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RESUMO

A FEugenia dysenterica ¢ uma espécie vegetal nativa do Cerrado brasileiro,
pertencente a familia Myrtaceae. Estudos fitoquimicos demonstraram que essa
espécie produz, dentre os metabolitos secundarios, flavonoides e taninos, os quais
podem ser encontrados em suas folhas e possuem atividades anti-inflamatorias.
Contudo, até o presente momento, existem poucos estudos sobre o potencial anti-
inflamatorio da referida espécie. Assim, o presente estudo investigou possiveis
efeitos do extrato aquoso das folhas da Eugenia dysentericasobre a viabilidade
celular ¢ a capacidade de produgdo de mediadores inflamatériosem células da
linhagem macrophage-like RAW 264.7. As células foram tratadas com diferentes
concentragdes do extrato durante 24 horas. Em seguida, a viabilidade celular foi
avaliada por meio do método de conversdao do azul de tiazolil (MTT) e a producao
de oxido nitrico (NO) foi quantificada nos sobrenadantes das culturas pelo método
de Griess. Os niveis da citocina IL-12 foram mensurados por ELISA em
sobrenadantes das culturas de células RAW 264.7 tratadas por seis horas com o
extrato. Os dados obtidos mostraram que nao houve reducdo da viabilidade celular
em todas as concentrag¢des utilizadas do extrato. Ao contrario, em células tratadas
com as concentragdes intermedidrias (31,25 e 62,5ug/mL) foi observado aumento da
viabilidade celular (P < 0,05). Portanto, o extrato aquoso das folhas da Eugenia
dysenterica apresentou um efeito concentracdo - dependente estimulando a
prolifera¢do celular. Nas mesmas concentracdes, foi detectada secre¢do da citocina
IL-12. Este efeito pode estar relacionado a presenca de substancias mitogénicas no
extrato. Macrofagos ativados expressam a sintase do 6xido nitrico induzivel (iNOS)
e produzem NO, um importante mediador inflamatorio; contudo, o extrato ndo foi
capaz de estimular a producdo de NO. Assim, apesar de ndo interferir com a
producdo de NO, os efeitos mitogénicos do extrato aquoso das folhas da Eugenia
dysenterica sugerem um possivel efeito imunomodulador, cuja natureza pré ou anti-

inflamatéria merece ser investigada.

Palavras-chave: Myrtaceae; Citotoxicidade; Macrofagos.
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1 INTRODUCAO

1.1 PLANTAS MEDICINAIS

Desde a antiguidade, plantas e produtos delas derivados sdo usados no tratamento e
na cura de enfermidades. De acordo com a OMS (Organiza¢ao Mundial de Satde), plantas
medicinais sdo espécies vegetais, cultivadas ou ndo, utilizadas com propositos terapéuticos
(OMS, 2003). A planta fresca ¢ aquela coletada no momento de uso, enquanto a planta seca
¢ aquela precedida de secagem, equivalendo, portanto, a droga vegetal. Ainda hoje, plantas
com propriedades terapéuticas sdo comercializadas em feiras, mercados populares e
encontradas em quintais residenciais em todo o mundo. Mesmo com o avango tecnolégico
da medicina moderna em grande parte do mundo, a OMS reconhece que grande parte da
populagdo dos paises em desenvolvimento ainda depende da utilizagdo de praticas
medicinais tradicionais para promover o bem-estar da satide piiblica em geral (POLITICA
NACIONAL DE PLANTAS MEDICINAIS E FITOTERAPICOS, 2016).

O estudo das plantas medicinais, a partir de seu emprego por uma dada populacio,
constitui uma ferramenta Util para a descoberta de novos compostos bioativos com
potencial aplicagdo como agentes terapéuticos em diferentes condigdes patoldgicas. As
observagodes populares sobre o uso e a eficacia de plantas medicinais contribuem de forma
relevante para a divulgacdo das propriedades terapéuticas de diferentes espécies de
vegetais, de modo que a medicina popular oferece uma contribui¢do cada vez maior as
ciéncias, especialmente na area da farmacologia (AMOROZO, 1996). Neste sentido, 0 uso
de plantas medicinais e a medicina tradicional direcionam a criagdo de novas tecnologias e
medicamentos para investigacdes cientificas, j& que esse conhecimento tradicional foi
construido ao longo de anos por meio da interacdo humana com a natureza, de forma

experimental no ambiente em que determinada flora se desenvolveu (REZENDE, 2005).

1.2 EUGENIA DYSENTERICA e metabdlitos secundarios

Popularmente conhecida como cagaita ou cagaiteira, a Eugenia dysenterica ¢ uma
espécie da familia Myrtaceae, nativa do cerrado brasileiro. A cagaita pode chegar até 10
metros de altura e o tronco possui casca grossa, tortuosa e fissurada. O fruto tem formato
globoso, cor amarelo-clara, ¢ bacaceo, ligeiramente acido, epicarpo membranoso e pode ser

consumido in natura ou processado em outros produtos, tais como licor, sorvete, sucos e



geleias (SILVA 2001). Com relacdo ao conteudo de alguns nutrientes, o fruto contem
vitamina C em maior quantidade (18,28 mg/100g) maior que a banana Cavendish madura e
magca argentina (6,4 ¢ 5,9 mg/100g respectivamente); maior contetido de acido linoléico que
azeitona, dendé e coco ¢ acido linolénico também se encontra em concentra¢des maiores do
que aquelas encontradas no milho, girassol, amendoim, soja. Além disso, a cagaita tem alto
potencial de industrializagao devido a sua alta acidez, baixo valor de lipideos e carboidratos
(DA SILVA 2017).

De modo geral, as folhas, cascas e frutos da cagaita apresentam propriedades
medicinais e sdo usados popularmente para tratar diabetes, ictericia e diarreia. Neste
sentido, as agdes farmacologicas da cagaita tém sido atribuidas a presenca de varios
metabolitos secundarios (ZUNINGA, 2018).

O conjunto das reagdes bioquimicas, vias catabdlicas e anabolicas, que ocorrem nas
células de todos os seres vivos ¢ denominado de metabolismo. As plantas por meio do
metabolismo primario produzem energia e renovam biomoléculas necessarias para a sintese
compostos complexos, tais como, celulose, lignina, proteinas, lipideos, aglicares e outras
substancias importantes para a realizagdo das funcdes vitais (PEREIRA, CARDOSO,
2012). Todavia, além do metabolismo primario, as plantas possuem o metabolismo
secundario, o qual assegura a sintese de compostos quimicamente e funcionalmente
diversos, os metabolitos secundarios.

Os metabolitos secundarios, geralmente de estrutura complexa e baixo peso
molecular, ocorrem em baixas concentragdes, sdo variaveis entre as espécies vegetais e
vérias propriedades biologicas, tais como, acdes farmacoldgicas e terapéuticas como
antifingicas, antivirais, antibidticas, agdes toxicas a outras espécies vegetais € animais
como herbicidas e inseticidas, além de fornecerem esséncias para perfumes e matéria-prima
para corantes (FUMAGALI 2008; GARCfA, CARRIL, 2009; PEREIRA, CARDOSO,
2012).

Dentre os metabdlitos secundérios, muitas espécies vegetais produzem polifenois,
como os flavondides. Estes sdo os polifendis mais abundantes e, em geral, possuem
propriedades anti-inflamatdrias, com variados mecanismos. Os mecanismos moleculares
envolvidos nas atividades anti-inflamatorias dos flavondides incluem, por exemplo,
inibicdo de enzimas pro-inflamatorias, tais como as enzimas ciclooxigenase-2 (COX-2),
lipoxigenase e Oxido nitrico sintase induzivel (iNOS). Além disto, flavonoides foram
observados inibir a expressdo de citocinas pro-inflamatorias, incluindo TNF-a, IL 1-B, IL-

6, IL-8 e MCP-1 (monocyte-chemoattractant protein-1), em diferentes tipos celulares, tais
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como macrofagos RAW, células T Jurkat e células mononucleares do sangue periférico. A
inibicao dos fatores de transcrigdo NF-kB e AP-1e de MAPKSs (proteinas quinases ativadas
por mitdgenos) t€ém sido apontados como possiveis mecanismos moleculares envolvidos na
acdo moduladora dos flavonoides sobre a atividade de citocinas. Assim, os flavonoides
mostram atuar sobre diversos alvos na regulagdo de um processo inflamatério. Por isso,
essa subclasse de polifendis € provavelmente responsavel pela atividade anti-inflamatoria
de alimentos vegetais (SERAFINI et al., 2010).

Os taninos sdo polifendis de alto peso molecular, e podem formar ligagdes de
hidrogénio dentro e fora das células e sdo capazes de interagir com macromoléculas como
proteinas e carboidratos. Podem ser classificados em dois grupos, hidrolisaveis e
condensados. Os hidrolisaveis s3o acidos fracos e se decompdem em substancias irritantes
e hepatotdxicas. Os taninos condensados, também conhecidos como proantocianidinas, sao
a classe mais abundante de polifendis em plantas. Esses compostos sdo de natureza
polimérica e de alta complexidade. Recentemente, estudos mostraram que as
proantocianidinas e seus mondmeros possuem potenciais efeitos imunomoduladores e anti-
inflamatérios, por meio da inibicdo de citocinas pré-inflamatorias, anticancerigenos,
antioxidantes, cardioprotetores e propriedades antitromboticas. Apesar de serem usados
como suplementos nutricionais, hd poucos indicadores sobre sua potencial toxicidade em
longo prazo (PARK, 2013; SMERIGLIO, 2016).

Analises fotoquimicas demonstraram a presenga de varios metabdlitos secundarios
em E. dysenterica. Sesquiterpenos foram identificados nas folhas, enquanto compostos
polifenolicos, tais como catequinas, quercetina, epicatequinas e procianidina B-1, foram
identificados em extrato aquoso, etanolico e metandlico das folhas (COSTA et al., 2000;
DUARTE et al., 2010; VILELA et al., 2012; PRADO et al., 2014).

Neste sentido, constam na literatura, varios estudos descrevendo acdes bioldgicas da
E. dysenterica, as quais foram atribuidas aos metabdlitos secundarios encontrados na
referida espécie. Dentre essas, temos atividades anti-helmintica (GASPAR, 2010),
antidiarreica (LIMA, 2011), laxativa (LIMA., 2010), antiviral (CECILIO., 2012),
genotoxica (VIEIRA, 2012), antioxidante (ALMEIDA, 2013; GENOVESE., 2008;
SOUZA, 2012), gastroprotetora (Prado et al., 2014), antifungica (COSTA., 2000; SOUZA,
2002), emoluscocida (BEZERRA, 2002), além de atividade inibitéria da a-amilase (Souza
et al., 2012b), a-glicosidase (SOUZA, 2012). Catequinas e quercetina sao flavonoides com
potente acdo antioxidante (DAS, 2014). Dados da literatura sugerem que a E. dysenterica €

capaz de neutralizar citocinas pré-inflamatorias e exibir atividade anti-inflamatoria in vitro
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provavelmente devido as suas altas concentragdes de sesquiterpenos, como B-cariofileno e
a-humuleno. Essa atividade farmacoldgica ¢ baseada na inibi¢do das interleucinas (ILs):

IL-2, IL-10, IL-1 B e TNF a, assim como da histamina (MAZUTTI et al., 2018).

1.3 INFLAMACAO E OXIDO NITRICO

O processo que ocorre em resposta a algum dano tecidual, presenca de patogeno ou
agente estranho, seja bioldgico, fisico ou quimico ¢ chamado de inflamagdo. E sua principal
funcdo ¢ restaurar a homeostase tecidual eliminando ou isolando a fonte do desequilibrio.
Quando a reagdo inflamatoria se torna desarmoénica e seus mediadores sao produzidos em
excesso, i1sso pode causar doengas como artrite, aterosclerose e cancer. Logo, regular a
superproducao desses mediadores ¢ um importante tratamento de doengas relacionadas a
inflamacdo (LEYVA 2016).

A inflamacdo ¢ dividida em aguda e cronica. A inflamagdo aguda corresponde ao
processo inicial de resposta a lesao tecidual, caracterizada por aumento de permeabilidade
vascular ¢ migracdo de leucdcitos. Mediadores da inflamagdo como 6xido nitrico (NO),
prostaglandina E2, e citocinas pro-inflamatorias estdo diretamente ligados aos sintomas
classicos da inflamag¢do aguda como dor, vermelhiddo, calor, inchago e perda de fun¢do
(HWANG 2013).Quando a resposta ao dano tecidual ou agente estranho ocorre de maneira
descontrolada e persistente, o resultado ¢ o excesso de dano celular e tecidual que acarreta a
inflamagdo cronica e destruicdo do tecido normal (LEE, YANG, 2013). A inflamagao
cronica pode induzir doencas cardiovasculares, auto-imunes, neuroldgicas, pulmonares,
cancer, artrite, diabetes tipo 2(HWANG 2013). O extravasamento de células do sistema
imune inato, especialmente macrofagos e neutrofilos, € caracteristico da inflamagao aguda,
enquanto de linfocitos T e células plasmaticas € tipico da inflamagdo cronica (FERRERO-
MILIANI, 2006).

O NO ¢ produzido pela NO sintase, a qual possui trés isoformas: NO sintase neuronal
(nNOS), endotelial (eNOS), e induzida (iNOS) (CASSINI-VIEIRA et al.; 2015). A sintese
de NO requer o aminoacido L-arginina como substrato para a enzima iNOS. Endotoxinas
bacterianas, como o LPS (lipopolissacarideo) e citocinas podem estimular a sintese de NO
em células inflamatodrias. Estudos da literatura tém descrito a importancia do NO em varias
etapas de um processo inflamatorio. A produgcdo de NO via iNOS diminui a ativagdo e
adesdo leucocitaria em células endoteliais microvasculares intestinais humanas e a
expressdo reduzida de iNOS contribui para a inflamagdo cronica relacionada a doenga

intestinal inflamatoria (BINION, et al.; 2000). A auséncia da enzima iNOS também foi
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associada a acentuada resposta inflamatoria em camundongos submetidos a implantagdo
subcutanea de matriz sintética de poliuretano-poliéster (CASSINI-VIEIRA et al., 2015).

A expressdo de citocinas pro-inflamatorias € regulada pelo fator de nuclear kB (NF-
kB), que em condi¢des normais se encontra ligado ao inibidor IkB. Sob a ag¢do de um
estimulo inflamatorio, o inibidor ¢ fosforilado e degradado por proteossomos. Em seguida,
o NF-kB migra ao nucleo e regula a transcricao de genes que codificam a expressao de
citocinas pro-inflamatdrias. Portanto, qualquer agente que consiga interromper esse
processo ¢ candidato a um potencial medicamento contra a inflamagdo aguda ou cronica
(HWANG 2013).

A citocina IL-12 ¢ predominantemente produzida por células dendriticas, monocitos e
macrofagos apds reconhecimento de estruturas patogé€nicas via receptores Toll-like e
outros. IL-12 induz a produgdo de IFN-y, a diferenciacdo de linfocitos T auxiliares em
perfil Thl (T helperl) e relaciona as imunidades inata e adaptativa (GUAN, ZHANG,
2017).

1.4 LINHAGEM CELULAR MACROPHAGE LIKE RAW 264.7

A linhagem celular macrophage-likeRAW 264.7 ¢ frequentemente usada para estudos
para avaliar atividade biologica de extratos naturais (MERLY, 2017). Os macrofagos sao as
células responsaveis por grande parte das respostas inflamatdrias, pois uma vez ativados
expressam fatores diretamente ligados a oxidagao e respostas inflamatdrias. Desta maneira,
essa linhagem celular constitui um modelo adequado para investigagdo in vitro de
atividades inflamatorias / anti-inflamatorias.

Um importante agente inflamatério € a endotoxinalipopolissacarideo (LPS), estrutura
encontrada na parede células de bactérias gram-negativas e apresenta-se como fator de
viruléncia. Assim, o LPS induz a producdo de varias citocinas pro-inflamatorias. A
linhagem RAW 264.7, sob estimulo de LPS produz fatores relacionados a inflamacao

(GASPARRINI 2017).
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2 JUSTIFICATIVA

A espécie E. dysenterica, popularmente conhecida como cagaita produz, dentre os
metabolitos secundarios, flavondides e taninos, a semelhanga de muitas outras espécies
vegetais. Estudos da literatura t€m demonstrado que esses compostos apresentam atividades
anti-inflamatorias. Assim, tornou-se relevante investigar possiveis agdes farmacoldgicas
anti-inflamatorias nessa importante espécie do Cerrado brasileiro, dados ainda pouco
investigados. Neste sentido, este estudo poderd contribuir para fornecer subsidios para a
utilizacdo daF. dysentericana producdao de novos medicamentos uteis no tratamento de
doengas inflamatorias. Ademais, estudos visando a descoberta de novos agentes
terapéuticos de origem vegetal, como a presente proposta de trabalho podem contribuir com
a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, aprovada por meio do decreto n°
5.813, de 22 de junho de 2006, a qual estabelece diretrizes para o desenvolvimento de a¢des
voltadas a garantia do acesso seguro e uso racional de plantas medicinal e fitoterapico em
nosso pais, ao desenvolvimento de tecnologias e inovagdes, assim como ao uso sustentavel
da biodiversidade brasileira (POLITICA NACIONAL DE PLANTAS MEDICINAL E
FITOTERAPICO, 2006).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS
Avaliar a viabilidade celular e produ¢do de mediadores anti-inflamatorios do extrato
aquoso das folhas da espécie vegetal Eugenia dysenterica, utilizando modelo experimental

in vitro de células macrophage-likeRAW 264.7.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Preparar o extrato aquoso das folhas da Eugenia dysenterica;

- Analisar viabilidade celular de células da linhagem macrophage-like RAW 264.7
tratadas com diferentes concentragdes do extrato aquoso da Eugenia dysenterica;

- Quantificar a citocina (IL-12) produzida por macréfagos da linhagem macrophage-
likeRAW 264.7 tratados com o extrato aquoso da Eugenia dysentericae estimuladas
ou nao com LPS;

- Quantificar 6xido nitrico (NO) em sobrenadantes de cultura de macréfagos da
linhagem macrophage-like RAW 246.7 tratados com o extrato aquoso da E.

dysenterica.
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4 METODOLOGIA

4.1 LOCAL DE EXECUCAO

Os experimentos foram realizados nos laboratorios de pesquisa dos Departamentos
de Farmacologia (Laboratorio de  Farmacologia de  Produtos Naturais),
Biofisica(Laboratorio de Biologia Molecular e Celular) e Imunologia (Laboratorio de
Alergia e Imunologia Clinica), do Instituto de Ciéncias Biomédicas (ICBIM), da

Universidade Federal de Uberlandia (UFU).

4.2 MATERIAL VEGETAL
Neste estudo, investigamos possiveis propriedades biologicas do extrato aquoso das
folhas daFE. dysenterica. Para a realizacdo de pesquisas utilizando o derivado vegetal da
referida espécie, previamente, uma amostra da E. Dysenterica(Figura 1) foi coletada em
campo de vegetacdo espontidnea e, em seguida, identificada por bidlogo qualificado.

Posteriormente, uma exsicata (amostra prensada e dessecada) foi depositada no herbario da

Universidade Federal de Uberlandia (No de Registro: HUFU-45956).

Figura 1: Eugenia dysenterica/ Cagaiteira(fonte: Canabrava, H. A. N., 2017). Origem:
Fazenda Pasto Velho, Lassance, MG. Latitude minima: 0° 0' 0" S; Longitude minima: 0° 0'
0" W. Arvore com, aproximadamente, 2,5 m de altura e com frutos imaturos no momento

da coleta da exsicata.
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4.3 OBTENCAO DO EXTRATO AQUOSO

Para obtengao do extrato aquoso, as folhas foram isoladas dos galhos e lavadas em
agua corrente e, em seguida, em agua destilada. Apos a lavagem, as folhas foram colocadas
em estufa a 45 °C por dois dias para secagem completa. Em seguida, foram trituradas em
liquidificadore, para realizar a extracao, colocadas em provetas contendo agua destilada na
concentracdo de 20% (m/v) por 48 horas a temperatura ambiente. Posteriormente, o extrato
foi filtrado duas vezes, primeiro em funil com algoddo e, em seguida, em funil contendo
papel de filtro. O extrato obtido foi colocado em tubos falcon de 50 mL e mantido a
temperatura -20° C. Apos o congelamento, os extratos foram liofilizados (processo de
desidratacdo) a -40 °C até a total remoc¢ao do conteudo de dgua e o material adquirido foi

pesado e acondicionado em freezer a — 20 °C até a utilizagao.

4.4 CULTURA DE CELULAS macrophage-like RAW 264.7

Foram utilizadas células, macrofagos murinos da linhagem macrophage-like RAW
246.7, habitualmente armazenadas em tanque nitrogénio liquido. No momento do uso, as
células foram descongeladas a temperatura ambiente e adicionadas a tubo falcon com 10
mL de meio RPMI incompleto (sem SFB, soro fetal bovino). Em seguida, as células foram
centrifugadas por 5 minutos, 1000g, 4°C. O sedimento foi ressuspendido em SmL de meio
RPMI contendo SFB a 10% (meio completo, RPMI-SFB). As células foram, entao,
cultivadas em frascos de 25 cm? em meio RPMI 1640 suplementado com 25 mM de
HEPES, 2mM de L-glutamina, 3 mM de bicarbonato de s6dio, antibioticos (penicilina G a
100 U/mL e estreptomicina a 100 pg) (Sigma ChemicalCo., St Louis, MO, EUA) e 10% de
soro fetal bovino (SFB) (Cultilab, Campinas, Brasil) inativado a 56°C por 30 minutos, e
incubadas em atmosfera imida de 5% de COza 37°C. A manutengao foi feita por passagens

seriadas, utilizando-se cell scraper, a cada dois dias com troca do meio RPMI-SFB.

45 AVALIACAO DA VIABILIDADE CELULAR PELO METODO DE
CONVERSAO DO AZUL DE TIAZOLIL (MTT)

A viabilidade dos macrofagos murinos da linhagem macrophage-like RAW 246.7
foi analisada por ensaio de MTT (tetrazolio de metiltiazol) (MOSMANN, 1983). As células
foram retiradas dos frascos de cultura, usando-se o cell scraper, e centrifugadas a 500g/ 5
minutos/4 °C. Em seguida, as células foram ressuspendidas em 10 mL de meio RPMI
completo. O niimero de células viaveis por mL foi determinado por contagem em camara

de Neubauer usando-se o corante vital Azul de Tripam. Os macréfagos
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(2x10%células/100uL/pogo) foram cultivados em placas de 96 pogos durante 24 horas em
atmosfera timida de 5% de CO; a 37°C. Apos a remog¢do do meio de cultura, as células
foram tratadas com o extrato aquoso da E. dysenterica, nas concentracdes: 500, 250, 125,
62.5,31.25, 15.625, 7.812, 3.9, 1.953 pg/mL e mantidas overnight a mantidas a 37 °C e 5%
de CO; . Células nao tratadas com o extrato constituiram o grupo controle de viabilidade
igual a 100%. Em seguida, o meio foi removido e as células foram pulsadas com
100uL/pogo de MTT (Sigma ChemicalCo.) a 0,5 mg/mL e mantidas a 37 °C e 5% de CO:
por 4 horas. Particulas insoltiveis de coloragdo roxa (cristais de formazan) produzidas por
células vidveis que metabolizaram o reagente MTT foram solubilizadas com 100 pL/pogo
de DMSO. Apoés 30 minutos de solubilizacdo, os resultados foram determinados pela
leitura de D.O. (densidade Optica) em comprimento de onda igual a 570 nm (A = 570 nm),

em um leitor de placas (TitertekMultiskan Plus, FlowLaboratories, Mc Lean, EUA).

4.6 DOSAGEM DE OXIDO NITRICO (NO) EM SOBRENADANTES DE
CULTURA DE MACROFAGOS DA LINHAGEM macrophage-like RAW 246.7

A dosagem de NO foi determinada em sobrenadante de cultura de células
macrophage-like RAW 246.7 pelo método de Griess (GREEN et al.;1982). As células em
meio RPMI-SFB foram adicionadas a placas de cultura de 96 pogos (1x10°
células/poco/200 nL) e incubadas a 37°C e 5% de COz por 24 horas. Em seguida, o meio de
cultura foi removido e as células foram tratadas com o extrato aquoso da FE.
dysenterica(500, 250, 125, 62.5, 31.25, 15.625, 7.812, 3.9, 1.953 pg/mL).Células ndo
tratadas com o extrato ou estimuladas com LPS de Escherichia
coli(Lipopolysaccharidesfrom Escherichia coli O55:BS, Sigma)dissolvido em solucgdo
salina (NaCl 0,9% estéril) 1pug/mL e zimosan (concentracdo de zimosan: 5 x n° de
células/poco) constituiram os grupos controles negativo (producdo basal) e positivo de
producdo de NO, respectivamente. Apds os tratamentos, as células foram novamente
mantidas durante 24 horas a 37°C e 5% de CO». Posteriormente, 100 uL do sobrenadante de
cada pogo foram coletados, adicionados a microplacas de 96 pocos e acrescentados de 100
pL da solugdo de Griess. Os resultados foram determinados pela leitura de D.O. (densidade
Optica) a 570 nm, em um leitor de placas (TitertekMultiskan Plus, FlowLaboratories,
McLean, EUA) e o 6xido nitrico produzido foi quantificado por comparagdo a uma curva

padrao construida com concentragdes de nitrito crescentes de 1,6 a 200 uM.


https://www.sigmaaldrich.com/catalog/substance/lipopolysaccharidesfromescherichiacolio55b51234598765
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/substance/lipopolysaccharidesfromescherichiacolio55b51234598765
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/substance/lipopolysaccharidesfromescherichiacolio55b51234598765
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4.7 DETERMINACAO DE CITOCINA

A citocina IL-12 produzida por macrofagos da linhagem macrophage-like RAW
264.7 foi quantificada em sobrenadantes das culturas. As células foram adicionadas a
placas de cultura 96 pogos (1x10° células/pogo/200uL) e incubadas a 37 °C e 5% de CO:
overnight. Em seguida, as células foram tratadas com as concentragoes 31,25 e 62,5 ng/mL
do extrato aquoso da E. dysenterica e mantidas por seis horas a 37 °C e 5% de COa,
Posteriormente, os sobrenadantes foram coletados de pogos independentes, em
quadruplicata, e armazenados a — 70 °C para posterior determinacao da citocina IL-12.

A dosagem da citocina IL-12 foi realizada pela técnica de ELISA (Enzyme-
LinkedImmunosorbentAssay) tipo sandwich, seguindo-se o protocolo recomendado pelo

fabricante (BD OptEIA™Mouse IL-12(p40) ELISA set).

4.8 ANALISE ESTATISTICA

O programa GraphPadPrism versdo 5.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, EUA)
foi usado para os calculos estatisticos necessarios. Os dados foram expressos como a média
+ S.E.M (erro padrao da média). Foram utilizados os testes ¢ de Student ou ANOVA,
seguido do teste de comparagdo multipla de Dunnett, quando apropriado. Todos os

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

5.1 Avaliacdo do efeito do extrato aquoso da E. dysenterica sobre a viabilidade de
células RAW 264.7

A viabilidade celular foi avaliada usando o método de conversao de MTT (Figura
2). O extrato aquoso de E. dysenterica ndo apresentou efeitos citotoxicos sobre as células
RAW 264.7. Ao contrario, os resultados obtidos sugerem efeito proliferativo dose -
dependente como demonstrado pela maior viabilidade nas células tratadas com as

concentracgdes 31,25 e 62,5 pg/ml do extrato.
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Figura 2. Viabilidade celular de células RAW 264.7 tratadas com o extrato aquoso
da Eugenia dysenterica. Células macrophage-likeRAW 264.7 (2x10* células/200
pL/poco) foram cultivadas em placas de 96 pocos a 37 °C e 5% de CO> durante 24 horas e
tratadas com diferentes concentragdes do extrato aquoso da Eugenia dysenterica por 24
horas. Células ndo tratadas com o extrato (concentragdo = 0 pg/mL) constituiram o grupo
controle negativo. A viabilidade celular foi analisada usando o método de conversao de
MTT (tetrazélio de metiltiazol). Os dados estao expressos como média + S.E.M. de quatro
experimentos independentes, realizados em quadruplicata. As comparagdes entre as
médias de diferentes concentragdes do extrato e controle foram analisadas utilizando-se

ANOVA, seguido do teste de Dunnett para comparagdes multiplas (*p < 0,05; ** <0,01).



5.2 Producao de 6xido nitrico (NO) em células RAW 264.7 tratadas com o extrato
aquoso da E. dysenterica

A produgao de NO foi quantificada em sobrenadantes de culturas de células RAW
264.7 por meio do método de Griess. Os dados obtidos (valores de densidade Optica em
cada condi¢do experimental) foram analisados em relagdo a uma curva padrdo de NO
construida com concentragdes de nitrito crescentes de 1,6 a 200 uM. A curva padrdo e a
respectiva equagao da reta estdo apresentadas na Figura 3.

Os resultados obtidos estdo representados na Figura 4.A associagdo LPS —
zimosan estimulou a produ¢do de NO em células RAW 264.7, a qual foi
significativamente maior, comparada as células tratadas com o extrato aquoso da E.
dysenterica, em todas as concentragdes utilizadas. Nao houve diferenga estatisticamente

significativa na producdo de NO entre as cé€lulas tratadas com as diferentes concentracdes

do extrato (p>0,05).
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Figura 3. Curva padrao para determinagao da concentragdo de NO em sobrenadantes de

cultura de células RAW 264.7.

20



100A
—_ k%
%. S0 iﬂ
)
Z  60-
2
E 40
Z
=
2 20- S
N R
0 T

KO S
4)@"’5300@

AP e Y

>
R

Eugenia dysenterica (ug/mL)

Figura 4. Producdo de o6xido nitrico (NO) em células RAW 264.7 tratadas com
extrato aquoso da Eugenia dysenterica. Células macrophage-like RAW 264.7 (1x10°
células/200 pL/pogo) foram cultivadas em placas de 96 pogos a 37 °C e 5% de CO»
durante 24 horas e tratadas com diferentes concentracdes do extrato aquoso da Eugenia
dysenterica por 24 horas. Células ndo tratadas com o extrato (concentracao = 0 pg/mL) ou
estimuladas com LPS 1pg/mL e zimosan (ZY: 5 x n°® de células/pogo) constituiram os
grupos controles negativo (produg¢do basal) e positivo de produgdo de NO,
respectivamente. Os valores basais de produgcdo de NO foram subtraidos dos valores
obtidos para as células tratadas com LPS-ZY ou extrato. A producdo de 6xido nitrico
(NO) foi determinada pelo método de Griess nos sobrenadantes das culturas, em cada
condi¢do de tratamento. Os dados estdo expressos como média £ S.E.M. de valores da
concentracdo de NO (uM) determinados a partir de quatro experimentos independentes,
realizados em quadruplicata. A comparagdo entre o grupo controle positivo € 0s grupos
tratados foi analisada utilizando-se ANOVA, seguido do teste de Dunnett para

comparag¢des multiplas (*p < 0,0001).
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5.3 Efeito do extrato aquoso de E. dysenterica sobre a producio de citocina IL-12 por
células RAW 264.7

A producgao da citocina IL-12 foi avaliada em sobrenadantes das culturas de células
RAW 264.7 tratadas com o extrato aquoso de E. dysenterica ap6s 6 horas de cultura
(Figura 5). Os niveis de IL-12 foram significativamente aumentados em sobrenadantes das

células tratadas com o extrato aquoso nas concentragdes 31,25 e 62,5 pg/mL (p <0,001).
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Figura 5. Producio da citocina IL-12 por células RAW 264.7 tratadas com extrato
aquoso de Eugenia dysenterica. Células macrophage-like RAW 264.7 (1x10°
c€lulas/200 pl/poco) foram cultivadas em placas de 96 pogos a 37 °C e 5% de CO2
durante 24 horas e tratadas com diferentes concentracdes do extrato aquoso da Eugenia
dysenterica(31,25 e 62,5 pg/mL) por 6 horas. Os sobrenadantes livres de células foram
coletados para quantificagdo da citocina por ELISA. Células ndo tratadas com o extrato
(concentragao = 0 pg/mL) constituiram o grupo controle negativo (produgdo basal de IL-
12). Os dados estao expressos como média + S.E.M. Significancia estatistica foi analisada
por &comparac;f)es entre os grupos tratados e o controle negativo e #comparagﬁo entre as
células RAW 264.7 tratadas com concentragdes diferentes do extrato (31,25 versus 62,5

pg/mL) (teste ¢ de Student, *p < 0,001).
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6 DISCUSSAO

E. dysenterica, espécie da familia Myrtaceae, tem sido utilizada em varios estudos
que investigam potenciais atividades bioldgicas e farmacologicas em espécies vegetais
nativas do Brasil. Compostos bioativos, tais como taninos, flavonoides, terpenos e
saponinas tém sido identificados em partes distintas da planta, como nos frutos e nas folhas
da E. dysenterica (COUTO, 2011; PRADO, 2014; MOREIRA, 2016; AVILA, 2016) ¢ a
eles tém sido atribuidas varias atividades bioldgicas, dentre elas, atividades antioxidantes e
anti-inflamatorias (INFANTE, 2016). Na maioria dos estudos, utilizam-se extratos ou
fragdes alcoolicas ou substancias isoladas a partir de tais extratos. Nesse sentido, até o
presente momento, ainda ndo existem dados na literatura sobre possiveis agdes anti-
inflamatorias do extrato aquoso da E. dysenterica. Portanto, o objetivo deste estudo foi
utilizado extrato aquoso para avaliar a citotoxicidade, bem como efeitos antioxidantes e
anti-inflamatorios sobre células RAW 264.7 (macrophagecellline). Para isto, foi utilizado o
método de conversdo de MTT, ensaio para dosagem de 6xido nitrico e 0 método de ELISA
para quantificar a citocina IL-12, os dois ultimos determinados em sobrenadantes de
culturas.

Os dados obtidos no ensaio para avaliar o efeito do extrato aquoso sobre a
viabilidade de células RAW 264.7 mostraram que ndo houve efeito citotoxico em todas as
concentracdes do extrato utilizadas. Ao contrario, observou-se induc¢ao da proliferagdo
celular nas concentragdes intermediarias (31,25 e 62,5 pg/ml). Estes dados corroboram com
aqueles descritos na literatura utilizando-se modelos experimentais diferentes. O tratamento
de células HFF-1 (humanforeskinfibroblasts) com extrato hidroalcodlico de E.
dysenterica(EDE), ap6s exposicdo a radiagdo UVA, promoveu a regeneragdo celular e a
manutencdo da viabilidade em > 99%. Além disso, o EDE promoveu efeitos dose-
dependentes sobre queratindcitosHaCat, com reducdo da viabilidade celular em
concentragdes elevadas (200 e 400 pg/mL) apos 24 horas de tratamento, enquanto houve
aumento da proliferagdo dos HaCat expostos as concentragdes 6,25 a 100 pg/mL
(MOREIRA, 2017). Os mesmos autores observaram que o EDE inibiu a atividade das
enzimas colagenase, elastase e tirosinase. A viabilidade celular de fibroblastos gengivais
humanos foi avaliada apds tratamento com uma fragcdo do extrato aquoso de E. dysenterica
solivel em acetona (AFED;acetonefractionofcrudeaqueousextract) associada ou ndo com
digliconato de clorexidina (CHX). Neste estudo, os resultados demonstraram que o extrato
(0,25 pg/mL e 0,5 pg/mL) ndo apresentou efeito citotdoxico, enquanto, CHX (0,12 e 0,2%)

diminuiu a viabilidade das células HFF-1; além disto, houve aumento na viabilidade celular



24

quando as diferentes concentragdes de CHX foram combinadas com o AFED (COSTA,
2019). Diante do exposto, tem sido sugerido que compostos antioxidantes, como
substancias fenodlicas, os quais ja foram detectados em extratos da E. dysenterica, exercem
efeitos modulatérios sobre funcdes celulares relacionadas ao crescimento, proliferacdo e
apoptose (CROZIER, 2009). Entre esses compostos, o flavonoide catequina tem sido
referido como um biomarcador dos extratos de E. dysenterica, uma vez que € um
metabolito secundario encontrado em concentragdes significativas na referida espécie
(ZORZIN, 2015; CHAGAS, 2016). Taninos, flavonoides, terpenos e saponinas, os quais
detém propriedades antioxidantes, também foram encontrados em extratos etandlicos de E.
dysenterica(CECILIO, 2012). De modo geral, essas agdes antioxidantes sdo importantes
para evitar danos celulares oxidativos e, portanto, conferir citoprotecdo (SIENIAWSKA,
2015; COSTA, 2019). Tem sido demonstrado que o extrato aquoso das folhas da E.
dysenterica apresenta atividade antiulcerogénica em modelo de lesdes géstricas induzidas
pela administracao de solugao hidroalcoolica acidificada e que este efeito citoprotetor deve-
se a presenca de uma série de taninos condensados (PRADO., 2014). Efeitos citoprotetores
também foram observados em macrofagos alveolares pulmonares murinos expostos ao
crdmio, bem como maior sobrevivéncia dos animais expostos a doses letais desse elemento
quimico (AVILA, 2016). Vale ressaltar que a inibi¢io das enzimas colagenase, elastase e
tirosinase pelo extrato da E. dysenterica também poderia explicar a proliferacao celular
observada em nosso estudo. Colageno e elastina sdo proteinas da matriz extracelular e a
degradacdo das mesmas estd associada a processos patologicos importantes como metéstase
tumoral (YOON, 2003), inflamagdo, enfisema pulmonar, artrite reumatoide, trombose,
acidente vascular encefalico (WIEDOW, 1990; DELL’AICA, 2007;SARTOR, 2002). Em
conjunto, sugerimos que os efeitos antioxidantes e inibidores das enzimas supracitadas,
mediados pelo extrato aquoso da E. dysenterica podem caracterizar um efeito mitogénico
sobre as células RAW 264.7.

Considerando os dados de aumento da proliferacdo celular obtidos com as
concentracoes 31,25 e 62,5 pg/ml do extrato aquoso da E. dysenterica, os niveis da citocina
IL-12 foram mensurados em sobrenadantes das culturas de células RAW 264.7 nas
referidas concentragdes, as quais promoveram significante producdo de IL-12, em
comparacao ao grupo controle e de modo dose-dependente. Em processos inflamatorios,
macréfagos expressam TNF-a, IL-6, IL-12, and IL-1 (DALEY, 2010; BRANCATO,
ALBINA, 2011). Este perfil de citocinas pro-inflamatérias exerce efeitos quimiotaticos

para neutréfilos e impulsiona a resposta inflamatoria para remog¢do dos debris celulares.
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Macrofagos também secretam citocinas anti-inflamatdrias para iniciar a fase proliferativa
do reparo tecidual em processos inflamatorios (SINDRILARU, SCHARFFETTER-
KOCHANEK, 2013; NOVAK, KOH, 2013a, 2013b).

Em nosso estudo, ndo houve indugdo da producdo de NO em células RAW 264.7
tratadas com o extrato. Isto sugere que o extrato ndo exibiu atividade pro-inflamatoria sobre
essa linhagem celular.

Assim, apesar de o extrato aquoso da E. dysenterica nao interferir com a producao
de NO, os efeitos mitogé€nicos do extrato aquoso das folhas da Eugenia dysenterica, bem
como o estimulo a secre¢do de IL-12sugerem um possivel efeito imunomodulador, cuja

natureza pré ou anti-inflamatdria merece ser investigada.

7 CONCLUSAO

Esse trabalho mostrou que a proliferagdo celular da linhagem macrophage-like
RAW 264.7 ¢ aumentada quando tratada com o extrato aquoso das folhas de Eugenia
dysenterica nas concentracdes de 31,25 e 62,5 pg/ml, através do método MTT. E que,
nessas mesmas concentracoes, também ha estimulo da producdo de IL-12, quantificado por
ELISA. A producao de NO nao foi observada em nenhuma das concentragdes testadas pelo
método de Griess. Assim, ndo foi possivel determinar se o extrato aquoso possui efeito pro
ou anti-inflamatorio, mas abre novos caminhos para uma investigacdo sobre um provavel

efeito imunomodulador e fortalece os dados ja existentes na literatura atual.
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