaliagio de
marcadores pré-inflamatoérios, como IL-1, IL-6, TNF-a e INF-y, e de marcadores anti-
inflamatorios, como IL-10, em amostras de sangue em camundongos nocautes para o LDLr. Os
animais receberam dieta hipercolesterolémica durante 4 semanas e foram tratados com extrato
aquoso de C. xanthocarpa (100 mg / kg), durante 5 dias, tendo como resultado o aumento de
fatores anti-infllamatorios e reducgdo de fatores pro-inflamatorios, com resultados melhores que
os obtidos com o uso de AAS (100 mg / kg). Além disso, o extrato analisado ndo induziu
atividade ulcerogénica, enquanto o AAS induziu a formac¢do de lesdes na mucosa gastrica

(KLAFKE et al.,2016). Otero e colaboradores também identificaram ag@o antiplaquetaria,
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determinada por método turbidimétrico, utilizando-se folhas de C. xanthocarpa trituradas e
acondicionadas em céapsulas.

No trato gastrointestinal, estudo demonstrou prevencdo da ulceragdo gastrica e auséncia
de toxicidade em ratos tratados oralmente com extrato hidroetandlico (400 mg/kg) em doses de
até 5 g/lkg (MARKMAN et al., 2004).

Também foram investigados efeitos da C. xanthocarpa em fungdes reprodutoras.
Aubharek et al. (2013) avaliaram o efeito do extrato aquoso de C. xanthocarpa, administrado por
via oral, em ratas gravidas e observaram que a fung¢io reprodutiva ndo foi alterada e ndo houve
interrup¢do do progresso do desenvolvimento embriofetal. Além disso, atribuiram a essa
espécie um possivel uso terapéutico, uma vez que reduziu locais de reabsor¢do, aumentou o
peso placentario e o nimero de fetos vivos. Ja os estudos de Pastori et al. (2013) demonstraram
atividades genotoxicas e antiproliferativas em infusdes de extrato aquoso e oleo essencial de C.
xanthocarpa utilizando o teste in vivo da cebola (A/lium cepa), mas que, de acordo com os
resultados obtidos, os extratos desta planta devem ser estudados em modelos animais para
verificar seu uso seguro.

Atividades antimicrobianas também foram observadas com a espécie C. xanthocarpa.
Oleos essenciais de C. xanthocarpa mostraram atividade antifingica em cepas de Candida
(CAVALCANTI et al., 2012).

No sistema cardiovascular, Sant’ anna et al. (2017) verificaram que a administragdo do
extrato aquoso de C. xanthocarpa tem efeito hipotensivo dose-dependente em ratos
normotensos, sugerindo seu uso como agente anti-hipertensivo.

Compostos quimicos isolados e o extrato hidroetanolico de folhas da C. xanthocarpa,
em uma Unica administragdo, inibiram o edema de pata induzido por carragenina e reduziram a
migracdo de leucocitos e o extravasamento de proteinas para a cavidade pleural em modelo de
pleurite (DA SILVA et al., 2016).

Diante do exposto, a despeito dos varios trabalhos da literatura acerca de possiveis agdes
farmacologicas da espécie C. xanthocarpa, até o presente momento, ainda nao ha descri¢do de

efeitos anti-inflamatérios do extrato aquoso da referida espécie.
2.2 Flavonoides e taninos
Frente a uma infec¢do ou a uma lesdo tecidual, presentes em diversas patologias, o

organismo responde elaborando uma reacdo inflamatéria. Esta compreende dois tipos de

respostas: uma inespecifica (resposta inata), responsavel pela vermelhiddo, edema, calor, dor e
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perda de funcdo da regido acometida; e outra especifica, com produgdo de anticorpos
especificos contra o agente agressor. Atualmente, a abordagem terapéutica mais utilizada para
essas reacdes € a utilizacdo de anti-inflamatorios, o que estimula a busca de novas moléculas
bioativas que apresentem ag¢do eficaz no tratamento da inflamagdo (COUTINHO et al., 2009).

Dentre os diversos produtos bioativos, amplamente distribuidos pela flora brasileira,
estdo os flavonoides, que consistem em substancias polifendlicas relevantes por suas diversas
acdes biologicas, e, dentre elas, sua atividade antitumoral, antioxidante, antiviral e anti-
inflamatoria. Quanto a sua atividade anti-inflamatoéria, os flavonoides inibem a proliferagdo de
linfocitos T, assim como a producdo de citocinas pro- inflamatoérias (por exemplo, TNF-o e IL-
1), modulam a atividade de enzimas da via metabdlica do AA (como a fosfolipase A2,
ciclooxigenase e lipooxigenase) e a agdo da enzima &xido nitrico sintase induzivel (iNOS)
(CAZAROLLI et al., 2008).

Os taninos sdo compostos fendlicos de grande interesse econdmico e ecologico.
Possuem habilidade de formar complexos insoliveis em dgua com proteinas e alcaloides e sdo
responsaveis pela adstringéncia de muitos frutos e produtos vegetais devido a precipitacdo de
glicoproteinas salivares, o que ocasiona a perda do poder lubrificante. Provavelmente, a ligagio
entre taninos e proteinas ocorre por meio de pontes de hidrogénio entre os grupos fenolicos dos
taninos e sitios especificos nas proteinas. A utilizagdo de drogas derivadas de espécies vegetais
ricas em taninos relaciona-se, principalmente, a propriedade adstringente dessas substancias, a
qual produz efeito antidiarreico e antisséptico; impermeabiliza e protege as camadas mais
expostas de pele e mucosas. Além disso, os taninos estdo associados a agdes antimicrobiana e
antifingica por precipitarem proteinas; atividade anti-HIV devido a inibi¢cdo da transcriptase
reversa; agdo hemostatica; e, pela precipitacdo de alcaloides, podem servir como antidoto em
casos de intoxicagdes; os taninos também podem formar uma camada protetora (complexo
tanino-proteina e/ou polissacarideo) sobre o tecido epitelial, em casos de feridas, queimaduras
e inflamag¢do (MONTEIRO et al., 2005).

Na literatura, estd bem estabelecido que os compostos bioativos supracitados estdo
amplamente distribuidos entre diversas espécies vegetais, dentre elas a Campomanesia

xanthocarpa.
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3 JUSTIFICATIVA

Flavonoides e taninos apresentam atividades anti-inflamatérias 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-inflamatorio a partir do extrato aquoso dessa importante espécie do Cerrado brasileiro.
Além disso, popularmente, a utilizacdo dessa espécie para afec¢des inflamatorias € feita por
meio da infusdo das folhas preparadas, geralmente, em agua quente. Diante disso, de forma a
mimetizar esse preparo e investigar uma provavel a¢do anti-inflamatoria dessa planta, optou-se
pela utilizagdo do extrato aquoso no modelo experimental do presente estudo.

Muitas substancias anti-inflamatorias sdo capazes de diminuir a produgo ou bloquear
a acdo de mediadores algésicos, tais como prostaglandinas, histamina, serotonina e bradicinina;
portanto, ndo ¢ incomum encontrarmos drogas que possuam ambas as atividades
farmacoldgicas, analgesia e anti-inflamatoria. Assim, o presente estudo investigou os possiveis
efeitos anti-inflamatérios do extrato aquoso liofilizado das folhas de Campomanesia
xanthocarpa utilizando modelo experimental in vivo.

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 agdes visam, dentre outras: (1) promover pesquisa,
desenvolvimento de tecnologias e inovagdes em plantas medicinais e fitoterapicos; (2) o uso
sustentavel da biodiversidade (entre os elementos que compdem a biodiversidade, as plantas
sdo a matéria-prima para a fabricacdo de fitoterapicos e outros medicamentos); (3) incentivar a
formac@o e capacitacdo de recursos humanos para o desenvolvimento de pesquisas, tecnologias
e inovagdo em plantas medicinais e fitoterapicos; (4) fomentar pesquisa, desenvolvimento
tecnoldgico e inovagdo com base na biodiversidade brasileira, abrangendo espécies vegetais
nativas e exoticas adaptadas, priorizando as necessidades epidemiologicas da populacdo

(POLITICA NACIONAL DE PLANTAS MEDICINAIS E FITOTERAPICOS, 2006).
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Este projeto de pesquisa tem como objetivo avaliar os efeitos farmacologicos anti-
inflamatorios agudos do extrato aquoso liofilizado das folhas da espécie vegetal Campomanesia

xanthocarpa utilizando modelo experimental in vivo.

4.2 Objetivos Especificos

e Preparar extrato aquoso de Campomanesia xanthocarpa.

e Avaliar efeitos farmacologicos anti-inflamatérios agudos por meio de testes para:
o Avaliar agdo antiedematogénica sobre edema de pata induzido por carragenina;
o Analisar alteragdes histopatoldgicas no musculo plantar;

o Dosar a enzima mieloperoxidase (MPO) em amostras teciduais.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Condicao ambiental

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Farmacologia Geral,
Departamento de Farmacologia, Instituto de Ciéncias Biomédicas, na Universidade Federal

de Uberlandia (UFU).

5.2 Material vegetal

A especie Campomanesia xanthocarpa, a partir da qual foram coletadas as folhas para
a preparagdo do extrato aquoso, foi previamente identificada por bidlogo competente € uma
exsicata da espécie foi depositada no herbario da Universidade Federal de Uberlandia
(Numero de Registro HUFU 65525).

Neste estudo, as folhas da Campomanesia xanthocarpa foram coletadas em campos
de vegetacdo espontanea em outubro/2018, no Sitio Primavera, Distrito Cruzeiro dos
Peixotos, Uberlandia, MG (Coordenadas geograficas: 18°43°46,1"" S; 48°22°07,00"" W,
Fonte: Google maps), e, gentilmente, cedidas pelo Prof. Dr. Jodo Batista, da Faculdade de
medicina Veterinaria, Universidade Federal de Uberlandia. Posteriormente, as folhas foram
transportadas para o Laboratério de Farmacologia Geral. Algumas caracteristicas das folhas
foram observadas durante a sua seleg@o: as folhas da C. xanthocarpa eram pecioladas, simples
(limbo formado por apenas uma lamina), cartaceas (finas, rigidas e quebradigas), ovaladas
(parte mais larga proximo a base), inervadas, glabras (desprovidas de tricomas) e lisas,

concolores (uma Unica cor: verde claro), ainda pequenas (folhas jovens) (Figura 1).
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Figura 1. Campomanesia xanthocarpa.
Origem: Sitio Primavera, Distrito Cruzeiro dos Peixotos, Uberlandia, MG. Coordenadas geograficas:

Coordenadas geograficas: 18°43°46,1"" S; 48°22°07,00"" W. Fonte prépria (2018)

5.3 Obtencao do extrato aquoso

Para a preparagdo do extrato aquoso, apos a coleta, as folhas da C. xanthocarpa foram
separadas dos galhos, destacaram-se os peciolos, e foram selecionadas apenas aquelas que,
macroscopicamente, ndo apresentavam indicativos de contaminag¢@o por microrganismos.
Em seguida, as folhas foram lavadas em agua corrente e, em seguida, em agua destilada.
Apds esse procedimento, as folhas foram colocadas em estufa a 45 °C durante 48 horas para
secagem. Depois de secas, as folhas foram trituradas em liquidificador. As folhas trituradas
foram colocadas em proveta contendo agua destilada na proporg¢do de 10% (m/v). A extragdo
foi realizada a temperatura ambiente, durante 48 horas. Posteriormente, o extrato foi
duplamente filtrado, inicialmente em funil contendo algoddo 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. Apos o congelamento, os extratos foram liofilizados a
— 40 °C até a total remogdo do conteudo de agua. O material obtido foi pesado e

acondicionado em freezer a — 20 °C até a data da utilizagdo (PRADO et al., 2014).

5.4 Animais
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Foram utilizados camundongos da linhagem BALB/c machos, pesando entre 15 a 30g.
Os animais foram fornecidos e mantidos no Centro de Bioterismo e Experimenta¢cdo Animal
(CBEA) da Universidade Federal de Uberlandia sob condi¢des padrdes em ambiente com
temperatura controlada (25 £+ 2 °C) e ciclos de 12 horas de luz e 12 horas de escuro, com agua
e ragdo ad libitum.

A administragdo por via oral de farmacos, veiculos ou extrato aquoso de C. xanthocarpa
aos animais foi realizada por meio de canula de gavagem especifica para camundongos, a qual
foi introduzida na boca do animal e gentilmente conduzida até o estdmago (Figura 2). O

volume total administrado foi 1,0 mL / 100 g animal.

Figura 2: Gavagem.
Fonte: o autor (2018)

5.5 Avaliacao dos efeitos farmacologicos anti-inflamatorios

5.5.1 Edema de pata induzido por carragenina

5.5.1.1 Padronizacio do método para avaliacio do edema de pata induzido por

carragenina
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Neste procedimento, foi determinada a concentrag@o ideal de carragenina (CGN; Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO, USA) a fim de melhor observar-se o seu efeito edematogénico
de modo tempo-dependente; foram definidos os tempos para avaliagdo do edema e, por fim,
verificada a eficacia do anti-inflamatério indometacina na redugdo do edema induzido por
CGN. As concentragdes de CGN avaliadas quanto a indug@o do edema de pata foram: CGN 1%
(10 mg de CGN diluida em 1ml de solugdo salina 0,9% estéril) e CGN 0,5% (5 mg CGN diluida
em 1 mL de solugdo salina 0,9% estéril). O edema foi avaliado nos intervalos de tempo 0,25,
0,5, 1, 4 e 6 horas ap0s a injecdo intraplantar (intramuscular) de carragenina. Uma hora antes a
administrac¢do oral, os animais foram submetidos a jejum alimentar e hidrico. Os animais foram
divididos em quatro grupos experimentais (G1 — G4), com os seguintes tratamentos:

e Grupo 1A (n=3): animais tratados por via oral (v.0.) com solucdo de
carboximetilcelulose (CBX) 0,5% (1,0 mL/ 100 g animal) (grupo controle
negativo para efeito anti-inflamatorio) + 30 uL. de CGN a 1,0% na pata posterior
direita 60 minutos apos o tratamento por via oral;

e Grupo 1B (n=3): animais tratados por via oral (v.0.) com solu¢do de CBX 0,5%
(1,0 mL/ 100 g animal) (grupo controle negativo para efeito anti-inflamatério) +
30 uL. de CGN a 0,5% na pata posterior direita 60 minutos apds o tratamento por
via oral;

e Grupo 2A (n=3): animais tratados por via oral (v.0.) com indometacina preparada
em solugdo de CBX 0,5% (10 mg/Kg; 1,0 mL/ 100 g animal) (grupo controle
positivo para efeito anti-inflamatorio) + 30 uLL de CGN a 1,0% na pata posterior
direita 60 minutos apos o tratamento por via oral,

e Grupo 2B (n=3): animais tratados por via oral (v.0.) com indometacina preparada
em solugdo de CBX 0,5% (10 mg/Kg; 1,0 mL/ 100 g animal) (grupo controle
positivo para efeito anti-inflamatorio) + 30 uLL de CGN a 0,5% na pata posterior
direita 60 minutos apos o tratamento por via oral.

Como controle negativo do efeito induzido pela injecdo de CGN, foi administrado igual

volume (30 uL) de solugdo salina estéril (NaCl 0,9%) na pata posterior esquerda em todos os
grupos experimentais (ALBERTINI et al., 2004, LIMA et al., 2013). O farmaco padrdo
indometacina e solu¢do de CBX 0,5% foram utilizados como controles positivo (KOSTER et
al., 1959) e negativo, respectivamente. As inje¢des intraplantares foram realizadas utilizando-
se seringas para insulina (0,3 mL) e agulhas ultra-finas (BD ultra-fine II, 8 mm de comprimento,
0,3 mm de calibre). O volume das patas, medido até a articulagdo tibio-tarsica, foi determinado
antes e apos 0,25, 0,5 1, 2, 4 e 6 horas a injecdo da CGN, com o auxilio de um pletismdmetro,

equipamento que registra o volume de solucdo deslocada em um sistema de vasos
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comunicantes, em resposta a introdugdo da pata de animais experimentais em uma das cubas
que compde o sistema, portanto, ¢ ideal para avaliacdo do edema que ocorre em processos
inflamatorios (Figura 3) (VAN ARMAN et al, 1965). O edema foi expresso como o aumento
do volume (mL; valores absolutos) da pata tratada com CGN (pata direita) comparado a pata

controle negativo (pata esquerda), em cada intervalo de tempo.

Figura 3: Plestismometro.
Fonte: o autor (2018)



20

-1 hora antes: jejum alimentar e hidrico e marcagic da articolacdo tibictarsica;

- W ! g —
G1A (n=3) G1B (n=3) G2A (n=3) G2B (n=3)
CBX 0.5% CBX 0.5% INDO INDO

(V.O) . (VO) L (VO) (V.0

I Medida volume basal J ‘ 60 minutos

G1A (n=3) G1B (n=3) G2A(=3) | [ G2B (p=3) |
CGN 1% CGN 0,5% |30uz | CGN1% | © CGNO,5% |
| ip. (PD) ip. (PD) ip. (PD) L ip.(PD) |

Liberagio de l}JaCl 0.9% PE]—‘ 30uL

dgua e alimente

[Medida do volume das patas apos 0,25,0,5.1, 2, 4 e 6 horas ]

Figura 4. Fluxograma: Padronizacio do método para avaliacio do edema de
pata induzido por carragenina (PD: pata direita; PE: pata esquerda; CBX:
carboximetilcelulose; CGN: carragenina; INDO: indometacina; G1A-B e

G2A-B: grupos experimentais; v.o.: via oral; i.p.: intraplantar).

5.5.1.2 Efeito antiedematogénico do extrato aquoso de C. xanthocarpa nos grupos

de animais testados através do edema de pata induzido por carragenina

A hipernocicep¢do induzida por injecdo intraplantar de carragenina ¢ um modelo
utilizado para investigar hiperalgesia inflamatéria em camundongos. Assim, utilizando esse
modelo de estudo, investigou-se um possivel efeito antiedematogénico do extrato aquoso de C.
xanthocarpa. Foram realizados dois experimentos independentes, utilizando grupos
experimentais com até 4 animais (n = 4). Uma hora antes do tratamento oral, os animais foram
submetidos a jejum alimentar e hidrico. Trés concentragdes de extrato aquoso da
Campomanesia xanthocarpa (100, 550, 1000 mg/Kg) solubilizado em agua destilada foram
administradas por via oral (v.o0.; 1,0 mL/100 g animal). O grupo controle negativo para o efeito
anti-inflamatorio recebeu CBX 0,5% (v.o., 1,0 mL/100 g animal), enquanto o grupo controle
positivo para esse efeito recebeu indometacina solubilizada em CBX 0,5% (10 mg/kg, v.0.).
Como os veiculos para solubiliza¢do do extrato (veiculo: dgua destilada) e da indometacina

(veiculo: CBX 0,5%) foram diferentes, aqueles animais tratados com indometacina também
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receberam igual volume de dgua (veiculo do extrato), enquanto os animais tratados com extrato,
receberam igual volume de CBX, e o grupo controle negativo recebeu CBX 0,5% e igual
volume de agua. De acordo com o tratamento recebido, em cada experimento, oS grupos
experimentais foram:
e Grupo 1 (n = 4): animais tratados por via oral (v.0.) com agua destilada (1,0
mL/100 g animal) e carboximetilcelulose 0,5% (v.o., 1,0 mL/100 g animal);
e Grupo 2 (n=4): animais tratados por via oral (v.0.) com indometacina (10 mg/Kg;
1,0 mL/ 100 g animal) e agua destilada (v.o., 1,0 mL/100 g animal);
e Grupo 3 (n = 4): animais tratados por via oral (v.0.) com extrato aquoso de C.
xanthocarpa (100 mg/Kg; 1,0 mL/ 100 g animal) e carboximetilcelulose 0,5%
(v.0,, 1,0 mL/100 g animal);
e Grupo 4 (n = 4): animais tratados por via oral (v.0.) com extrato aquoso de C.
xanthocarpa (550 mg/Kg; 1,0 mL/ 100 g animal) e carboximetilcelulose 0,5%
(v.0,, 1,0 mL/100 g animal);
e Grupo 5 (n = 4): animais tratados por via oral (v.0.) com extrato aquoso de C.
xanthocarpa (1000 mg/Kg; 1,0 mL/ 100 g animal) e carboximetilcelulose 0,5%
(v.0,, 1,0 mL/100 g animal).

A indugdo do edema de pata foi realizada 60 minutos apds os tratamentos por via oral
por meio da injecdo intraplantar de 30 uL. de carragenina (CGN; Sigma Chemical Co., St. Louis,
MO, USA) a 1,0% (10 mg CGN diluida em 1 mL de solug@o salina 0,9%) na pata posterior
direita (30 pL CGN 1,0% correspondem a 300 pg de CGN); como controle negativo do efeito
induzido pela injecdo de carragenina, na pata contralateral foi administrado igual volume de
solugdo salina estéril (veiculo) (ALBERTINI et al, 2004; LIMA et al., 2013). As inje¢des
intraplantares foram realizadas utilizando-se seringas para insulina (0,3 mL) e agulhas ultra-
finas (BD ultra-fine II, 8 mm de comprimento, 0,3 mm de calibre). O volume das patas foi
determinado antes da inje¢8o da carragenina e apds 1, 2, 3, 4, 5 e 6 horas a inje¢do da
carragenina, com o auxilio de um pletismometro (Figura 3) (VAN ARMAN et al, 1965). O
edema foi expresso como o aumento do volume (mL; valores absolutos) da pata tratada com
CGN (pata direita) comparado a pata controle negativo (pata esquerda), em cada intervalo de

tempo.
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- 1 hora antes: jejum alimentar e hidrico e marcaciio da articulacio tibiotarsica;

Gl (n=4) G2 (n=4) G3 (o=4) G4 (=4 GS (n=4)
CBX 0.5% INDO C. xanthocarpa C. xanthocarpa C. xanthocarpa

+H20 100mg/kg + CBX|| 550mg/kg + CBX||1000mg/kg + CB
— e I\ 05% 0.5% _ J 0,5%

[Medida volume basal J ‘ 60 minutos

Liberacdo de
4gua e alimento [CGN 1% PD f» 30uL

| NaC10.9% PE}~ 30u

¥

Medida do volume das patas apos 1, 2, 3, 4, 5 e 6 horas

Figura 5. Fluxograma: Avaliacio do efeito antiedematogénico do extrato
aquoso de C. xanthocarpa nos grupos de animais experimentais. (PD: pata
direita; PE: pata esquerda; CBX: carboximetilcelulose; CGN: carragenina;

INDO: indometacina; G1-5: grupos experimentais.

5.6 Protocolo de eutanasia

Os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical sem anestesia prévia. Este
procedimento ¢ aceito pelo Conselho Federal de Medicina Veterinaria para pequenos animais,
incluindo aves pequenas e roedores com menos de 200 gramas (GUIA BRASILEIRO DE
BOAS PRATICAS EM EUTANASIA EM ANIMALIS, 2012).

5.7 Padronizacio dos cortes histolégicos para analise histopatolégica

Apés a ultima medida do edema podal, os animais foram eutanasiados por deslocamento
cervical. Em seguida, as patas posteriores direita e esquerda foram seccionadas com lamina de
bisturi e colocadas em tubos falcon contendo formalina 10% (formaldeido 37% de pureza
diluido em 4gua destilada) e mantidas a temperatura ambiente por, no minimo, 12 horas, para
a fixagdo. Apds essa fixagdo prévia, foram utilizadas para posterior processamento: (A) as patas

completas (pata com coxim e dedos); (B) somente o coxim, obtido a partir de corte nas patas
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fixadas; (C) somente o coxim em corte longitudinal (dividido em duas partes). Em momento
posterior, o coxim completo (D) e o coxim em corte longitudinal (E) foram submetidos a
procedimento para desmineralizagdo com acido férmico a 10% durante 48 horas, antes do
processamento para obtencdo dos cortes histologicos. As amostras (A — E) foram processadas
para posterior inclusdo em parafina e preparacdo dos cortes histologicos, seguindo-se a
sequéncia: (1) as patas foram colocadas em cassetes proprios e identificados; (2) desidratagdo
em concentragdes crescentes de alcoois (I) alcool 70% overnight, e, posteriormente a (IT) 85%,
(III) 95%, (IV) Absoluto I, (V) Absoluto II e, por fim, (VI) Absoluto III durante 30 minutos
cada, sendo o alcool absoluto correspondente a 99% de pureza; (3) para a diafanizacdo, utilizou-
se trés banhos de Xilol (Xilol 1, Xilol 2 e Xilol 3) também de dura¢do de 30 minutos cada, para
permitir melhor penetragdo de parafina na pega. Em seguida (4), as amostras foram colocadas
em recipientes contendo parafina liquida a 60 °C e mantidas em estufa, num total de trés banhos
de parafina, cada um com durac¢do de 30 minutos. Na inclusdo propriamente dita (5), verteu-se
a parafina com as amostras com a face plantar voltada para baixo em uma forma metalica para
a formagdo dos blocos e esse material foi mantido por 12 horas a temperatura ambiente. Apos
a inclusdo em parafina, (6) os blocos foram utilizados para a obteng@o dos cortes histoldgicos
em aparelho denominado microtomo. Os cortes histologicos foram feitos com espessura de
cinco micrometros (um) e, imediatamente, foram distendidos em agua aquecida em banho-
maria a 56°C, em um aparelho aquecedor com termostato, para evitar microdobras nos cortes.
Ap0s a distensdo, os cortes foram colocados sobre laminas de vidro, as quais foram colocadas
em estufa por duas horas e, em seguida, coradas com hematoxilina/eosina. Para a coloragio, os
cortes parafinizados e colocados sobre as laminas de vidro foram: (1) desparafinizados em xilol
IIL, IT e I durante 15 minutos cada; (2) hidratados em alcool (imersdo em alcool absoluto I1I por
1 minuto; imersdo em alcool absoluto II por 1 minuto; imersdo em alcool absoluto I por 1
minuto; imersdo em alcool 95% por 1 minuto; imersdo em alcool 85% por 1 minuto; imersio
em alcool 70% por 1 minuto); em seguida, as laminas foram (3) lavadas em 4gua corrente
durante 10 minutos; (4) lavadas em agua destilada durante 5 minutos; (5) coradas pela
hematoxilina de Harris (corante basico) filtrada por 50 segundos; (6) lavadas em agua corrente
durante 10 minutos; (7) lavadas em agua destilada durante 5 minutos; (8) coradas pela Eosina-
floxina (corante acido) por 1,5 minutos a 2 minutos; (9) lavadas em agua corrente para retirar
o excesso de corante (as laminas foram mergulhadas 4 vezes em agua corrente). Em seguida,
os cortes foram (10) desidratados em alcool (imersdo em alcool 70%; imersdo em alcool 85%;
imersdo em alcool 95%; alcool absoluto I; alcool absoluto 1I; alcool absoluto III; as laminas

foram mergulhadas 10 vezes em cada reagente); (11) diafanizados em xilol I, IT e III durante
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10 minutos cada; e, por fim, foi feita a (12) montagem das laminas colocando-se uma gota de
resina sintética sobre uma laminula de vidro (24 mm x 60 mm), e esta €, entdo, colocada e
comprimida sobre o corte de modo a espalhar-se a resina em fina camada entre a lamina e a
laminula. Ap6s a montagem, (13) as ldminas foram colocadas em estufa para secagem a 37 °C
por 48 horas (a secagem tem a finalidade secar a resina fixando a laminula sobre a ldmina de
vidro (esta etapa pode ser feita em estufa a 37° C ou a temperatura ambiente). As laminas
contendo os cortes foram avaliadas em microscépio de luz (14) para avaliagio da qualidade dos

cortes e coloragdo, considerando os diferentes tipos de material utilizado (cortes A — E).

5.8 Avaliacao da atividade da mieloperoxidase (MPO)

Para avaliagdo da atividade da mieloperoxidase, marcador quantitativo de neutrofilos,
utilizamos a técnica de Bradley et al, 1982. O material coletado, previamente pesado, foi
homogeneizado em 2,0 mL de tampao fosfato de sodio pH 5,4 e, em seguida, foram transferidos
300 uL desse homogenato para microtubos (eppendorf) de 1,5 mL e acrescentados 600 uL de
HTAB (Brometo de Hexadeciltrimetilaménio — Sigma) 0,5% (p/v) diluido em tampao fosfato
pH 5,4. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 10.000 g por 10 minutos a 4°C e os
sobrenadantes utilizados no ensaio enzimatico. O ensaio enzimatico foi realizado em
microtubos (eppendorf) de 1,5 mL, e a reagdo seguiu a seguinte ordem: 200 uL dos
sobrenadantes das amostras foram adicionados de 100 pL de peroxido de hidrogénio 0,003%,
100 puLL de TMB (3,3, 5,5’- tetrametilbenzidine - Sigma) a 6,4 mM diluido em DMSO (dimetil
sulféxido — Merck); em seguida, essa mistura foi mantida a temperatura ambiente por 2 minutos
cronometrados. Posteriormente, a reagdo foi finalizada com a adi¢do de 100 uL. de H2SO4
(acido sulfurico — Merck) 4 M. Em seguida, foram adicionados 200 uL. a microplaca de 96
pogos e realizada a leitura espectrofotométrica em comprimento de onda igual a 450 nm. Os
resultados foram expressos como indice de MPO (Absorvancia em D.O./g de peso imido da

amostra).

5.9 Analise Estatistica

Para todos os calculos estatisticos, nos modelos experimentais in vivo e confec¢do dos
gréficos foi utilizado o programa GraphPad Prism versdo 5.0 (GraphPad Software, Inc., San
Diego, EUA). Os dados foram expressos como a média = S.EM (erro padrdo da média). A

comparagdo dos dados obtidos foi analisada por testes paramétricos, apos a verificagdo pelo
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teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov que as variaveis exibiam distribui¢do normal.
Foram utilizados o teste t de Student ou ANOV A seguido do teste de comparagdo multipla de
Bonferroni quando apropriado. Todos os resultados foram considerados significativos para um

nivel de p <0,05.
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6 CONSIDERACOES ETICAS

Este projeto de pesquisa foi registrado e APROVADO pela CEUA (Comissdo de Etica
no Uso de Animais) da Universidade Federal de Uberlandia, que regulamenta a pesquisa

envolvendo animais (PROTOCOLO REGISTRO CEUA/UFU 097/17 — ANEXO I).
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7 RESULTADOS

7.1 Padronizacio de modelo experimental para avaliacio de atividade anti-

inflamatoéria em camundongos BALB/c: edema de pata induzido por carragenina

Os resultados obtidos estdo representados na Figura 7 e mostram que (1) o edema de pata
em camundongos Balb/c foi induzido em ambas as concentra¢des de carragenina (0,5 e 1,0 %
em NaCl) utilizadas; (2) o edema de pata induzido por carragenina (0,5 e 1,0 %) foi mais
evidente apos 4 e 6 horas a injegdo intraplantar; (3) o anti-inflamatorio indometacina foi eficaz
na redugdo do edema de pata ap6s 4 e 6 horas a injego intraplantar de carragenina, em ambas
as concentragdes utilizadas (0,5 e 1,0 %). Visualmente, foram observados sinais como o
aumento de volume e rubor, caracteristicos de um processo inflamatorio nos animais tratados
com CGN (0,5% ou 1%) por via intraplantar. Nos tempos de 15 e 30 minutos apos a inje¢do de
carragenina, sugere-se existir um edema de pata de origem ndo inflamatoria, e sim devido a
presenca do veiculo/carragenina ainda ndo absorvido pelo tecido. Esses tempos foram retirados
para as analises do efeito antiedematogénico do extrato aquoso da Campomanesia xanthocarpa.
Considerando os resultados obtidos no ensaio de padronizagdo, optou-se pela utilizagdo de
carragenina 1,0% para a avaliagdo do efeito antiedematogénico do extrato aquoso de C.

xanthocarpa.

Figura 6. Edema de pata induzido por carragenina .

Fonte: o autor (2018)
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Figura 7. Padronizagdo do método de edema de pata induzido por carragenina (CGN) em
camundongos da linhagem BALB/c. (A) Avaliagdo tempo-dependente do edema de pata em
animais tratados por via oral com: indometacina (INDO; 10 mg/Kg; veiculo:
carboximetilcelulose; controle positivo) ou apenas carboximetilcelulose (CBX) (controle
negativo); e, apos 1 hora, tratados com CGN (0,5% ou 1%) por via intraplantar. (B) Avaliagdo
do edema de pata apos injecdo intraplantar de CGN (0,5 e 1%), em animais tratados por via oral
apenas com CBX. (C e D) Avaliagdo do edema de pata em animais tratados por via oral com
INDO e, apos 4 e 6 horas, com injecdo intraplantar de CGN 0,5 % (C) e 1% (D). Dados
representativos de seis observac¢des independentes (n = 6) e expressos como média + SEM.
Significancia estatistica entre os grupos experimentais: p > 0,05 (ANOVA seguido do teste de

comparagdo multipla de Bonferroni).

7.2 Efeito antiedematogénico do extrato aquoso da Campomanesia xanthocarpa
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A Figura 8 mostra os resultados obtidos na avaliacdo tempo-dependente do efeito
antiedematogénico em camundongos BALB/c com edema de pata induzido por carragenina
1,0%, utilizando-se o anti-inflamatorio ndo esteroidal indometacina. O edema de pata foi
reduzido nos animais tratados com indometacina. Isto mostra que o anti-inflamatorio
indometacina, na dose utilizada (10 mg/Kg), constitui um controle positivo para agdo anti-

inflamatoria eficaz no modelo de estudo utilizado.

0.10;
-®- G1: H20 + CBX / CGN 1%

0.08 l -B- G2:INDO + H20 / CGN 1%
3 ...
£ o0.08 S T l ..... l
©
S 0.04] l
© K
: N

0.02 ’f.__‘_; PPt P R Pt

o.oo.g' :

0o 1 2 3 4 5 6 71
Tempo (h)

Figura 8. Avaliacdo do efeito antiedematogénico do anti-inflamatério indometacina em
modelo de edema de pata induzido por carragenina (CGN) em camundongos da linhagem
BALB/c. Avaliagido tempo-dependente do edema de pata em animais tratados por via oral com:
indometacina (INDQO; 10 mg/Kg; veiculo: carboximetilcelulose 0,5% (CBX)) e agua destilada
(controle positivo); ou apenas CBX e dgua destilada (controle negativo); e, apos 1 hora, tratados
com CGN 1,0% por via intraplantar. Dados representativos de oito observa¢des independentes
(n = 8) e expressos como média = SEM. Significancia estatistica entre os grupos experimentais:

p > 0,05 (ANOVA seguido do teste de comparagdo multipla de Bonferroni).

A Figura 9 mostra os resultados obtidos na avaliacdo tempo-dependente do efeito
antiedematogénico do extrato aquoso da Campomanesia xanthocarpa em camundongos
BALB/c com edema de pata induzido por carragenina 1,0%. O edema de pata ndo foi reduzido
nos animais tratados com o extrato aquoso da Campomanesia xanthocarpa, em todas as

concentragdes utilizadas (100, 550, 1000 mg/kg).
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Figura 9. Avaliacio tempo-dependente do efeito antiedematogénico do extrato aquoso de
Campomanesia xanthocarpa. Avaliagdo do efeito antiedematogénico de diferentes
concentragdes do extrato aquoso de C. xanthocarpa (CX; 100, 550, 1000 mg/Kg) administradas
por via oral, em edema de pata induzido por inje¢do intraplantar de CGN 1,0% em
camundongos da linhagem BALB/c. Dados representativos de oito observagdes independentes
(n = 8) e expressos como média = SEM. Significancia estatistica entre os grupos experimentais:

p > 0,05 (ANOVA seguido do teste de comparagdo multipla de Bonferroni).
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7.3 Padronizacio das preparacoes de tecido plantar (musculo plantar) para analise

histopatolégica

A utilizagdo da pata completa (A) para a analise histopatologica tornou-se inviavel, visto
que, na tentativa de realizar os cortes histoldgicos, a presenga do osso ainda mineralizado
impossibilitou a obtengdo dos mesmos. Isto também aconteceu com o coxim plantar isolado
(B), no qual a presenga do osso causou resisténcia para o corte € consequente desinclusdo da
peca. Ja o coxim em corte longitudinal (C), com as pegas incluidas com a face do corte voltada
para baixo, ndo houve resisténcia dssea e, com isso, foi possivel a visualizagdo e analise do
musculo plantar. Entretanto, os melhores cortes histologicos, com mais fibras musculares
preservadas, foram obtidos apds procedimento de desmineraliza¢do. Tanto o coxim completo
(D) quanto o coxim em corte longitudinal (E,) ap6s desmineralizagdo em acido férmico 10%,
ndo apresentaram resisténcia durante a realizagdo dos cortes no micrétomo. Os cortes obtidos,
apos coloracdo, possibilitaram as analises histopatoldgicas no musculo plantar. Portanto,
padronizamos a preparagdo dos cortes histologicos como segue: (1) apos eutandsia dos animais,
retirar as patas e colocar em formaldeido 10% por, no minimo 48 horas; (2) apds a pré-fixacéo,
remover os dedos para isolar somente o coxim; (3) fazer um corte logitundinal no coxim, sem
dividi-lo em duas partes; (4) colocar a pega em acido férmico 10%, durante 48 horas; (5) retirar
a peca do acido formico e lavar com solug@o tampao (solugdo salina tamponada com fosfato,

PBS) quatro vezes; (5) iniciar o processamento das pecas para inclusdo em parafina e coloragio.

Tabela 1. Padronizagdo e avaliagdio do método para obtengdo dos cortes histologicos para
andlise histopatologica do musculo plantar em camundongos BALB/c
Adequag@o dos cortes para analise

Corte realizado a partir de:

histopatologica
Patas completas -
Coxim plantar -
Coxim plantar em corte longitudinal +
Coxim plantar desmineralizado em 4cido formico 10% ++
Coxim plantar em corte longitudinal desmineralizado et

em acido formico 10%
Otimo: +++; Muito Bom: ++; Bom: +; Ruim: -
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7.4 Analise histopatologica da padronizac¢ao dos cortes histologicos
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Figura 10. A e B: cortes histologicos do miusculo plantar de animais tratados
com carboximetilcelulose (0,5%; v.0.) e injecido intraplantar de carragenina
0,5%. (A) aumento de 4x; (B) aumento de 10x. Nos cortes longitudinal e
transversal, observa-se feixes de fibras cilindricas, multinucleadas, com nucleo

periférico e presenca de infiltrado inflamatorio.
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Figura 11. C e D: cortes histologicos do musculo plantar de animais tratados
com carboximetilcelulose (0,5%; v.0.) e injeciio intraplantar de carragenina
0,5%. (C) aumento de 40x; (D) aumento de 100x. Em (D) observa-se infiltrado

neutrofilico e linfocitario, com predominéncia de polimorfonucleares.

7.5 Dosagem de mieloperoxidase (MPO)

No grupo controle negativo, tratado com carboximetilcelulose (0,5%), foi detectada
maior atividade da enzima mieloperoxidase (MPQO), comparada aos demais grupos
experimentais, incluindo o grupo controle tratado com indometacina. Nos grupos de animais

tratados com extrato aquoso da Campomanesia xanthocarpa nas concentragdes de 100, 550 e
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1000 mg/kg houve menor atividade MPO, semelhantes aquela atividade observada no grupo

controle positivo.
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Figura 12. Dosagem de mieloperoxidase (MPQO) (D.O./g peso umido) em amostras
teciduais de animais tratados por via oral com carboximetilcelulose (0,5%; grupo
controle negativo - CT"%); indometacina (10 mg/kg; grupo controle positivo
CTP); extrato aquoso da Campomanesia xanthocarpa (concentracées 100, 550 e
1000 mg/kg), e, apos 60 minutos, tratados com inje¢ao intraplantar de carragenina

1,0%.
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8 DISCUSSAO

O edema de pata induzido por carragenina em camundongos € utilizado em estudos para
avaliag@o da atividade anti-inflamatoria. A carragenina € um composto indutor de inflamagao
e evoca a sintese e liberacdo de prostaglandinas por células inflamatorias. Esses prostanoides
contribuem e estdo associados a dor e alteragdes vasculares caracteristicas dos processos
inflamatorios agudos, tais como vasodilatagdo e aumento da permeabilidade vascular, as quais,
por sua vez, estdo relacionadas ao edema, rubor e calor. A medida do edema induzido por
carragenina tem sido um método bastante utilizado nos diferentes modelos experimentais para
quantificar efeitos cutdneos da inflamagdo com diversas espécies vegetais (DA SILVA et al,,

2016).

Em estudos com ratos machos Wistar, Da Silva et al. (2016) verificou-se a atividade
anti-inflamatoria do extrato hidroetanolico e compostos quimicos isolados (2',6'-di-hidroxi-3'-
metil-4'-metilchalcona e 2'4'-di-hidroxi-3',5'-dimetil-6'-metilchalcona) de folhas de
Campomanesia xanthocarpa. No estudo, a dexametasona por via subcutanea foi usada em um
grupo experimental como controle positivo para acdo anti-inflamatoria e, apos 1 hora, os
animais de todos os grupos experimentais receberam injec¢io de carragenina 1,0% (50 puL) em
uma das patas traseiras. A outra pata recebeu o mesmo volume de solug@o salina a 0,9% estéril
(controle negativo). O volume da pata edema foi medido usando um pletismémetro em 1, 2, 3,
e 4 horas apos a carragenina. Os resultados foram expressos mililitros, e a diferenca entre os
valores das patas direita e esquerda foi quantificada como o volume do edema. Os resultados
demonstraram significante reducdo do edema de pata induzido por carragenina pelo extrato
hidroetanolico e, da mesma forma, pelos compostos quimicos isolados das folhas de
Campomanesia xanthocarpa quando comparado ao grupo controle. Nesse sentido, infere-se
uma possivel relagdo entre o tipo de extrato utilizado e os efeitos farmacoldgicos obtidos por
ele, ja que, em modelos experimentais semelhantes, os resultados observados quanto ao extrato
hidroetanolico representam uma potencial ac¢do anti-inflamatoria, diferente do que foi

verificado quando utilizado o extrato aquoso da mesma espécie vegetal no presente estudo.

Em outro modelo experimental, a partir do extrato aquoso das folhas de Bryophillum
calycinum, avaliou-se seu efeito anti-inflamatério sobre o edema de pata de rato induzido por
carragenina e dextrana (mediado por histamina e S-hidroxitriptamina). O extrato aquoso das

tolhas de Bryophillum calycinum causou redugao significativa do edema induzido por dextrana
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(500 mg/kg) e carragenina (lg/kg), sendo a indometacina e a ciproheptadina os anti-

inflamatorios adotados no modelo experimental.

Diante do exposto, o modelo de edema de pata induzido por carragenina para avaliagio

de a¢des inflamatoria / anti-inflamatoria esta bem estabelecido na literatura.

Considerando-se os resultados obtidos neste estudo, demonstrou-se que o anti-
inflamatorio indometacina, um anti-inflamatorio ndo esteroidal, foi eficiente em reduzir o
edema de pata evocado por carragenina. E, da mesma forma que o modelo de edema de pata
induzido por carragenina para avaliagdo anti-inflamatoria, o seu uso em modelos experimentais
como anti-inflamatorio padriio no controle positivo para a¢do anti-inflamatoria ja estd bem
estabelecido em literatura. Desse modo, sugere-se que o modelo experimental padronizado ¢
adequado para avaliagdo do efeito de substancias com potencial a¢do anti-inflamatéria em
camundongos da linhagem BALB/c. Estes dados corroboram com varios trabalhos da literatura

citados anteriormente (SOUSA et al., 2005; FERREIRA et al., 2013; DA SILVA et al., 2016).

No presente estudo, possiveis atividades anti-inflamatorias do extrato aquoso da C.
xanthocarpa também foram investigados por meio da determinac¢do da atividade da enzima
MPO em amostras teciduais de animais tratados com diferentes concentragdes do extrato (100,
550 e 1000 mg/Kg) e animais tratados com o veiculo carboximetilcelulose ou indometacina,
controles negativo e positivo para efeito anti-inflamatorio, respectivamente.

A enzima mieloperoxidase (MPO) ¢ encontrada predominantemente em neutrofilos,
mondcitos e alguns subtipos de macrofagos teciduais. E liberada imediatamente apés ativagio
dos neutréfilos, contribuindo para a defesa do organismo. Esta, geralmente, associada com
morte bacteriana e lesdo oxidativa tecidual (ROMAN et al., 2008). Portanto, a MPO pode ser
considerada um marcador inflamatorio de fase aguda (MONTANHER, 2006).

A maior atividade MPO detectada no grupo controle negativo sugere que a inje¢do de
carragenina induziu uma rea¢ao inflamatéria com infiltrado neutrofilico, dados que corroboram
com a analise histopatologica em amostras teciduais desse grupo experimental. O tratamento
dos animais com indometacina e com o extrato aquoso da Campomanesia xanthocarpa nas
concentragdes 100 e 550 mg/kg, possivelmente, reduziu o infiltrado inflamatorio, uma vez que
foi detectada menor atividade MPO nesses grupos experimentais.

Dessa forma, o extrato aquoso da Campomanesia xanthocarpa nao apresentou efeito
antiedematogénico embora tenha sido observada a reducdo de infiltrado neutrofilico no tecido
inflamado. Entretanto, as analises estatisticas realizadas com os dados obtidos nos experimentos

ndo foram significantes. Alguns fatores podem ter influenciado nos efeitos observados, dentre
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eles, o extrato preparado com folhas jovens, ou até mesmo a utilizagdo de um extrato do tipo
aquoso, pode conter menor concentragdo de metabolitos secundarios com atividades anti-
inflamatorias, dentre eles, flavonoides e taninos. Assim, os compostos bioativos no extrato
utilizado, provavelmente, ndo modularam negativamente a sintese de mediadores inflamatérios
induzidos pela carragenina (histamina, serotonina, bradicinina, prostaglandinas e 6xido nitrico).
Outro fator importante que interfere na analise dos resultados obtidos com esse método esta
relacionado ao tamanho amostral utilizado. De fato, existe uma grande variabilidade
interindividual nos animais em resposta ao estimulo de carragenina para desenvolvimento de
uma reagdo inflamatoria com edema de pata mensuravel. Logo, foram encontrados altos valores
para o desvio padrdo e o erro padrdo da média nos diferentes grupos experimentais e, assim,

ndo foi possivel detectar diferengas estatisticas significantes entre os mesmos.

Sant’anna et al. (2017) verificaram efeito hipotensor dose-dependente em ratos
normotensos a partir da administragdo do extrato aquoso da Campomanesia xanthocarpa, em
que o mecanismo de ag@o pode ser mediado pelo sistema renina-angiotensina pelo bloqueio do
receptor AT1 (que normalmente se liga a angiotensina Il levando a vasoconstricdo) e pela
resposta autondmica simpatica. Isto posto, pode-se correlacionar essa agdo como antagonista
para um possivel efeito antiedematogénico, uma vez que, frente a administragdo do extrato

ocorreu vasodilatagdo.

Desta maneira, este estudo ndo confirmou a possivel agdo anti-inflamatoria do extrato
aquoso da C. xanthocarpa nas condigdes experimentais utilizadas. Novos experimentos
poderdo ser realizados para a reavaliagdo do efeito anti-inflamatério do extrato aquoso da
referida espécie, nos quais o modelo experimental aqui utilizado podera ser aperfeigoado,
utilizando maior nimero amostral ou, até mesmo, a realiza¢ido dos tratamentos de forma cronica
como ja utilizado em modelos experimentais de hipercolesterolemia (VIECILI et al., 2014). Da
mesma forma, outros modelos de indug¢do e quantificagdo do edema de pata poderdo ser
incluidos, como o edema induzido por sulfato de dextrana, bradicinina ou histamina

(FERNANDES, 2002).
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9 CONCLUSOES

o Na padronizagdo do método de edema de pata induzido por carragenina, ambas as
concentragdes de carragenina utilizadas (0,5 e 1,0 %) foram adequadas para a indugdo do
edema de pata.

o O anti-inflamatorio indometacina (10 mg/Kg) foi eficaz na redu¢do do edema de pata
induzido por ambas as concentra¢des de carragenina (0,5 e 1,0 %).

o Indometacina foi mais eficaz na reducdo do edema de pata apds 4 e 6 horas a inje¢do
intraplantar de carragenina 0,5 ou 1%.

o O extrato aquoso de Campomanesia xanthocarpa ndo apresentou efeito
antiedematogénico nas condi¢des experimentais utilizadas neste estudo.

o A maior atividade da enzima mieloperoxidase (MPQO) no grupo controle negativo (tratado
com carboximetilcelulose 0,5%) corrobora com a presenga de infiltrado neutrofilico na
analise histopatologica desse grupo experimental.

o A menor atividade da MPO no grupo controle positivo (tratamento com indometacina)
sugere menor infiltrado neutrofilico no tecido inflamado.

o A menor atividade da MPO nos grupos tratados com o extrato aquoso da Campomanesia
xanthocarpa indica redugdo da migragdo neutrofilica para o tecido inflamado em todas
as concentragdes utilizadas.

o Embora o extrato aquoso da C. xanthocarpa ndo tenha reduzido o edema de pata induzido
por carragenina, exibiu efeito anti-inflamatorio ao diminuir o infiltrado neutrofilico no
tecido inflamado.

o Novos experimentos para investigar possiveis propriedades anti-inflamatorias do extrato

aquoso da Campomanesia xanthocarpa devem ser realizados.
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ANALISE FINAL N° 204/17 DA COMISSAD DE ETICA NA UTILIZACAO DE
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Projeto Pesgquisa: “Estudo da Afividade Farmacologica Anti-inflamatdria do
Extralo de Campomanesia xanthocarpa (Myrtaceae) DC em modelo
experimental in vivwo™.
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