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RESUMO

Flavonoides e taninos sao metabdlitos secundarios da classe dos polifenois constantemente
encontrados em frutas, flores, folhas e vegetais, aos quais sdo atribuidas atividades anti-
inflamatorias. Em muitas espécies vegetais do cerrado brasileiro ja foram identificadas essas
substancias, como na Annona crassiflora, conhecida como Marolo ou Araticum, cujo fruto ¢
amplamente consumido. Contudo, ndo existem trabalhos que tenham avaliado o potencial
antiedematogénico do extrato aquoso de suas folhas, apesar de ja ser amplamente utilizada por
nativos desse bioma no tratamento de diversas desordens de natureza inflamatoria. Para essa
investigagdo, avaliou-se o edema de pata induzido por inje¢do intraplantar de carragenina em
animais de cinco grupos tratados previamente com veiculo, indometacina e extrato a
concentragdo de 100 mg/Kg, 550 mg/Kg e 1000 mg/Kg, respectivamente. Para além disso,
também foi avaliada a atividade de neutrofilos, por meio da enzima mieloperoxidase, ¢ as
alteracdes histopatologicas ocasionadas no musculo plantar dos animais. Como resultado, nao
observou-se reducdo do edema de pata induzido por carragenina nos animais tratados com as
concentragdes de 100 mg/Kg e 1000 mg/Kg do extrato. Entretanto, na concentracdo de 550
mg/Kg houve redu¢do do edema, porém sem significancia estatistica. Quanto a atividade da
enzima mieloperoxidase, ndo foi possivel identificar reducdo de sua atividade nos grupos
tratados com as diferentes concentragdes do extrato. Conclui-se entdo que o extrato aquoso das
folhas de A. crassiflora, em modelo experimental in vivo, ndo apresentou efeito

antiedematogénico.

Palavras-chave: araticum. marolo. flavonoides. anti-inflamatério. Annona crassiflora.



ABSTRACT

Flavonoids and tannins are secondary metabolites of the class of polyphenols constantly found
in fruits, flowers, leaves and vegetables, to which anti-inflammatory activities are attributed. In
many plant species of the Brazilian cerrado, these substances have already been identified, as
in Annona crassiflora, known as Marolo or Araticum, whose fruit is widely consumed.
However, there are no studies that have evaluated the anti-nematode potential of the aqueous
extract of its leaves, although it is already widely used by natives of this biome in the treatment
of various inflammatory disorders. For this investigation, the paw edema induced by
intraplantar injection of carrageenin in animals from five previously treated groups with
vehicle, indomethacin and extract at the concentration of 100 mg/kg, 550 mg/kg and 1000
mg/kg, respectively, was evaluated. In addition, the activity of neutrophils, through the enzyme
myeloperoxidase, and the histopathological changes in the plantar muscle of the animals were
also evaluated. As a result, no reduction of carrageenin-induced paw edema was observed in
the treated animals at the concentrations of 100 mg/kg and 1000 mg/kg of the extract. However,
at the concentration of 550 mg/kg, edema was reduced, but without statistical significance.
Regarding the activity of the enzyme myeloperoxidase, it was not possible to identify the
reduction of its activity in the groups treated with the different concentrations of the extract. It
was concluded that the aqueous extract of the leaves of 4. crassiflora, in an experimental model

in vivo, did not present antiedematogenic effect.

Keywords: araticum. marolo. flavonoids. anti-inflammatory. Annona crassiflora.
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1 INTRODUCAO

As plantas medicinais representam uma opgao terapéutica de grande importancia para a
manutengdo das condigdes de saude das pessoas, especialmente para a populagdo de baixa
renda. Pesquisas cientificas que divulgam propriedades terapéuticas de determinadas plantas
medicinais, contribuem fortemente para validar ou ndo o uso popular dessas plantas, no sentido
de encorajar ou desencorajar esse costume, e para a descoberta de novas drogas de origem
vegetal com potencial uso farmacologico / terapéutico.

Além disso, com o crescente mercado direcionado a animais de estimacao e o aumento
da preocupagdo com sua saude e bem-estar, a utilizagdo de fontes naturais e renovaveis como
recursos para o tratamento de condi¢des patologicas, por exemplo, ¢ uma forte tendéncia para
o novo estilo de vida saudavel dos proprietarios.

O “marolo” ou “araticum”, planta tipica do cerrado brasileiro, ja ¢ amplamente utilizada
na medicina popular e € classificada cientificamente como pertencente ao reino Plantae, divisao
Magnoliophyta, classe Magnoliopsida, ordem Magnoliales, familia Annonaceae, género
Annona e espécie Annona crassiflora. Seus exemplares possuem caracteristicas de arvores
lenhosas com folhas de disposi¢ao alterna distica, flores grandes e estruturadas com trés pétalas
e trés sépalas cada, e frutos apocarpicos com fruticulos separados, polpa doce e suculenta, cor
amarelada e odor peculiar (JOLY, 1975).

Dado seu uso ja difundido entre a populacdo nativa do cerrado, a A. crassiflora se
apresenta como um bom exemplar para a investigacao de suas propriedades farmacologicas, as
quais tém sido atribuidas a presenga de substincias da classe dos polifendis, como os seus
metabolitos secundarios flavonoides e os taninos. Uma vez que estudos t€ém demonstrado que
estas substancias possuem atividades anti-inflamatorias, justifica-se investigar o possivel papel

da A. crassiflora no controle de processos inflamatorios.
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2 JUSTIFICATIVA

Assim, considerando o uso popular ja difundido pelos nativos do cerrado brasileiro da
A. crassiflora no tratamento de diversas desordens, existem boas perspectivas para que essa
espécie vegetal seja fonte de substancias farmacologicamente ativas no tratamento da dor e de
processos inflamatorios. Até o presente momento, estudos da literatura j& demonstraram
atividades farmacologicas da espécie 4. crassiflora em varias condigdes patologicas, entretanto,
ainda ndo foram investigadas propriedades anti-inflamatorias utilizando o extrato aquoso de
suas folhas.

Desse modo, o objetivo geral deste trabalho foi avaliar o efeito farmacoldgico
antiedematogénico do extrato aquoso obtido das folhas da planta Annona crassiflora utilizando
um modelo experimental in vivo, na intengdo de se comprovar cientificamente seu uso e
eficacia, contribuindo para a pesquisa farmacolégica e para o desenvolvimento de novas drogas,
bem como para uma maior conscientizagdo na utilizacdo de principios ativos de origens
renovaveis e para a importancia da conservagdo do bioma cerrado que vem se apresentando

como fonte significativa de objetos de estudo em suas flora e fauna.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Cerrado como fonte de plantas medicinais

Considerado um dos “hotspots” de biodiversidade do mundo, o Cerrado brasileiro ocupa
uma 4area de mais de 2 milhdes kn 2, cerca de 25% do territério nacional, e representa o segundo
maior bioma da América do Sul, além de ser a mais rica savana tropical do planeta em termos
de biodiversidade (MYERS, 2000; SANO et al., 2010). No entanto, o uso indiscriminado do
seu territorio pela atividade agropecudria promove, a cada ano, uma perda de cerca de 11 mil
kn 2 de sua cobertura vegetal original (BEUCHLE et al., 2015). Dessa forma, teve nos tltimos
50 anos, aproximadamente, 50% de sua extensdo convertida em pastagens e plantacdes, o que
levou a extingdo de muitas espécies de plantas (ALMEIDA et al., 1998).

Contudo, esse rico bioma abriga por volta de 320 mil espécies animais e mais de 11 mil
espécies de plantas, muitas endémicas, que vem chamando aten¢do como fontes de compostos
quimicos com atividades biologicas e propriedades farmacologicas (VIOLANTE et al., 2012;
CAMPELO, 2017). A exposi¢ao dessa cobertura vegetal a intensa seca, radiagdo ultravioleta,
alimentagdo de herbivoros e infec¢des fungicas, pode ser a causa de se encontrar altas
concentragdes de metabolitos secundarios de compostos polifendlicos, como flavonoides,
taninos e antocianinas, na maioria das plantas do Cerrado (FANK-DE-CARVALHO et al.,
2015; ALBUQUERQUE; RAMOS; MELO, 2012). Tais substancias sao apontadas como
responsaveis pelas propriedades terapéuticas dessas plantas, baseadas em suas atividades
antioxidante, quimiopreventiva, citoprotetora, antimutagénica, antiestrogénica e
antiangiogénica, dentre inimeras outras ja descritas (SUN; HEILMANN; KONIG, 2015).

As plantas medicinais sdo reconhecidas como matérias-primas importantes para a
pesquisa farmacoldgica e o desenvolvimento de drogas. Estima-se que aproximadamente 40%
dos medicamentos atualmente disponiveis, foram desenvolvidos direta ou indiretamente a partir
de fontes naturais, assim subdivididos: 25% de plantas, 12% de microrganismos e 3% de
animais (CALIXTO, 2001; BRASIL, 2016).

O Brasil € o pais que detém a maior parcela da biodiversidade mundial, em torno de
15% a 20% do total. Entre os elementos que compdem a biodiversidade, as plantas constituem
importantes recursos naturais para a fabricacdo de fitoterdpicos e outros medicamentos

(BRASIL, 2016), passiveis de uso tanto na medicina humana, quanto na medicina veterinaria.
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3.2 Annona Crassiflora

A familia Annonaceae ¢ uma grande representante da flora pertencente ao Cerrado
brasileiro e compreende, aproximadamente, 27 géneros e 290 espécies de plantas usadas pela
medicina popular como agentes antiparasitarios, antitumorais e no tratamento de desordens
intestinais, picadas de cobra e doenga de chagas (ROESLER et al., 2007; SANO et al., 2010;
FORMAGIO et al., 2015). As principais caracteristicas da familia sdo:

Plantas lenhosas (arvores ou arbustos), com folhas inteiras de disposi¢do alterna
distica, sem estipulas. As flores sdo isoladas ou reunidas em inflorescéncias, grandes
ou pequenas, hemiciclicas, hermafroditas, diclamideas, com perianto diferenciado em
calice e corola, em geral trimeros (3 sépalas e 3 pétalas) carnosos. Estames muito
numerosos, dispostos espiraladamente. Ovario supero com carpelos muito numerosos
dispostos em geral espiraladamente, livres entre si (raramente soldados) apocarpicos,
com um a muitos évulos. Fruto apocarpico baciforme (raramente seco capsular e com
fruticulo separado, como em Xilopia). Semente caracteristicamente com endosperma
ruminado. (JOLY, 1975, p. 777 apud BRASIL, 2016).

Dentre as espécies dessa familia encontra-se a Annona crassiflora, cujo fruto ¢
popularmente conhecido como “marolo” ou “araticum” (Figura 1), uma polpa doce, de aroma
peculiar e, geralmente, consumida in natura (VIEIRA et al., 2006; ROESLER et al., 2007;
SANO et al., 2010). Seu fruto possui cerca de 15cm de diametro, até 2 kg de peso, ¢ oval
arredondado, externamente marrom claro com polpa creme amarelada firme, sementes
numerosas, elipticas e marrom escuras (ALMEIDA et al., 1998, p.464 apud BRASIL, 2016). E
um exemplar da familia de porte arboreo, medindo entre 4 a 8 metros de altura, com tronco
geralmente tortuoso de 20 a 30 cm de didmetro, revestido por casca dspera e corticosa; folhas

alternas simples; flores axilares, com pétalas engrossadas e carnosas (LORENZI, 1998).

FIGURA 1 - Annona crassiflora (araticum).

Fonte: https://www.flickr.com/photos/401 1 5752@N00/3340877451


https://www.flickr.com/photos/40115752@N00/3340877451
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3.3 Propriedades bioldgicas e farmacologicas

Em analise da casca do araticum, por meio de cromatografia liquida de alta performance
acoplada a ionizagao por “eletrospray” e espectrometria de massa em tempo ultrassonico, foram
descritos 142 fitoquimicos, dos quais 123 nunca foram reportados como matéria prima
(ARRUDA et al., 2018). Fenolicos totais, flavonoides, taninos condensados, catequinas,
epicatequinas, entre outras substancias com atividade antioxidante, foram identificadas, em
ordem crescente de concentragdo, na casca, polpa e sementes, sendo cada composto encontrado
em partes especificas do araticum (ARRUDA et al., 2017). Em outro estudo, com o uso de
espectrometria de massa com ionizagdo por “eletrospray” de infusdo direta, verificou-se a
presenca de importantes compostos bioativos nos extratos etanoicos da casca e das sementes
do araticum, como acido ascorbico, acido cafeico, acido quinico, acido ferulico, xantoxilina e
rutina, aos quais ja foram atribuidas atividades antioxidante, antitumoral, antimicrobiana,
antiparasitaria e anti-inflamatoria (LEBOEUF et al., 1982; ROESLER et al., 2006; ROESLER
etal., 2007; LI et al., 2012).

Uma importante atividade biologica encontrada em fragdes do extrato da casca da
Annona crassiflora enriquecidas com polifenol foi a de hepatoprotetora, propriedade
importante para a prevengdo e terapia de complicacdes relacionadas a diversas desordens
hepaticas (ROESLER et al., 2007). Outros compostos identificados por meio de cromatografia
liquida de alta eficiéncia com o uso de ionizagdo por “eletrospray”, como etilacetato e n-
butanol, extraidos do extrato etanoico de sua casca, demonstraram atividades inibitorias in vitro
sobre enzimas, como a a-amilase ¢ a a-glucosidase que participam do processo de glicolise nos
diferentes tecidos do organismo (JUSTINO et al., 2016), além de alta atividade antioxidante e
hepatoprotetora, acompanhada de baixa hepatotoxicidade observadas em experimento onde
buscou-se tratar ratos submetidos a diabetes induzida por estrepzotocina com uma fragcdo do
extrato da casca enriquecida com polifenois. Nesse caso, foi possivel avaliar no soro sanguineo
decréscimo da alanina aminotransferase (ALT), aspartato amino transferase (AST) e da
fosfatase alcalina (FAL), bem como reducdo da peroxidagdo lipidica hepdtica, nitragdo e
peroxidagdo proteica, decréscimo dos niveis de sintase do 6xido nitrico e da atividade e
expressao da glutationa peroxidase, superoxido desmutase e catalase (JUSTINO et al., 2017).
Essas propriedades foram atribuidas a substancias, como acido clorogénico, epicatecinas,
hexosideos de caffeoil, glicosideos de quercetina e kaempferol, componentes dessas fragdes

(JUSTINO et al., 2016).
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Outra propriedade significativa recentemente descrida do extrato aquoso das folhas da
A. crassiflora, € sua capacidade antidiarreica quando administrada por via oral em cobaias que
receberam 6leo de mamona como laxante. Foi possivel verificar atividade procinética e inibi¢ao
da agdo do laxante, que foram atribuidas a sua habilidade de inibir a secrecdo intestinal e/ou
reduzir a absor¢ao intestinal (FERRAZ et al., 2017).

Os extratos da folha e semente de Annona crassiflora apresentaram efeitos citotoxicos
consideraveis, atingindo 85% de inibi¢ao da proliferacao celular, quando testados em linhagens
de cultura de células de carcinoma de colon, leucemia, tumor cerebral e melanoma humanos
(MESQUITA et al.,, 2009). Em diversos outros estudos, as atividades antiproliferativa e
anticolinesterasica demonstradas pelo extrato de suas sementes, em testes in vitro, sao
atribuidos a alta concentragao de acidos fendlicos encontrados em sua composi¢do, como acido
cafeico, acido sinapinico, acido feralico e outros flavonoides (FORMAGIO, et al., 2015;
ROESLER et al., 2006; SZWAJGIER; BOROWIEC, 2012). Além disso, ja se tem descrita a
atividade de seu extrato bruto e por¢des derivadas sobre linhagens de células de cancer cervical
onde apresentou a capacidade de alterar significativamente a viabilidade, proliferacdo e
migracdo, além de induzir a morte de células cancerigenas. Ainda nesse trabalho, foi verificado
a atividade citotoxica da por¢ao hexanoica do extrato bruto quando associado ao tratamento
com cisplatina in vitro, assim como dano ao DNA e apoptose celular por via intrinseca, levando
a diminui¢@o no tamanho do tumor in vivo (SILVA, 2018; OLIVEIRA et al., 2018).

Em diversos estudos € possivel encontrar, ja elucidadas, propriedades antimicrobiana e
antiparasitaria nos extratos de suas folhas, sementes, casca e polpa da fruta, onde foram
comprovadas suas agoes bactericida (LAGE et al., 2014; SILVA JUNIOR et al., 2014; ROCHA
et al.,, 2015), antimalarica (PIMENTA et al., 2014), larvicida (DE OMENA et al., 2007;
ROCHA et al., 2015), moluscocida (SANTOS; SANT’ANA, 2001), nematicida (MACHADO
et al., 2015), antileishmania e trypanocida (MESQUITA et al., 2005). E ainda nessa linha de
investigacao, recente estudo traz descrito potente atividade bactericida do extrato etanoico de
Annona crassiflora no tratamento contra bactérias multirresistentes, como Escherichia coli e
Staphylococcus spp, causadores de diarreia em ovinos e mastite em bovinos (RIBEIRO et al.,
2018).

A substancia obtida da extragdo hidroalcoodlica a partir de sementes desidratadas de A.
crassiflora apresentou inibi¢do nado-especifica da contracdo do ileo de cobaias induzida por
drogas, ao promover reducdo da permeabilidade ao calcio nas membranas de células da
musculatura lisa intestinal. Esse mecanismo pode explicar o uso comum desse principio pela

medicina popular em casos de picadas de cobra, cujo veneno ¢ um complexo enzimatico
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dependentes de célcio, pH e temperaturas ideais para sua agdo. (WEINBERG et al., 1993;
BRASIL, 2005).

Analisando amostras de medula 6ssea de animais tratados com extrato etanoico de
araticum, foi possivel identificar redu¢do da frequéncia de eritrocitos policromaticos
micronucleados, que representam uma sensivel resposta a dano celular devido ionizagdo ou
muta¢do quimica, obtidos a partir de coleta da medula éssea de animais tratados com o extrato
quando associado ao quimioterdpico Mitomicina C, demonstrando sua atividade
antimutagénica. Ainda foi possivel identificar reducao de eritrocitos policromaticos em relacao
aos normocorados, indicando atividade citotdxica sem a¢do mutagénica. Tais resultados foram
atribuidos as acetogeninas encontradas no extrato (VILAR et al., 2008).

Em estudo fitoquimico da porg¢ao hidroalcoolica do extrato de folhas desidratadas de A.
crassiflora realizado a partir de cromatografia em coluna de poliamida de fase reversa, revelou
a presenga de pentatosideo que, analogo a quercetina, ¢ um flavonoide com diversas
propriedades farmacologicas, entre elas, atividade analgésica (OLIVEIRA et al., 2016;
NAIDU; SINGH; KULKARNI, 2003; WILLAIN FILHO et al., 2008). Outras investigacdes
relacionam essa atividade a interagdo que ocorre entre a quercetina e os receptores canabinoides
periféricos CB2 (SHRINIVASAN et al., 2012), interacdo essa apontada em varios
experimentos como desencadeadora de antinocicepgao periférica (HOMANN, 2002; KAUR,
SINGH, CHOPRA, 2005). J4 em trabalho atual, onde se analisou o comportamento de ratos
submetidos a nocicepcao induzida por formalina e tratados, posteriormente, com filtrado ou
precipitado do extrato hidroalcodlico de suas folhas, verificou-se que nos dois tratamentos
houve redugdo no tempo de lambida, porém somente o precipitado apresentou efeito dose-

dependente, confirmando sua a¢do analgésica (OLIVEIRA et al., 2018).
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4 OBJETIVO

4.1 Objetivo geral

A presente proposta experimental teve como objetivo avaliar a atividade farmacologica
antiedematogénica do extrato aquoso obtido a partir de folhas da planta Annona crassiflora

usando um modelo experimental in vivo.

4.2 Objetivos Especificos

Preparar extrato aquoso de Annona crassiflora;

Avaliar efeitos farmacologicos anti-inflamatodrios analisando:
Acgao antiedematogénica sobre edema de pata induzido por carragenina;
Alteragdes histopatoldgicas do musculo plantar;

Atividade da enzima mieloperoxidase.
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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 espécie Annona crassiflora a partir da qual foram coletadas as folhas para a
preparag¢do do extrato aquoso, tendo sido previamente identificada por bidlogo competente e
uma exsicata da espécie depositada no herbario da Universidade Federal de Uberlandia.

Neste estudo, as folhas da planta Annona crassiflora foram coletadas em campos de
vegetacdo espontanea e transportadas para o Laboratorio de Farmacologia para a preparagao do

extrato aquoso.

5.3 Obtencao do extrato aquoso

As folhas foram separadas dos galhos, lavadas em dgua corrente e, em seguida, em agua
destilada. Apos esse procedimento, foram colocadas em estufa a 45 °C durante 48 horas para
secagem. Depois de secas, foram trituradas em liquidificador e tamisadas. As folhas trituradas
foram colocadas em provetas contendo agua destilada na propor¢do de 20% (m\v) e submetidas
a extracdo em temperatura ambiente durante 48 horas. Posteriormente, o extrato foi duplamente
filtrado, inicialmente em funil contendo algodao e, em seguida, em funil contendo papel de
filtro. O extrato obtido foi, entdo, colocado em tubos falcon de 50 mL e acondicionado a
temperatura - 20°C. Apos congelamento, os extratos foram liofilizados a — 40 °C até a total
remocao do contetdo de dgua. O material obtido foi pesado e acondicionado em freezer a — 20

°C até a data da utilizacao (Figura 2).
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FIGURA 2 — Obtengao do extrato aquoso das folhas de A. crassiflora.

LAVAGEM } ) )

Agua corrente & TRITURACAQ FILTRACAO LIOFILIZACAOQO

igua destilada TAMISACAQ algodio/papel filtro -10°C

SECAGEM ) EX‘I‘FAC.—ILO CONGELAMENTO ACONDICIONAMENTO
estufa 43°C por 431 =% Agua destilada 2 20% -20°C J20°C
per 48h
Fonte: autor.

5.4 Animais

Este projeto de pesquisa foi APROVADO pela Comissio de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Federal de Uberlandia, a qual regulamenta a pesquisa envolvendo
animais (PROTOCOLO No.006/18— ANEXO A).

Foram utilizados 44 camundongos da linhagem BALB/c machos, pesando entre 15 e
30g. Os animais foram fornecidos pelo Centro de Bioterismo e Experimentagdo Animal
(CBEA) da Universidade Federal de Uberlandia, onde foram mantidos até a data de realizagao
dos experimentos, quando foram transportados para o biotério situado no bloco 2A, Campus
Umuarama da Universidade Federal de Uberlandia. Os animais sempre foram acondicionados
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. Todos os procedimentos foram
conduzidos de acordo com os principios éticos em pesquisa animal recomendados pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA, 2016).

A administrag@o por via oral de fAirmacos, veiculos ou extrato aquoso de A. crassiflora
aos animais foi realizada por meio de canula de gavagem especifica para camundongos (Figura
3), a qual foi introduzida na boca do animal e gentilmente conduzida até o estbmago. O volume
total administrado foi 1,0 mL / 100 g animal.

As inje¢des intraplantares (Figura 4) 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 medido até a articulacdo tibio-tdrsica em intervalos
determinados ap6s a injecdo de CGN, com o auxilio de um pletismémetro (Figura 5) (VAN

ARMAN et al., 1965).



FIGURA 3 — Gavagem.

FIGURA 4 — Injec¢ao intraplantar.

FIGURA 5 — PletismOometro.

Fonte: autor.

Fonte: autor.

Fonte: autor.
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5.5 Avaliacao dos efeitos farmacologicos anti-inflamatorios

5.5.1 Edema de pata induzido por carragenina

A indugdo do processo inflamatério agudo ocasionado pela carragenina se da
rapidamente devido a acdo de mediadores pro-inflamatdrios que promovem hiperalnocicepcao
com aumento da sensibilidade a estimulos mecanicos, por exemplo, € se caracteriza pala
formag¢do do edema (MORRIS, 2003; FERREIRA et al., 2004). Sua acdo apds a inje¢ao
intraplantar, ocorre em trés fases, de acordo com os mediadores envolvidos, onde a inicial ¢
caracterizada por vasodilatacdo e aumento da permeabilidade dos vasos relativos a precoce
secrecdo de histamina e serotonina. Em uma fase intermediaria, entre 1,5 e 2,5 horas apos a
administracdo de carragenina, a ac¢do de cianinas leva a persisténcia no aumento da
permeabilidade dos vasos, além de induzir a produgdo de prostaciclinas atuantes no processo
inflamatorio. Apds 2,5 horas da injegdo, ocorre o pico maximo de seu efeito, devido a sintese
de prostaglandinas no tecido inflamado, quando se torna possivel avaliar grande infiltrado
polimorfonuclear (UENO et al., 2000; CARVALHO, 2011; BATISTA et al., 2016).

A injecdo intraplantar de carragenina é um modelo utilizado para investigar hiperalgesia
inflamatoria em camundongos e para este procedimento, por mais que esta metodologia tenha
sido descrita em dados literarios, tornou-se necessario a realizacdo de uma padronizag¢ao
referente a melhor concentracdo de carragenina a ser administrada via inje¢ao intraplantar para
que se desencadeasse o efeito desejado nos procedimentos relacionados a avaliagdo
antiedematogénica do extrato aquoso de Annona crassiflora, bem como para se avaliar a
cinética da formagdo do edema induzido e a agdo da indometacina como agente

antiedematogénico escolhido para o controle positivo.

5.5.1.1 Padronizacio da concentraciao de carragenina

A inducdo do edema de pata foi realizada através de injecdo intraplantar de 30 pL de
carragenina (CGN; Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) a 0,5% (5 mg CGN diluida em
1 mL de NaCl 0,9%) e 1% (10 mg CGN diluida em 1ml de NaCl 0,9% estéril) na pata posterior
direita (CGN 0,5%, 30 pL correspondendo a 150 pug de CGN; CGN 0,5%, 30 uL
correspondendo a 150 pg de CGN); como controle negativo do efeito induzido pela inje¢ao de
carragenina, na pata contralateral foi administrado igual volume de solucdo salina estéril

(veiculo) (ALBERTINI et al., 2004).
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Para se determinar a melhor concentragdo de CGN a ser administrada para indug¢ao do
edema de pata, foram utilizados quatro grupos experimentais com seis animais (n = 6) em cada
tratamento, levando a um total de 24 animais.

Na ocasido da padronizagao, os animais foram pesados, separados, identificados no rabo
e marcados nas patas a altura da articulacdo tibiotarsica. A média de peso do grupo foi utilizada
para se calcular a dosagem de cada solugdo a ser administrada por via oral (1,0 m1/100 g animal)
com o auxilio de canula de gavagem. Uma hora antes da gavagem, os animais foram submetidos
a jejum hidrico e alimentar e foi mensurado o volume basal de suas patas, por meio de um
pletismémetro (Figura 5) (VAN ARMAN et al., 1965), que foi, posteriormente, comparado aos
valores obtidos nos tempos 0,25, 0,5, 1, 2, 4 e 6 horas ap0s a inje¢do de carragenina, tornando-
se possivel avaliar a cinética de desenvolvimento do edema, que foi expresso como o aumento
do volume (mL) da pata tratada com CGN (pata direita) subtraido do volume da pata controle

negativo (pata esquerda), em cada intervalo de tempo (Figura 6).

FIGURA 6 — Preparacdo dos animais para os procedimentos.

PESAGEM JEJUM VOLUME
SEFARACAD = HIDRICO E —* BASAL DAS

IDENTIFICACAQ/ ALIMENTAR FATAS
MARCACAD -

1 1

1

I 1 h antes da
4 grupocs gavagem

& animais
Fonte: autor.

Para os diferentes tratamentos foram, entdo, utilizadas as seguintes solugdes:
carboximetilcelulose 0,5% solubilizada em 4gua destilada (CBX; 1,0 ml/100 g animal) por via
oral (v.0.); indometacina 0,5% solubilizada em carboximeticelulose (10 mg/kg; 1,0 mL/100 g
animal) por via oral (v.0.); carragenina 0,5% (CGN; 150 pg; 30 pL pata) solibilizada em NaCl
0,9% estéril por injecao intraplantar (i.p.); carragenina 1,0% (CGN; 300 pg; 30 uL pata)
solibilizada em NaCl 0,9% estéril por injecdo intraplantar (i.p.); NaCl 0,9% estéril (30 pL pata)
por injecdo intraplantar (i.p.).

Em cada experimento, de acordo com o tratamento, os animais foram divididos em quatro
grupos experimentais: Grupo 1A (n=6): animais tratados por via oral (v.0.) com CBX (1,0 mL/

100 g animal) (grupo controle negativo para efeito anti-inflamatorio); Grupo 1B (n=6): animais
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tratados por via oral (v.0.) com CBX (1,0 mL/ 100 g animal) (grupo controle negativo para
efeito anti-inflamatoério); Grupo 2A (n=6): animais tratados por via oral (v.0.) com
indometacina preparada em solu¢do de CBX 0,5% (10 mg/Kg; 1,0 mL/ 100 g animal) (grupo
controle positivo para efeito anti-inflamatorio). Grupo 2B (n=6): animais tratados por via oral
(v.0.) com indometacina preparada em solu¢ao de CBX 0,5% (10 mg/Kg; 1,0 mL/ 100 g animal)
(grupo controle positivo para efeito anti-inflamatorio) (Figura 7). O farmaco padrao
indometacina e solugdo de CBX 0,5% foram utilizados como controles positivo (KOSTER;

ANDERSON; BEER, 1959) e negativo, respectivamente.

FIGURA 7 — Tratamentos por via oral.

GRUPO 1A ™ CBX GRUPO 1B ™ CBX

GRUPC ZA ™ IMDOC GRUFC 2B ™ IMDO

Fonte: autor.

Sessenta minutos apds os tratamentos por via oral, os grupos 1A e 2A receberam injecao
intraplantar de CGN a 1,0% na pata posterior direita, enquanto os grupos 1B e 2B receberam
injecdo de CGN 0,5%. Como controle negativo do efeito induzido pela inje¢ao de CGN, foi
administrado igual volume de solugao salina estéril (NaCl 0,9%) na pata posterior esquerda em

todos os grupos experimentais (ALBERTINI et al., 2004; LIMA et al., 2010) (Figura 8).

FIGURA 8 — Tratamentos por via inje¢do intraplantar.

GRUPC 1A ™™ CGM 1% E Nall | GRUPO 1B =™ CGM 0,5% E NacCl

GRUPQ 2A —* CGMN 1% E MaCl | GRUPO 2B ™ CGMN 0,5% E NaCl

Fonte: autor.

5.5.1.2 Avaliacao do efeito antiedematogénico de diferentes concentracdes do extrato

aquoso de Annona crassiflora

Foram utilizando cinco grupos experimentais com quatro animais (n = 4) em cada
tratamento, levando a um total de 20 animais.
Na ocasido dos experimentos, como na padronizagdo, os animais foram pesados,

separados, identificados e marcados, submetidos a jejum hidrico e alimentar e foi mensurado o
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volume basal de suas patas, posteriormente, comparado aos valores obtidos nos tempos 1, 2, 3,
4,5 e 6 horas ap0s a injecao de carragenina, e o edema foi, entdo, expresso como o aumento do
volume (mL) da pata tratada com CGN (pata direita) subtraido do volume da pata controle
negativo (pata esquerda), em cada intervalo de tempo.

Para os diferentes tratamentos foram, entdo, utilizadas as seguintes solucdes: agua
destilada (1,0 ml/100 g animal); carboximetilcelulose 0,5% solubilizada em é4gua destilada
(CBX; 1,0 ml/100 g animal) por via oral (v.0.); indometacina 0,5% solubilizada em
carboximeticelulose (10 mg/kg; 1,0 mL/100 g animal) por via oral (v.0.); extrato de Annona
crassiflora 100 mg/kg solubilizado em agua destilada (AC100; 1,0 ml/100 g animal); extrato
de Annona crassiflora 550 mg/kg solubilizado em agua destilada (AC550; 1,0 ml/100 g
animal); extrato de Annona crassiflora 1000 mg/kg solubilizado em agua destilada (AC1000;
1,0 ml/100 g animal); carragenina 0,5% (150 pg; 30 pL pata) solibilizada em NaCl 0,9% estéril
por injecdo intraplantar (i.p.); carragenina 1,0% (CGN; 300 pg; 30 uL pata) solibilizada em
NaCl 0,9% estéril por injecdo intraplantar (i.p.); NaCl 0,9% estéril (30 uL pata) por inje¢do
intraplantar (i.p.). Como os veiculos para solubilizacdo do extrato (veiculo: 4gua destilada) e da
indometacina (veiculo: CBX 0,5%) foram diferentes, aqueles animais tratados com
indometacina também receberam igual volume de agua (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 os tratamentos, os animais foram divididos em cinco grupos
experimentais: Grupo 1 (n = 4): animais tratados por via oral (v.0.) com agua destilada (1,0
mL/100 g animal) e CBX (v.0., 1,0 mL/100 g animal); Grupo 2 (n = 4): animais tratados por
via oral (v.0.) com indometacina (10 mg/Kg; 1,0 mL/ 100 g animal) e dgua destilada (v.o., 1,0
mL/100 g animal); Grupo 3 (n = 4): animais tratados por via oral (v.0.) com AC100 (100
mg/Kg; 1,0 mL/ 100 g animal) e CBX (v.o., 1,0 mL/100 g animal); Grupo 4 (n = 4): animais
tratados por via oral (v.0.) com AC550 (550 mg/Kg; 1,0 mL/ 100 g animal) e CBX (v.o., 1,0
mL/100 g animal); Grupo 5 (n = 4): animais tratados por via oral (v.0.) com AC1000 (1000
mg/Kg; 1,0 mL/ 100 g animal) e CBX (v.0., 1,0 mL/100 g animal) (Figura 9). Sessenta minutos
apos os tratamentos por via oral, o edema de pata foi induzido por meio de injecdo intraplantar
de 30 pL de carragenina (CGN; Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) a 1%; como
controle negativo do efeito induzido pela injecdo de carragenina, na pata contralateral foi
administrado igual volume de solucdo salina estéril (veiculo) (ALBERTINI et al., 2004; LIMA
et al., 2010).



26

FIGURA 9 — Tratamentos por vias oral e inje¢@o intraplantar.
GRUPD 1 = CBX + HZO // CGM 1% E MNall
GRUPC 2 =™ INDO + H20 7/ CGN 1% E MaC
GRUPO 3 ™ ACI100 + CBX // CGM 1% E MaCl

GRUPO 4 ™" ACS550 + CBX // CGN 1% E NaCl

!

GRUPO AC1000 + CBX /7 CGHN 1% E MNaCl

Fonte: autor.

5.5.2 Avaliaciao da atividade da mieloperoxidase (MPQO)

Para avaliagdo da atividade da mieloperoxidase, marcador quantitativo de neutrofilos
utilizamos a técnica modificada de Bradley et al, 1982. O material coletado, previamente
pesado, foi homogeneizado em 2,0 mL de tampao fosfato de sddio pH 5,4 e, em seguida, foram
transferidos 300 puL desse homogenato para microtubos (eppendorf) de 1,5 mL e acrescentados
600 pL. de HTAB (Brometo de Hexadeciltrimetilaménio — Sigma) 0,5% (p/v) diluido em
tampao fosfato pH 5,4. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 2700 g por 10 minutos
a 4°C e os sobrenadantes utilizados para o ensaio enzimatico. O ensaio enzimatico foi realizado
em microtubos (eppendorf) de 1,5 mL, e a reacdo seguiu a seguinte ordem: 200 pL dos
sobrenadantes das amostras foram adicionados de 100 pL de peréxido de hidrogénio 0,003% e
100 L de TMB (3,3’, 5,5’- tetrametilbenzidine - Sigma) a 6,4 mM diluido em DMSO (dimetil
sulfoxido — Merck) concomitantemente; em seguida, essa mistura foi mantida a temperatura
ambiente por 2 minutos cronometrados e, posteriormente, a reagdo foi finalizada com a adi¢ao
de 100 pL. de H2S0O4 (4cido sulftrico — Merck) 4 M. Em outro microtubo (eppendorf) foi
preparado uma mistura de 300 pL de tampao fosfato pH 5,4 e 600 uL. de HTAB (Brometo de
Hexadeciltrimetilaménio — Sigma) 0,5% (p/v) diluido em tampao fosfato pH 5,4 para ser usado
como fator de comparacao com as amostras. Para a andlise, foram adicionados 200 uL dessa
mistura a microplaca de 96 pocos 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 umido da amostra) (Figura 10).
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FIGURA 10 — Processamento das amostras para avaliagdo da atividade da MPO.
WORTEX VORTEX " 23
PESAGEM PBS HTAB SOMICACAD — " COMNGELAMENTO *— = DESCOMNGELAMENTO
TRITURACAD Homagensizar NLZ Banho Maria

l

ESPECTROFOTOMETRIA +— H2804 *—— TMB + H202 *— CENTRIFUGACACQ *— SON CACAC

Fonte: autor.

5.5.3 Analise histopatologica

5.5.3.1 Padronizacio dos cortes histologicos

A andlise histopatoldgica foi realizada com o objetivo de se avaliar o infiltrado
inflamatorio no musculo plantar das patas dos animais que receberam os diferentes tratamentos.
Em busca do corte onde se observase melhor conservagao das fibras musculares, foi, entao,
realizada uma padronizagdo para obtencdo do melhor corte histologico em diferentes
preparagdes para o processamento das laminas.

Logo apos a ultima medida do edema podal, os animais foram eutanasiados e as patas
foram seccionadas na regido do maléolo (articulagao tibiotarsica) e processadas para avaliagao
do musculo plantar por microscopia de luz.

Para a padronizag¢ao do material a ser avaliado, foram utilizados quatro diferentes cortes:
pata integra, pata sem os dedos, pata sem os dedos e com secc¢ao longitudinal e coxim plantar
isolado. Na preparacdo da pata integra, utilizou-se fixacdo em formalina 10% por mais de 48
horas e, devido grande quantidade de tecido 6sseo na amostra, optou-se por associar a
preparacdo das pecgas seguintes, a desmineralizacdo com &cido féormico 10% por 48 horas

imediatamente antes do processamento histologico (Figura 11).

FIGURA 11 — Padronizagdo dos cortes histologicos.

Formalna 10 %

.

Fata integra;

2 — Pata sem dedos; Formaling 10 -% e acido fHrmice
10 % (48 h)

3 — Pata sem dedos

Farmalna 10 % e acido fdrmico

seccionada longitudinalmente;
10 % (48 h)

4 — Coxim plantar isoclado.

Foarmalna 10 % e acido firmico
10 % (48 h}

Fonte: autor.
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5.5.3.2 Analise histopatologica

ApoOs a preparagdo, as pecas foram identificadas e acondicionadas em cassetes,
desidratadas em concentragdes crescentes de alcool, diafanizadas em xilol, embebidas em
parafina e, finalmente, incluidas em blocos ctbicos de parafina (Tabela 1). Foram, entdo,
realizados cortes de 5 pm de espessura, com auxilio de micrétomo manual, € os mesmos foram
utilizados para a preparacdo de laminas para coloragdo com a técnica hematoxilina/eosina
(Tabela 2) e avaliagao em microscopio de luz quanto aos escores de inflamagao analisados por

campo.

TABELA 1 — Técnica de inclusao em parafina.

Reagente Tempo

Colocar numa frigideira a quantidade necessaria de parafina para derreter na estufa 70 °C;

ALCOOL 70 % 1 hora

ALCOOL 85 % 30 minutos
ALCOOL 95 % 30 minutos
ALCOOL 100 %I 30 minutos
ALCOOL 100 % II 30 minutos
ALCOOL 100 % III 30 minutos

Tirar o excesso de alcool com papel toalha;

XILOL 1 30 minutos
XILOL II 30 minutos
XILOL III 30 minutos

Tirar o excesso de xilol com papel toalha;

PARAFINA I (estufa 70 °C) 30 minutos

PARAFINA II (estufa 70 °C) 30 minutos

PARAFINA III (estufa 70 °C) 30 minutos



Ligar a resisténcia 15 minutos antes de retirar os cassetes da parafina III;

Retirar a frigideira com a parafina derretida e os cassetes da estufa;

Colocar os cassetes mergulhados na parafina sobre a resisténcia enquanto sdo manipulados;

Encher as formas de parafina e organizar as pecas conforme os cortes de interesse;

Deixar secar por 12 horas.

Fonte: laboratério de histologia humana do ICBIM/UFU.

TABELA 2 — Técnica de coloracdao hematoxilina e eosina.

Substancia

XILOL III

XILOL II

XILOL 1

ALCOOL ABSOLUTO III

ALCOOL ABSOLUTO II

ALCOOL ABSOLUTO I

ALCOOL 95 %

ALCOOL 85 %

ALCOOL 70 %

AGUA CORRENTE

AGUA DESTILADA

HEMATOXILINA DE HARRIS

AGUA CORRENTE

Tempo

15 minutos

15 minutos

15 minutos

Tirar o excesso de xilol com papel toalha;

1 minuto

1 minuto

1 minuto

1 minuto

1 minuto

1 minuto

10 minutos

5 minutos

Tirar o excesso de agua destilada com papel toalha;

Filtrar Hematoxilina de Harris;

50 segundos

10 minutos

29



30

AGUA DESTILADA 5 minutos

Tirar o excesso de agua destilada com papel toalha;
EOSINA FLOXINA 2 minutos
AGUA CORRENTE 4 mergulhadas

Tirar o excesso de 4gua com papel toalha;

ALCOOL 70 % 10 mergulhadas
ALCOOL 85 % 10 mergulhadas
ALCOOL 95 % 10 mergulhadas
ALCOOL ABSOLUTO I 10 mergulhadas
ALCOOL ABSOLUTO II 10 mergulhadas
ALCOOL ABSOLUTO III 10 mergulhadas

Tirar o excesso de alcool com papel toalha;

XILOL I 10 minutos
XILOL II 10 minutos
XILOL III 10 minutos

Colar laminula com Goma de Damar.

Fonte: laboratério de histologia humana do ICBIM/UFU.

5.6 Protocolo de eutanasia

Os animais foram mortos por deslocamento cervical sem anestesia prévia. Este
procedimento ¢ aceito pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal para
pequenos animais, incluindo aves pequenas e roedores com menos de 200 gramas (CONCEA,

2016).
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5.7 Analise Estatistica

Para todos os calculos estatisticos, nos modelos experimentais in vivo € in vitro, €
confeccdo dos graficos foi utilizado o programa GraphPad Prism versao 5.0 (GraphPad
Software, Inc., San Diego, EUA). Os dados foram expressos como a média + S.E.M (erro
padrdo da média). A comparagdo dos dados obtidos foi analisada por testes paramétricos, apds
a verificagdo pelo teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov que as variaveis exibem
distribuicdo normal. Todos os resultados foram considerados significativos para um nivel de p

<0,05.
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6 RESULTADOS

6.1 Padronizacio de modelo experimental para avaliacdo de atividade anti-inflamatoria
em camundongos BALB/c: edema de pata induzido por carragenina

Os resultados obtidos mostram que (1) o edema de pata em camundongos Balb/c foi
induzido em ambas as concentracdes de carragenina (0,5 e 1,0 % em NaCl) utilizadas, sendo
mais evidente na concentragdo de 1%; (2) o edema de pata induzido por carragenina (0,5 e 1,0
%) foi mais evidente apds 4 e 6 horas a inje¢do intraplantar; (3) o anti-inflamatorio
indometacina foi eficaz na redu¢do do edema de pata apos 4 e 6 horas a inje¢ao intraplantar de
ambas as concentracdes de carragenina utilizadas (0,5 e 1,0 %) (4) o edema evidenciado nas
primeiras aferi¢des (15 e 30 minutos), sugere-se ndo ser de origem inflamatéria e sim do
processo de absorcdo das substincias administradas por via intraplantar . Considerando os
resultados obtidos no ensaio de e padronizagdo, padronizou-se a utiliza¢do de carragenina 1%

para a avaliacdo do efeito antiedematogénico do extrato aquoso de Annona crassiflora (Grafico

).

6.2 Efeito antiedematogénico do extrato aquoso da Annona crassiflora

Os resultados obtidos na avaliagdo tempo-dependente do efeito antiedematogénico em
camundongos BALB/c com edema de pata induzido por carragenina 1,0%, mostram que anti-
inflamatorio ndo esteroidal indometacina reduziu o edema de pata na dose utilizada (10 mg/Kg),
onstituindo um controle positivo para acdo anti-inflamatdria eficaz no modelo de estudo
utilizado (Gréfico 2).

O extrato aquoso da Annona crassiflora, em todas as concentracdes utilizadas (100, 550,
1000 mg/kg), ndo reduziu o edema de pata induzido por carragenina, de modo estatisticamente
significante. Entretanto, na concentracao igual a 550 mg/Kg, houve uma tendéncia a redugdo

do edema nos tempos 3 e 4 horas apds a inje¢ado intraplantar de carragenina (Grafico 3).
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GRAFICO 1 - Padronizagio do método de edema de pata induzido por carragenina (CGN) em

camundongos
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(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) Avaliacdo do edema de pata
apos 4 e 6 horas da injegdo intraplantar de CGN (0,5 e 1%), em animais tratados por via oral apenas com CBX. (C
e D) Avaliacdo do edema de pata em animais tratados por via oral com INDO e, apds 4 e 6 horas, com inje¢do
intraplantar de CGN 0,5 % (C) e 1% (D). Dados representativos de dois experimentos independentes, realizados

em triplicatas.



34

GRAFICO 2 - Avaliagio do efeito antiedematogénico do anti-inflamatério indometacina em
modelo de edema de pata induzido por carragenina (CGN) em camundongos da linhagem
BALB/c.

-®- G1: H20 + CBX / CGN 1%
=B G2:INDO + H20 / CGN 1%

o]

0.06

z .
. %
3

0.02 *".i.,,fﬁ*'i"_"l""'"i

Tempo (horas)

Avaliagdo tempo-dependente do edema de pata em animais tratados por via oral com: indometacina (INDO; 10
mg/Kg; veiculo: carboximetilcelulose 0,5% (CBX)) e agua destilada (controle positivo); ou apenas CBX e agua
destilada (controle negativo); e, apds 1 hora, tratados com CGN 1,0% por via intraplantar. Dados representativos
de um experimento, realizado em quadruplicata
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GRAFICO 3: Avaliagio tempo-dependente do efeito antiedematogénico do extrato aquoso de

Annona crassiflora.
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Avaliagdo do efeito antiedematogénico de diferentes concentragdes do extrato aquoso da Annona crassiflora (AC;
100, 550, 1000 mg/Kg) administradas por via oral, em edema de pata induzido por inje¢do intraplantar de
carragenina (CGN) 1,0% em camundongos da linhagem BALB/c. Dados representativos de um experimento,
realizado em quadruplicata.

6.3 Avaliacio da atividade da mieloperoxidase (MPO)

Nao houve diferenca estatisticamente significante na atividade da enzima mieloperoxidase entre
os diferentes grupos tratados com carboximetilcelulose (0,5%), indometacina e extrato aquoso das

folhas de Annona crassiflora nas concentragdes 100, 550 ¢ 1000 mg/Kg (Grafico 4).
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GRAFICO 4 — Avaliacio da atividade da MPO.

0.4+

1
AT

0.1+

MPO
(OD/g peso timido)

cThee CTP®  100mg/Kg 550 mo/Kg 1000 maiKa

Avaliagdo do efeito anti-inflamatoério de diferentes concentragdes do extrato aquoso da Annona crassiflora (AC;
100, 550, 1000 mg/Kg) administradas por via oral, em atividade da enzima mieloperoxidase em edema de pata
induzido por injegdo intraplantar de carragenina (CGN) 1,0% em camundongos da linhagem BALB/c. Dados
representativos de um experimento, realizado em quadruplicata.

6.4 Padronizacio para analise histopatolégica

Para analise histopatoldgica do tecido plantar na intencdo de se caracterizar situagdes de
infiltrado inflamatoério (Figura 12), foram retiradas as patas posteriores direita (CGN 0,5%) e
esquerda (NaCl 0,9%) dos animais dos diferentes grupos experimentais na altura do maléolo e,
posteriormente, acondicionadas em formol 10% para fixacdo dos tecidos até a situacdo de
processamento das pegas para avaliacdo. Devido a presenga de material dsseo, somente a
fixagdo em formol ndo foi suficiente para a confec¢do de cortes representativos do material.
Com o objetivo de se avaliar o infiltrado inflamatdrio no musculo plantar, padronizou-se
seccionar as patas a altura da articulagdo tibiotarsica logo apds a eutandsia dos animais,
retirando todos os dedos, fixar as pecas em formalina 10 % por, pelo menos, 48 horas,
desmineralizar em acido formico 10 % por 48 horas, lavar quatro vezes em solu¢do tampao,
cortar as pecas isolando-se o coxim plantar e seguir o processamento histologico com
desidratagdo em alcool, diafanizacdo em xilol, inclusdo em parafina e coloracdo por

Hematoxilina e Eosina.
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FIGURA 12 - Cortes histolégicos do musculo plantar de animais tratados com

carboximetilcelulose (0,5%; v.0.) e inje¢ao intraplantar de carragenina 0,5%.

SN e

LS

Fonte: autor.
(A) aumento de 4x; (B) aumento de 10x. Nos cortes longitudinal e transversal, observa-se feixes de fibras
musculares cilindricas, multinucleadas, com nticleo periférico e presenca de infiltrado inflamatério (setas pretas);
(C) aumento de 40x; (D) aumento 100x. Observa-se infiltrado neutrofilico (seta N) e linfocitario (seta L), com

predominéncia de polimorfonucleares.
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7 DISCUSSAO

Diversos estudos tem utilizado o edema de pata induzido por carragenina como método
de avalia¢dao da agdo antiedematogénica/anti-inflamatoria de diferentes substancias (ROCHA
et al., 2015; VELAZQUEZ-GONZALEZ et al., 2014). Neste trabalho, a carragenina se
comportou como agente edematogénico em ambas concentragdes analisadas, o que se encontra
de acordo com estudos anteriores (MORRIS, 2003; FERREIRA et al., 2004; UENO et al., 2000;
CARVALHO, 2011; BATISTA et al., 2016).

Da mesma forma, a indometacina, utilizada como controle positivo para efeito anti-
inflamatorio, teve eficacia na redu¢do do edema induzido por carragenina, corroborando com
suas citacdes literarias (DUTRA et al., 2006).

No entanto, o extrato aquoso das folhas da Annona crassiflora nao apresentou atividade
antiedematogénica com significancia estatistica, mesmo apresentando tendéncia na reducgdo do
edema em concentragdo de 550 mg/Kg. Esse resultado ndo se apresenta em conformidade com
trabalhos anteriores, cujos modelos experimentais utilizaram camundongos Swiss com edema
de pata induzido por CGN 0,6% e o extrato metanoico das folhas de Annona crassiflora se
apresentou com eficaz atividade anti-inflamatéria na reducdo do edema referenciado (ROCHA
et al., 2015).

Viarios fatores podem ter influenciado para a auséncia de diferenca estatistica
significante na reducdo do edema induzido por carragenina entre os grupos experimentais,
tratados com as diferentes concentragdes do extrato, e 0s grupos controles negativo e positivo,
tratados com veiculo e indometacina, respectivamente. Entre estes fatores podemos citar a
auséncia de efeito antiedematogénico no uso por via oral do extrato aquoso das folhas de
Annona crassiflora, nunca antes descrito, para o tratamento de injurias agudas e a grande
variabilidade interindividual dos efeitos nos animais, que nos leva a inferenciar que houve um

pequeno numero amostral.
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8 CONCLUSAO

Conclui-se, ao fim do presente trabalho, que o extrato aquoso das folhas de Annona
crassiflora nao apresentou atividade antiedematogénica no modelo experimental in vivo, onde
se utilizou camundongos BALB/c machos.

Sugere-se, entdo, reavaliar a atividade antiedematogénica do extrato aquoso das folhas

de Annona crassiflora em grupo amostral maior.
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ANEXO A - Protocolo N0.006/18 Aprovacao do projeto de pesquisa pela Comissio de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Uberliandia, a qual
regulamenta a pesquisa envolvendo animais.

@ Universidads Faderal de Uberlindia

Pro-Baitona de Pespmisa 2 Pos-Graduag s
Commissho de Etica na Utifizac3o de Animass (CEUAY
Fua Ceara S/ - Bloco 10, sala 02 — CEP 38405-315

Campus Umuarama — Uberlandia M — Ramal (VoTP) 3473;
E-mall CeuAGETpropD. e br; W W Comssoes propp.uii e

ANAITSE FIMAL N°093/18 DA COMISSAQ DE ETICA NA UTILIZACAO DE
ANTMATS PARA O PROTOCOLO REGISTRO CEUAMUFU 00618

Projeto Pesquiza: “Estudo da Atmndade Fammacologica Anh-inflamatona do Extrato de
Anmena crassiflora (Araticum) D em modelo expenmental in e

Pezgquizador Responsavel: Celens Manz de Obvens Sundes Alves

) profocolo ndo apresenta problemas de efica nas condufas de pesqmsa com animars
nos lmtes da redagdo e da metodologia apresentadas. Ao fimal da pesqusa devera
encaminhar para a CEUVA wm relatorio fimal

Sttuagdo: PROTOCOLO DE PFESQUISA APROVADOD.

0B5: A CEUA/UFU LEMBEA QUE QUALQUER. MUDANCA MO PROTOCOLO

DEVE SER INFORMADA IMEDIATAMENTE AO CEUA PARA FINS DE
ANATTSE E APROVACAO DA MESMA
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