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RESUMO

A espécie Eugenia dysenterica, conhecida no Brasil como cagaita, faz parte da familia
Myrtaceae. Estudos fitoquimicos demonstraram que essa espécie produz, dentre os
metabolitos secundarios, flavonoides e taninos, os quais possuem atividades anti-inflamatorias
bem estabelecidas na literatura. Varios derivados vegetais da FE. dysenterica t€ém sido
utilizados em estudos que avaliaram suas propriedades farmacoldgicas, dentre elas, anti-
inflamatodrias. Contudo, até o presente momento, ndo hd dados disponiveis sobre o potencial
anti-inflamatorio do extrato aquoso das folhas da referida espécie. Assim, o presente projeto de
pesquisa investigou possivel atividade anti-inflamatoria do extrato aquoso das folhas de E.
dysenterica em modelo experimental in vivo de inflamagao peritoneal induzida por carragenina
(CGN). Camundongos BALB/c foram divididos em quatro grupos (G): Gl: animais que
receberam por via oral (v.0) carboximetilcelulose (CBX) representando o grupo controle
negativo para acdo anti-inflamatoria; G 2, 3 e 4: animais tratados com diferentes concentragdes
do extrato (100, 500 e 1.000 mg/Kg, respectivamente). Sessenta minutos apos os tratamentos
por v.o., os animais de todos os grupos receberam injecdo intraperitoneal (i.p.) de CGN 1%
para indugdo da inflamagdo peritoneal. Apds quatro horas, os animais foram anestesiados e
mortos por deslocamento cervical. Em seguida, a cavidade peritoneal foi gentilmente lavada
com solugdo salina tamponada com fosfato (PBS), pH 7,2, e o lavado peritoneal foi coletado
para as contagens total e diferencial de leucocitos. Os resultados obtidos mostraram que houve
diminuicdo na migracdo de leucocitos totais para a cavidade peritoneal nos animais tratados
com o extrato aquoso das folhas de E. dysenterica, em todas as concentragdes utilizadas. A
contagem diferencial de leucocitos mostrou redugdo estatisticamente significante da migracao
de linfocitos na cavidade peritoneal dos animais tratados com o extrato; contudo, este efeito
ndo foi observado com as populagdes de neutrdfilos e mondcitos. Juntos, estes dados sugerem

possivel a¢do anti-inflamatdria do extrato aquoso das folhas da cagaita.

Palavras-chave: Eugenia dysenterica. Inflamagao peritoneal. Carragenina. Extrato aquoso.



ABSTRACT

The Eugenia dysenterica species, known in Brazil as cagaita, is part of the Myrtaceae
family. Phytochemical studies demonstrate that this species produces, among the secondary
metabolites, flavonoids and tannins, which are the anti-inflammatory activities well used in the
literature. Various plant compounds of E. dysenterica have been used in studies that have
evaluated their pharmacological properties, among them, anti-inflammatory. However, to date,
there are no data available on the anti-inflammatory potential of the aqueous extract of the
leaves of the species. Thus, the present research project investigated the anti-inflammatory
activity extracted from E. dysenteric leaves in an in vivo experimental model of peritoneal
inflammation induced by carrageenan (CGN). BALB/c mice were divided into four groups
(G): Gl1: animals that received orally (v) carboxymethylcellulose (CBX) representing the
negative control group for anti-inflammatory action; G 2, 3 and 4: isolated animals with
different levels of extraction (100, 500 and 1,000 mg / kg, respectively). Sixty minutes after
the v.o. procedures, animals in all groups received intraperitoneal (i.p.) injection of 1% CGN
to induce peritoneal inflammation. After four hours, the animals were anesthetized and killed
by cervical dislocation. Then, the peritoneal cavity was gently washed with phosphate buffered
saline (PBS), pH 7.2, and the peritoneal lavage was collected for total and differential
leukocyte counts. The results obtained showed that there was a reduction of total leukocytes
for the peritoneal cavity in the animals that received aqueous extract of the leaves of E.
dysenterica, in all ranges used. The differential leukocyte count showed a statistically
significant reduction in lymphocytes in the peritoneal cavity of animals eaten with extract;
however, this effect was not observed with the detection of neutrophils and monocytes.
Together, these data suggest a possible anti-inflammatory action of the aqueous extract of the

leaves of the cagaita.

Keywords: Eugenia dysenterica. Peritoneal inflammation. Carrageenan. Aqueous extract.
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1 INTRODUCAO

Inflamagdo ¢ uma resposta de defesa do organismo animal a lesdo tecidual ou infecgao.
Durante a fase aguda, caracteriza-se por um aumento na permeabilidade vascular e
extravasamento de plasma, resultando em acimulo de liquido, leucdcitos e mediadores
inflamatoérios no sitio de inflamagao (GUO et al., 2012).

No sentido de aliviar as manifestagdes clinicas de um processo inflamatorio, drogas
anti-inflamatorias, nao-esteroidais (AINEs) e esteroidais (AIEs), sio comumente utilizadas.
Entretanto, o uso prolongado destes agentes terapéuticos ¢ seguido por reagdes adversas, tais
como disturbios gastrointestinais e insuficiéncia renal, retencdo de NaCl e agua, depressdo da
medula déssea, dentre outros (QANDIL, 2012).

Apesar de haver grande nimero de farmacos anti-inflamatorios disponiveis no mercado
farmacéutico, existe necessidade de se identificar novos compostos que possam ser usados
com seguranga para a prevencao e tratamento de desordens inflamatérias (HUR et al., 2012).

A popularizacio da utilizagdo de produtos de origem animal, mineral ou vegetal para
fins medicinais levou ao desenvolvimento de praticas culturais que podem oferecer riscos, ja
que nem todos os produtos naturais, principalmente plantas, sdo desprovidos de riscos a satde,
podendo afetar pessoas e animais (BARBOSA, 2011).

E de extrema importancia fundamentar, do ponto de vista cientifico, os usos populares
de varios derivados vegetais. Além disto, ¢ extremamente importante divulgar a eficicia e a
seguranca reais desses produtos as populagdes que os utilizam, haja vista que nem todas as
receitas populares sdo livres de riscos e adequadas para tratamento de enfermidades em geral.
Dessa maneira, estudos sobre esta tematica sdo bastante relevantes (BARBOSA, 2011;
BATISTA et al., 2017).

O uso de plantas para fins terapéuticos data desde a antiguidade, o processo de
desenvolvimento dessa pratica, chamada de “arte da cura”, aconteceu na pratica por tentativas
de acertos e erros. Estudiosos adotavam a Doutrina das Assinaturas, que consistia na
observagdo das plantas e comparagdes entre Orgdos humanos e doencas, por exemplo: o
acafrdo, por ter a cor amarela, curaria a ictericia e os feijoes, por terem formato de rins,
ajudariam a manter a fungdo renal normal. Essa doutrina acabou contribuindo para o avango
dos estudos farmacéuticos, os quais comprovaram que produtos naturais poderiam realmente

ter efeitos curativos (ALENCAR e ALBUQUERQUE, 2012).



Existem, na literatura, dados mostrando que drogas derivadas de produtos naturais
modulam véarios mediadores inflamatorios, incluindo a expressdo de moléculas pro-
inflamatérias que sao elementos—chave na inflamacado, tais como as enzimas 6xido nitrico
sintase induzivel (iNOS) e ciclooxigenase -2 (COX-2), bem como citocinas (IL-1p, TNF-a, IL-
10) (BELLIK et al., 2013).

A espécie Eugenia dysenterica, nativa do Cerrado brasileiro, tem sido utilizada em
varios estudos que avaliaram seu potencial como fonte de compostos bioativos e propriedades
farmacologicas. Assim, varias atividades importantes do ponto de vista terapéutico t€ém sido
atribuidas a referida espécie, tais como, antidiarreica, antioxidante, atividade inibitoria da
enzima tirosinase e o-amilase, antifingica, antimicrobiana, laxativa, antitumoral, antiviral,
nutracéutica, moluscocida, antiulcerogénica, anti-helmintica, para tratamento de diabetes e até
para fins cosméticos (COSTA et al., 2000; BEZERRA et al., 2002; GASPAR et al., 2010;
LIMA et al., 2010; CECILIO et al., 2012; FINCO, SILVA e OLIVEIRA, 2012; SIQUEIRA et
al., 2013; SILVA, 2014; ZORZIN, 2014; SILVA et al., 2015; THOMAZ et al., 2018).

Contudo, ainda sao escassos dados acerca de possivel acdo anti-inflamatdria do extrato
aquoso das folhas da E. dysenterica. A maioria das agcdes farmacolodgicas citadas parecem estar
associadas a presen¢a de metabdlitos secundarios, tais como taninos, flavonoides, terpenos e
saponinas nas folhas da planta, sendo taninos e flavonoides aqueles responsaveis por maior
parte dos compostos fendlicos totais (COUTO et al., 2009; CECILIO et al., 2012; PESTANA
etal., 2017).

Uma vez que varios desses metabdlitos, como flavonoides, taninos e terpenos possuem
atividades anti-inflamatorias e/ou analgésicas descritas na literatura, torna-se plausivel que o
extrato aquoso das folhas da E. dysenterica possa exibir alguma propriedade anti-inflamatoria.
Assim, o objetivo deste estudo foi investigar essa propriedade em modelo experimental in vivo

de peritonite induzida por carragenina.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Eugenia dysenterica

Eugenia dysenterica, popularmente conhecida no Brasil como ‘“cagaita” ou
“cagaiteira”, ¢ uma planta medicinal da familia Myrtaceae com uma ampla variedade de usos.
Trata-se de um arbusto melifero, ornamental, amplamente distribuido no segundo maior bioma
brasileiro, o Cerrado, estando adaptada a solos pobres; portanto, supde-se que ¢ pouco
exigente em fertilidade (NAVES, 1999).

E uma arvore frutifera com até 10 m de altura, de tronco e ramos tortuosos, casca
grossa, fissurada. As folhas sdo opostas, simples, de limbo oval ou eliptico, apice ligeiramente
acuminado, base variando de obtusa a subcordada, nervacao reticulada ndo formando nervura
marginal nitida. Os frutos tém formato globoso, bagéaceo, cor amarelo-clara, levemente acido,
epicarpo membranoso (RIZZINI, 1971; RIBEIRO, PROENCA e ALMEIDA, 1986).

O fruto da cagaita ¢ comestivel e tem sido tradicionalmente usado como um agente
catartico (ALMEIDA et al., 1998). Em contrapartida, a infusdo preparada com folhas de E.
dysenterica ¢ usada na medicina popular para tratar diarreia e disenteria (LIMA et al., 2010).

Além disso, a fruta tem mostrado importdncia econOmica porque € comumente
consumida fresca ou processada para obterem-se diferentes tipos de doces, picolés, vinhos e
sorvetes (TELLES et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2011). A arvore também tem potencial como
fornecedora de cortica e sua madeira pode ser empregada para obras da construgdo civil, lenha

e carvao (RIBEIRO, SILVA e FONSECA, 1992).

Figura 1. Eugenia dysenterica.

Fonte: Adaptada do Herbario da Universidade Federal de Uberlandia (Numero de Registro: HUFU -
45956).
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2.2 Atividades biologicas

Um estudo realizado por pesquisadores do Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade Federal de Uberlandia, utilizando extrato aquoso das folhas de E. Dysenterica,
demonstrou que a referida espécie apresenta atividade gastroprotetora em modelo animal de
lesdes gastricas induzidas pela administracdo de solucao hidroalcodlica acidificada; este efeito
gastroprotetor foi atribuido a inibi¢do da producao de HCI, propriedades antioxidantes e a
presenca de compostos contendo grupos sulfidrilicos (-SH) no extrato aquoso da planta
(PRADO et al.,, 2014). Essas agdes parecem estar relacionadas a presenga de taninos
condensados no extrato, os quais foram identificados por andlises fitoquimicas; essas
substancias podem ligar-se a mucinas na mucosa gastrica formando um revestimento protetor
contra estimulos lesivos (PRADO et al., 2014). Galheigo e colaboradores observaram que o
oleo essencial das folhas dessa espécie ¢ capaz de inibir a diarreia induzida pela administragao
do agente catartico d6leo de ricino (GALHEIGO et al.,, 2015). Efeito antidiarreico da E.
dysenterica também foi demonstrado em estudos utilizando extrato aquoso das folhas desta
planta (LIMA et al., 2010). De modo geral, compostos polifendlicos, como os flavondides e os
taninos, estdo entre os metabdlitos secundarios associados as ag¢des gastroprotetoras de plantas
da familia Myrtaceae (MARKMAN, BACCHI e KATO, 2004; MADALOSSO et al., 2012;
PRADO et al., 2014). Andlises das folhas de Fugenia dysenterica, utilizando técnicas fisico-
quimicas, mostraram alto teor de compostos polifendlicos (flavonoides e taninos), bem como a
presenca de saponinas e terpenos (COSTA et al., 2000; COUTO et al., 2009; CARDOSO et
al., 2011; PRADO et al., 2014).

Além dos efeitos gastroprotetores, estudos tém mostrado outras atividades
farmacologicas apresentadas pela espécie E. dysenterica como atividades anti-helmintica
(GASPAR et al., 2010) e acao antifungica (COSTA et al., 2000). Um estudo utilizando o 6leo
essencial extraido das folhas da E. dysenterica mostrou potencial efeito cicatrizante de feridas
(SILVA et al., 2018). Propriedades neuroprotetoras também foram demonstradas em estudo
utilizando extrato hidroalcoolico preparado a partir das folhas da E. dysenterica em modelo

experimental in vivo (THOMAZ et al., 2018).
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Outro trabalho também sugere que Eugenia dysenterica pode ter efeitos benéficos na
obesidade (PESTANA et al.,, 2017) e pode ser util na composicio de cosméticos
dermatologicos antienvelhecimento (MOREIRA et al., 2017). Entretanto, até o presente
momento nao hd dados na literatura sobre os possiveis efeitos farmacoldgicos analgésicos e
anti-inflamatorios utilizando-se o extrato aquoso da Eugenia dysenterica.

Dentre o grupo de substancias polifendlicas, os flavonoides destacam-se por
apresentarem ampla distribuicdo em diversas espécies vegetais e possuirem vasta quantidade
de acdes bioldgicas, incluindo a capacidade de interferir em processos inflamatdrios e sobre o
sistema imune (CAZAROLLI et al., 2008; COUTINHO et al., 2009). Os mecanismos
moleculares envolvidos nas atividades anti-inflamatorias dos flavonoides incluem, por
exemplo, inibicdo da proliferacdo de linfocitos, da liberagdo de histamina dos mastocitos,
inibi¢do de enzimas pré-inflamatorias, tais como as enzimas ciclooxigenase-2 (COX-2),
lipooxigenase e 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS). Além disto, flavonoides podem inibir a
expressdo de citocinas pro-inflamatorias, incluindo TNF-a, IL1-B, IL-6, IL-8 ¢ MCP-1
(monocyte-chemoattractant protein-1), em diferentes tipos celulares, tais como macrofagos
RAW, células T Jurkat e células mononucleares do sangue periférico. A inibi¢ao dos fatores de
transcricdo NF-kB e AP-le de MAPKSs (proteinas quinases ativadas por mitdogenos) t€m sido
apontados como possiveis mecanismos moleculares envolvidos na agdo moduladora dos
flavonoides sobre a atividade de citocinas (CAZAROLLI et al., 2008; SERAFINI, PELUSO e
RAGUZZINI, 2010).

Considerando que os flavonoides e os taninos apresentam atividades anti-inflamatorias
e que Eugenia dysenterica, a semelhanca de muitas outras espécies vegetais, ¢ capaz de
produzir esses metabolitos secundarios, torna-se relevante investigar possiveis acdes
farmacologicas, tais como, analgésica e anti-inflamatéria, nessa importante espécie do Cerrado

brasileiro.

2.3 Inflamacgdo

O processo inflamatério ¢ um mecanismo de defesa no organismo animal saudavel,
responsavel por protegé-lo contra agressdes teciduais. Esse estimulo agressor inicia um
processo inflamatdrio no organismo que a partir de mediadores quimicos gera, principalmente,

eventos vasculares e celulares (SPINOSA, GORNIAK e BERNARDI, 2017).
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O processo inflamatério pode ser agudo, sendo caracterizado por curta duragao e sinais
como dor, rubor, calor, tumor e perda de fun¢do; ou pode ser cronico, quando possui um tempo
de permanéncia indeterminado e seus sinais clinicos dependem dos tipos celulares e
mediadores humorais envolvidos (SPINOSA, GORNIAK ¢ BERNARDI, 2017).

Os mediadores quimicos envolvidos na inflamacdo podem ser de origem tecidual
(aminas vasoativas, eicosanoides, citocinas, fator de ativacdo plaquetaria, radicais livres
superoxidos, 6xido nitrico e neuropeptidios) ou plasmatica (sistema complemento, sistema de
coagulagdo e sistema de cininas). Dentro dos mediadores quimicos de origem tecidual estdo os
eicosanoides, que sdo lipidios insaturados e derivados do 4cido araquidonico (SPINOSA,
GORNIAK ¢ BERNARDI, 2017).

Quando ocorre uma lesdo no tecido, células do organismo liberam fragdoes de
fosfolipidios (4cidos araquiddnicos) através da acdo da enzima fosfolipase A, (FLA,). O 4cido
araquidonico ndo possui agdo inflamatoria, porém, ele ¢ metabolizado pelas enzimas
ciclooxigenasse (COX) e lipoxigenase (LOX), via que leva a geracdo de mediadores quimicos
importantes no processo da inflamagdo. Os mediadores quimicos originados pela COX sdo as
prostaglandinas (PG), prostaciclinas (PGI,) e tromboxanas (TX), ja a via da LOX leva a
formagdo de leucotrienos (LT) (SPINOSA, GORNIAK e BERNARDI, 2017). Em seguida,
ocorre a fase vascular caracterizada pela vasodilatagdo e aumento da permeabilidade vascular,
facilitando a passagem de proteinas plasmaticas para o tecido subjacente acompanhadas de
agua e, consequentemente, gerando o edema. Simultdneo a esse fendOmeno, ocorre a fase
celular, com a marginalizacdo de leucdcitos e, a partir de interacdes com moléculas de adesao
especificas na superficie das células endoteliais, passagem dessas células para o tecido
extravascular, um processo conhecido como diapedese (SPINOSA, GORNIAK ¢ BERNARDI,
2017).

O episddio seguinte ¢ a fase de reparagdo tecidual que consiste na constituicdo do
tecido de granulacdo e cicatrizacdo, porém, em alguns casos, o organismo ndo consegue
eliminar os agentes desencadeantes da lesdo tecidual e, dessa forma, o processo inflamatorio se
torna cronico. Nesses casos, devem ser instrumentos farmacologicos para eliminar ou reduzir a
inflamac¢do, como os medicamentos anti-inflamatérios (SPINOSA, GORNIAK e BERNARDI,
2017).
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2.4  Medicamentos anti-inflamatorios

As drogas anti-inflamatérias mais comumente utilizadas sdo os anti-inflamatorios
esteroidais (AIE) e os anti-inflamatérios nao esteroidais (AINE).

Os AIE sao corticoides (glicocorticoides) que mimetizam as agdes anti-inflamatorias
dos hormonios naturais, porém em maior magnitude uma vez que sdo administrados em doses
supra fisioldgicas, por isto apresentam potentes atividades anti-inflamatéria e
imunossupressora. Os glicocorticoides influenciam o metabolismo de carboidratos, proteinas e
lipideos; alguns glicocorticoides também possuem acdes de mineralocorticoides e, por isso,
possuem efeitos sobre o equilibrio hidrico-eletrolitico no organismo (ANDRADE, 2008;
SPINOSA, GORNIAK ¢ BERNARDI, 2017). Os corticosteroides interagem com proteinas
receptoras nucleares em tecidos-alvo e alteram a expressdo de genes responsivos aos
corticosteroides, por exemplo, reduzindo a expressdo de genes que codificam proteinas pro-
inflamatorias. Todavia, possuem inumeros efeitos adversos (ANDRADE, 2008; SPINOSA,
GORNIAK ¢ BERNARDI, 2017).

Ja& os AINEs possuem agdo inibidora sobre a enzima que metaboliza o acido
araquidonico: a ciclooxigenase (COX), reduzindo, dessa forma, a sintese de prostanoides
(prostaglandinas e troboxanos). Em medicina veterindria, a meia-vida de uma mesma droga
pode ser diferente nas diferentes de espécie de animais em fun¢do das diferentes vias de
biotransformacao. Por esse motivo, varias formula¢des de AINEs sao utilizadas e adequadas a
espécies distintas. O que diferencia as formulagdes sdo: a poténcia de inibi¢do do processo
inflamatorio e sua agdo sobre os diversos mediadores quimicos (SPINOSA, GORNIAK e

BERNARDI, 2017).

2.5  Fitoterapicos em medicina veterindria

Na medicina veterindria, as praticas e saberes populares sdo ocasionalmente utilizados
por médicos veterinarios e proprietarios de animais com o objetivo de encontrar novos meios
para prevenir e tratar doengas tanto em animais de estimag¢ao, como em animais de produgao.
O uso dessas crengas populares relacionadas a saude do animal na pratica, juntamente com
uma investigacdo tedrica sistemadtica, recebe o nome de etnoveterindria (BATISTA et al.,

2017).
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O mercado de medicina veterinaria alternativa vem crescendo, isso se da ao fato de que
a demanda por produtos ecologicamente corretos, principalmente pensando no bem-estar
animal, também esta aumentando. Outro fator que influencia no alto mercado de fitoterapicos
¢ a baixa renda de pequenos produtores rurais que, muitas vezes, nao tém condigdes
financeiras de oferecer um outro tipo de tratamento mais caro aos seus animais (BARBOSA,
2011).

A prescrigdo de fitoterapicos por médicos veterinarios ¢ muito menor em relacdo a
prescricdo de medicamentos alopaticos, ¢ isso se dd a falta de conhecimento e escassez de
disseminagdo de pesquisas clinicas e informagao a respeito de ervas medicinais. (BATISTA et
al., 2017).

No Brasil, hd uma lista de Registro Simplificado de Fitoterapicos onde ¢é possivel
encontrar todas as informagdes dos fitoterdpicos com uso estabelecido (BARBOSA, 2011).
Em 2006, foi publicada a Politica Nacional de Plantas Medicinais ¢ Fitoterapicos (PNPMF)
com o proposito de aumentar o desenvolvimento de estudos com plantas e o uso sustentavel da

biodiversidade brasileira, determinando diretrizes de atuagao nessa area (SILVA, et al., 2015).
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3 JUSTIFICATIVA

A inflamagao ¢ uma resposta de defesa do organismo animal a estimulos nocivos
quimicos, mecanicos, fisicos ou biologicos. Entretanto, o processo inflamatorio pode gerar
danos ao proprio organismo por meio da acdo ndo seletiva de varios mediadores inflamatorios
(FALCAO et al., 2018).

Assim, a intervencao farmacoldgica com drogas anti-inflamatorias reduz esses efeitos
deletérios. Entretanto, a maioria dos anti-inflamatérios ndo esteroidais e esteroidais,
atualmente disponiveis, causam importantes efeitos adversos ao organismo, incluindo o trato
gastrointestinal, sistema renal e cardiovascular. Desse modo, a pesquisa de novas drogas com
potencial efeito anti-inflamatério e menos efeitos adversos é bastante relevante (FALCAO et
al., 2018).

A espécie Eugenia dysenterica, conhecida no Brasil como cagaita, faz parte da familia
Mpyrtaceae, e foram identificados varios compostos bioativos na referida espécie, tais como
flavonoides. Os flavonoides sdo compostos polifendlicos aos quais foram atribuidas varias
acdes anti-inflamatorias, tais como, inibicdo da formacdo de espécies reativas de oxigénio;
inibicdo de enzimas responsdveis pela transducdo de sinais nas células inflamatorias;
diminui¢do da biossintese de citocinas pro-inflamatérias; inibicdo da expressdo das enzimas
oxido nitrico sintase induzivel, ciclooxigenase e lipooxigenase responsaveis, respectivamente,
pela produgio de 6xido nitrico, prostanoides e leucotrieno (FALCAO et al., 2018).

Diante do exposto, e considerando dados da literatura, os quais referem diversos efeitos
farmacologicos para a espécie E. Dysenterica, justificou-se investigar possivel acdo anti-

inflamatoéria do extrato aquoso das folhas da E. dysenterica.



4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Avaliar agdo anti-inflamatéria do extrato aquoso liofilizado das folhas da espécie

vegetal Eugenia dysenterica, em modelo experimental de inflamagao peritoneal.

4.2 Objetivos especificos

° Preparar o extrato aquoso da Eugenia dysenterica.
) Padronizar o método para inducao da inflamagao peritoneal.
° Investigar o efeito do extrato aquoso das folhas da E. dysenterica na inflamacao

peritoneal induzida por carragenina.

16
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Local de execucdo

O extrato aquoso da E. dysenterica foi preparado no laboratorio de Farmacologia de
Produtos Naturais. Os experimentos foram realizados no Laboratério de Farmacologia Geral,
Departamento de Farmacologia, Instituto de Ciéncias Biomédicas, na Universidade Federal de
Uberlandia (UFU) e em salas de experimentagdo animal do REBIR (REDE DE BIOTERIOS
DE ROEDORES) da Universidade Federal de Uberlandia (UFU).

5.2 Material vegetal e obtencdo do extrato aquoso

A espécie E. dysenterica, 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-45956). Para este estudo, o extrato aquoso foi obtido a partir das folhas da FE.
dysenterica coletadas em campos de vegetacdo espontdnea em novembro/2018, na Fazenda
Santa Rita, Lassance, MG e, gentilmente, cedidas pelo Prof. Dr. Hudson Armando Nunes
Canabrava. Apo6s a colheita, as folhas foram separadas dos galhos e lavadas em 4gua corrente e
em agua destilada. Em seguida, as folhas foram colocadas em estufa a 45°C durante 48 horas.
Depois de secas, as folhas foram trituradas em liquidificador e colocadas em provetas
contendo agua destilada na proporcao de 20% (m/v) por 48 horas a temperatura ambiente. O
extrato foi filtrado em funil contendo algodao e, em seguida, em funil contendo papel de filtro.
O extrato obtido foi colocado em tubos falcon de 50 mL e acondicionado a temperatura - 20°C.
Apds congelamento, o extrato foi liofilizado a — 40°C até a total remog¢ao do contetido de agua.
O material obtido foi pesado e acondicionado em freezer a — 20°C até a data da utilizagdo

(PRADO et al., 2014).

5.3 Animais

Os animais foram fornecidos pela Rede de Biotérios de Roedores (REBIR) da

Universidade Federal de Uberlandia (UFU). Todos os procedimentos foram conduzidos de
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acordo com os principios €ticos em pesquisa animal recomendados pelo Conselho Nacional de

Controle de Experimentagio Animal (CONCEA), ap6s aprovagio da Comissdo de Etica na

Utilizacao de Animais (CEUA) da UFU (PROTOCOLO REGISTRO CEUA/UFU 005/18).
Neste estudo, foram utilizados camundongos da linhagem BALB/c machos, com peso

médio de 27,58 gramas (desvio padrao de + 4.135 gramas).

5.4  Avaliagdo dos efeitos farmacologicos anti-inflamatorios

5.4.1 Inflamacao peritoneal induzida por carragenina 1%

Inicialmente, antes da avalia¢do da agdo anti-inflamatoria do extrato aquoso da Eugenia
dysenterica sobre a inflamacdo peritoneal induzida por carragenina (CGN) 1%, foi
padronizado o intervalo de tempo ideal para a coleta do exsudato peritoneal, apds a injecao
intraperitoneal (i.p.) de CGN 1%.

Para a padronizacao, foram utilizados camundongos BALB/c divididos em dois grupos
(G): G1: n =5 animais ¢ G2: n = 4. Ambos os grupos foram tratados, por via oral ( o volume
maximo administrado foi de 1mL/100 g massa corporal) com solucao de carboximetilcelulose
(CBX) 0,5% (veiculo utilizado para a solubilizacdo do extrato) (Figura 4).

A administracdo por via oral foi realizada por meio de canula de gavagem especifica
para camundongos, a qual foi introduzida na boca do animal e, gentilmente, conduzida até o

estomago (Figura 2).

Figura 2. Administragdo por via oral (gavagem)

Fonte: A autora (2019)
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Sessenta minutos apos o tratamento com CBX 0,5%, todos os animais receberam
injecdo i.p. de carragenina 1% solubilizada em solugdo salina (NaCl 0,9%) estéril (200 puL),
utilizando-se seringas para insulina (1,0 mL) e agulhas 13 x 0,45 mm. Apds quatro e seis horas
a injecdo de CGN 1%, os animais dos grupos 1 e 2, respectivamente, foram anestesiados e
mortos por deslocamento cervical. Em seguida, a cavidade peritoneal dos animais foi lavada
com 4 mL de solugdo salina tamponada com fosfatos (PBS: phosphate buffered saline), pH 7,2
(Figura 3). O abdomen foi gentilmente massageado e as células da cavidade peritoneal foram
coletadas por aspira¢do do lavado peritoneal, utilizando-se seringas de 5 mL e agulhas 25 x

0,70 mm.

Figura 3. A pele foi previamente lavada com dalcool 70% e incidida na linha média do abddémen sem o
rompimento do peritonio. Em seguida, foi injetado PBS por via intraperitoneal para a obten¢do do lavado
peritoneal.

Fonte: A autora (2019)

O lavado peritoneal coletado foi centrifugado (120 g, 4°C, 10 minutos) e lavado (1 vez)
com PBS. O sobrenadante (SBN) foi descartado e o sedimento foi diluido (1:100) em liquido

de Turk para a contagem de leucocitos totais em camara de Neubauer.
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- 30 mimitos antes: Jejum hidrico e alimentar

CBX 0.5% CBX 0.5%
V.0, N=5 V.O. N=4
‘ 60 minutos de jejum ’
CGN 1% CGN 1%
200 i (2000 ut) LP. 200 i (2000 ul) LP.

4 horas ' ‘ 6 horas

Anestesia e eutanasia — Coleta de exsudato — 4ml de PBS [1x] /animal
Centrifuga (120g, 4°C, 10 min, 1500 rpm) — Descarte SNB - Cimara de Newbauver

Esfregaco + Limina com coloragio de Pandtipo

Figura 4. Fluxograma da padronizacdo do tempo para a coleta do lavado peritoneal, apds a inje¢do da carragenina

1% (CBX: carboximetilcelulose; CGN: carragenina; V.O.: via oral; .P.: intraperitoneal).

Apos padronizacao do tempo para a coleta do lavado peritoneal, apds a inje¢cao da CGN
1%, investigamos o potencial anti-inflamatorio do extrato aquoso da Eugenia dysenterica
(Figura 5). Camundongos BALB/c foram divididos em quatro grupos (Gl — G4), com 8
animais por grupo (n = 8), e receberam por via oral: G1: CBX 0,5% (grupo negativo para
efeito anti-inflamatorio). G 2, 3 e 4: extrato aquoso das folhas da Eugenia dysenterica nas
concentracdes 100, 550, 1000 mg/Kg, respectivamente (grupos experimentais). Decorridos
sessenta minutos, todos os animais receberam inje¢do i.p. de CGN 1%. Quatro horas apds a
administracdo da CGN, os animais foram anestesiados e mortos para a coleta do lavado
peritoneal. Apos a coleta e a centrifugagdo do lavado peritoneal, os sedimentos foram usados
para as contagens global e diferencial de leucécitos. Uma aliquota do sedimento foi diluida
(1:100) em liquido de Turk para a contagem de leucécitos totais em camara de Neubauer, e
outra aliquota foi usada para preparar esfregagos em lamina de vidro e coloragdo com corante

Panotico (Instant Prov, Newprov, cddigo 1319) para posterior contagem diferencial de
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leucocitos (CUNHA et al., 1989; ORLANDI et al., 2011; PRADO ET AL, 2014; DE
OLIVEIRA et al., 2014).

- 30 minutos antes: Jejum almentar e hidrico

CBX 0,5% E. dysenterica (100 mg/kg) E. dysenterica (350 mg/'kg) E. dvsenterica (1000mg/kg)
V.0. N=8 V.0O. N=8 V.0, N=§ V.O. N=8
' 60 minutos de jejum
CGN 1%

200 ul (2000 ul) LP.

‘ 4 horas com racio e agua disponivel

Anestesia e eutanasia — Coleta de exsudato — 4ml de PBS [1x]/animal

Centrifuga (120g, 4°C, 10 min_ 1500 rpm) — Descarte SNB - Camara de Newbauer

Esfregaco + Lidmina com coloragio de Panotipo

Figura 5. Fluxograma do método utilizado para a contagem de leucdcitos em lavado peritoneal de
camundongos BALB/c (CBX: carboximetilcelulose; CGN: carragenina; V.0.: via oral; LP.:

intraperitoneal).

5.5 Protocolo de eutandsia

Os animais foram anestesiados com xilazina e cetamina (10 e 100 mg/kg, i.p.,
respectivamente) e, apos a sedagdo, foram submetidos a eutandsia por meio de

deslocamento cervical.

5.6 Analise Estatistica

Para todos os calculos estatisticos e confeccdo dos graficos foi utilizado o programa
GraphPad Prism versdao 5.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, EUA). Os dados foram
expressos como a média + S.E.M (erro padrdo da média) ou média = S.D. (desvio padrao). O
teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para verificar se as varidveis
exibiam distribuicdo normal. Foram utilizados o teste ¢ de Student ou ANOVA de uma via,
seguido pelo pos-teste de Bonferroni. Todos os resultados foram considerados estatisticamente

significantes 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: método para inducgdo da inflamacgdo peritoneal

Animais tratados com CBX 0,5% (v.0.) e CGN 1% (i.p.) foram submetidos a eutandsia
apos os intervalos de tempo de 4 e 6 horas. A migragdo leucocitaria para a cavidade peritoneal
foi avaliada como um marcador de inflamacdo peritoneal induzida por CGN 1%. A resposta
inflamatoria peritoneal foi avaliada por meio da contagem de leucocitos totais no exsudato
peritoneal. Ao comparar os intervalos de tempo de 4 e 6 horas, os resultados obtidos
mostraram que o numero de leucocitos totais no infiltrado leucocitario nao foi estatisticamente
diferente apds 4 e 6 horas (Figura 6). Estes resultados possibilitaram a padronizagdo do tempo
igual a 4 horas, apds a inje¢do de CGN 1%, para a coleta dos exsudatos/lavados peritoneais (p

<0,01).
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Figura 6. Padronizacdo da inflamacio peritoneal induzida por carragenina (CGN) 1%. Camundongos
BALB/c foram divididos em 2 grupos (n=2) e tratados por via oral com carboximetilcelulose (CBX) 0,5% (1,0
mL / 100 g). Apds sessenta minutos, 0s animais receberam injegdo intraperitoneal (i.p.) de CGN 1% (200 pL).
Os lavados peritoneais foram coletados apos 4 e 6 horas e utilizados para a contagem de leucdcitos totais em
camara de Neubauer. Os dados estdo expressos como média + S.E.M. A comparacédo entre os grupos CGN 1%,

em cada intervalo de tempo, 4 e 6 horas, foi analisada pelo teste ¢ de Student, (p > 0,05).

6.2  Efeito anti-inflamatorio do extrato aquoso de Eugenia dysenterica

As Figuras 7 e 8 mostram os resultados obtidos na avaliacdo do efeito anti-
inflamatorio do extrato aquoso da Eugenia dysenterica em camundongos BALB/c com
inflamagao peritoneal induzida por CGN 1%.

A Figura 7 representa a contagem de leucocitos totais no lavado peritoneal dos animais
tratados com CBX 0,5% e dos animais experimentais tratados com as diferentes concentracdes
do extrato. Os dados obtidos mostram que a migragdo leucocitaria foi reduzida nos animais
tratados com o extrato aquoso da FEugenia dysenterica, em todas as concentracdes utilizadas

(100, 550, 1000 mg/kg), sendo mais evidente na concentragdo de 550 mg/kg
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Figura 7. Efeito do extrato aquoso das folhas da Eugenia dysenterica sobre a inflamagdo peritoneal
induzida por carragenina. Camundongos BALB/c foram divididos em 4 grupos (n=8) e tratados por via oral
com carboximetilcelulose (CBX) 0,5% (1,0 mL / 100 g) ou com o extrato aquoso das folhas da E. Dysenterica
(100, 550 ¢ 1.000 mg/Kg). Os animais tratados com CBX 0,5% constituiram o grupo controle negativo para
efeito anti-inflamatério. Apos sessenta minutos, os animais receberam injecdo intraperitoneal (i.p.) de CGN 1%
(200 pL). Os lavados peritoneais foram coletados apds 4 horas os tratamentos por via i.p. e utilizados para a
contagem de leucocitos totais. Os dados estdo expressos como média = S.E.M. As comparagdes entre 0s grupos
CBX e E. dysenterica nas diferentes concentragdes foram analisadas utilizando-se ANOVA (one-way analysis

p <0,001).

stk

of variance), seguido do teste de Bonferroni para comparagdes miltiplas (("p < 0,05; “p <0,01; (

Uma vez que o extrato reduziu a migracao leucocitidria em todas as concentracdes,
analisamos as populagdes de leucécitos que poderiam estar diminuidas por meio da contagem
diferencial de leucocitos (Figura 8). Os dados obtidos mostraram que nos animais tratados
com o extrato aquoso das folhas da E. dysenterica, em todas as concentracdes utilizadas,
houve diminuicdo da migracdo de linfocitos, quando as diferentes populagdes de células
(linfocitos, neutrofilos e mondcitos/macrofagos (M®)) foram comparadas aquelas dos animais
tratados com CBX (grupo controle negativo). Além disto, em cada grupo experimental,
independentemente do tratamento, houve predominio da populagdo de linfécitos em relagao a

neutréfilos e monocitos/ M.
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Figura 8. Efeito do extrato aquoso das folhas da Eugenia dysenterica sobre a migraciio diferencial de
leucécitos para a cavidade peritoneal na inflamacio peritoneal induzida por carragenina. Camundongos
BALB/c foram divididos em 4 grupos (n=8) e tratados por via oral com carboximetilcelulose (CBX) 0,5% (1,0
mL / 100 g) ou com o extrato aquoso das folhas da E. dysenterica (100, 550 ¢ 1.000 mg/Kg). Os animais tratados
com CBX 0,5% constituiram o grupo controle negativo para efeito anti-inflamatorio. Apds sessenta minutos, os
animais receberam injecdo intraperitoneal (i.p.) de CGN 1% (200 uL). Os lavados peritoneais foram coletados
apos 4 horas os tratamentos por via i.p. e utilizados para a contagem diferencial de leucdcitos (linfocitos,
neutréfilos e mondceitos/macrofagos (D)). Os dados estdo expressos como média = S.E.M. As comparagdes entre
os grupos CBX e E. dysenterica nas diferentes concentragdes foram analisadas utilizando-se ANOVA (one-way
analysis of variance), seguido do teste de Bonferroni para comparagdes multiplas (*Significincia estatistica entre
Linfécitos e neutréfilos e mondcitos/@ p < 0,001 em cada condi¢io experimental; *Significincia estatistica entre

linfécitos no grupo controle e nos grupos 100, 550 ¢ 1000 mg/mL, p <0,01).+

De acordo com os resultados obtidos, o extrato aquoso das folhas da E. dysenterica
provavelmente possui um potencial anti-inflamatério associado a um efeito de inibicdo da

migracdo de leucdcitos, especialmente linfocitos, para a cavidade peritoneal na inflamagao

induzida por CGN 1%.
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7 DISCUSSAO

No presente estudo, foi utilizado o modelo de peritonite induzida por carragenina
(CGN) 1% para avaliarmos o potencial efeito do extrato aquoso das folhas da espécie E.
dysenterica na inibicdo da migracdo leucocitaria e, assim, demonstrarmos se haveria ou ndo
acao anti-inflamatoria.

A peritonite induzida por CGN em camundongos para avaliar possiveis agdes anti-
inflamatorias ¢ comumente utilizada em estudos (FALCAO et al., 2018; PIRES et al., 2019;
SANTOS et al.,, 2019; SOBEHA et al., 2019;). A CGN ¢ uma substancia indutora de
inflamacdo e promove sintese ¢ liberacdo de prostaglandinas por células inflamatérias, o que
consequentemente leva a migracao de leucocitos para o sitio de inflamagdo. (DA SILVA et al.,
2016).

Em estudo que analisou o efeito da lectina Lonchocarpus, foi utilizada a técnica de
inducdo da inflamagdo peritoneal por meio da inje¢do intraperitoneal de CGN em ratos. Da
mesma forma que o presente estudo, apés 4 horas a administragdo de CGN, os animais foram
mortos ¢ o lavado peritoneal foi colhido para contagens de leucocitos totais e diferencial
(PIRES et al., 2019). Em outro modelo experimental foram avaliados os efeitos anti-
inflamatorias do extrato aquoso de Ipomoea asarifolia, também utilizando-se o método de
peritonite induzida por CGN e, do mesmo modo, os animais foram mortos apos 4 horas a
injecdo de CGN para lavagem peritoneal com solucao salina estéril gelada e posterior coleta
do lavado peritoneal (FURTADO et al., 2016). Portanto, os resultados obtidos neste estudo
acerca da padroniza¢do do método de inducdo da peritonite por CGN 1% em camundongos,
especialmente, o tempo necessario para a coleta do lavado peritoneal, apos a indugdo da
inflamacdo peritoneal, corroboram com as metodologias descritas em outros trabalhos da
literatura.

O processo inflamatoério faz parte do sistema imune e tem a funcdo de defender o
organismo de agentes agressores. Leucocitos, principalmente neutrofilos, monodcitos e
linfécitos, sdo células importantes nessa acao de defesa e sdo capazes de migrar rapidamente
para o foco de inflamagdo com o objetivo de eliminar agentes nocivos, como, por exemplo,
susbstancias irritantes e patdgenos, por meio da fagocitose, bem como da produgdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs), enzimas proteoliticas e proteinas antimicrobianas (COUTINHO

et al., 2009; SANTOS, 2010).
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Neste estudo, os resultados obtidos mostraram que o pré-tratamento (v.0) dos animais
com o extrato aquoso das folhas da E. dysenterica, seguido da inducdo de inflamacao
peritoneal por meio da inje¢do de CGN 1%, reduziu significativamente a migracao
leucocitaria, especialmente de linfocitos, para a cavidade peritoneal. Desta maneira, podemos
sugerir uma possivel acdo anti-inflamatoéria, atribuida ao derivado vegetal utilizado. A referida
acdo pode estar relacionada aos compostos bioativos presentes nas folhas da cagaita, ja
descritos na literatura. Estudos que utilizaram o extrato etanolico das folhas da E. dysenterica
(CECILIO et al., 2012), ou as folhas pulverizadas para a preparagdo de varios derivados
vegetais, a partir de solventes distintos (COUTO et al., 2009), indicaram apresenga de taninos,
flavonoides, terpenos e saponinas nas folhas da planta, sendo taninos e flavonoides os
compostos responsaveis pela maior parte dos compostos fenolicos totais. Em outros estudos,
utilizando o extrato aquoso das folhas da cagaita, também foram encontrados catequinas,
epicatequinas e acido elagico (SOUZA et. al., 2012; ZORZIN, 2014).

Os flavonoides possuem ag¢des anti-inflamatdrias por meio de véarios mecanismos. Estes
compostos influenciam na ativagdo de células imunes, como os linfécitos T e B e neutrofilos;
além disso, inibem a producgdo de citocinas pro-inflamatorias por supressdo da atividade de
fatores de transcrigdo como NF-kB e da via das MAPK (Mitogen Activated Protein Kinases),
incluindo as enzimas ERK e p38 MAPK (SANTOS, 2010). O flavonoide miricitrina
demonstrou inibir (1) a produg@o de prostaglandinas, incluindo PGE2, (2) a producdo de 6xido
nitrico estimulada por LPS, (3) produgdo de citocinas, (4) e os niveis de o6xido nitrico sintase
induzivel e da ciclooxigenase-2 (FALCAO, 2018).

Estudo utilizando extrato metandlico das folhas da espécie FEugenia supraaxillaris
revelou potencial atividade antioxidante, com reducdo da producdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs); inibigdo da atividade enzimatica de ciclooxigenases, principalmente COX-2;
e propriedades anti-inflamatorias, demonstradas em ensaios de edema de pata induzido por
CGN em rato, e de reducdo da migragdo de leucdcitos induzida por CGN na cavidade
peritoneal. Em camundongos, os mesmos autores mostraram atividades antipiréticas e
analgésicas (HEGAZI et al., 2019). Atividades anti-inflamatérias e antioxidantes também
foram observadas com outra espécie do género Eugenia, a Eugenia uniflora. Extrato bruto
obtido a partir das folhas da E. uniflora, utilizando-se acetona e d4gua como solventes (7:3, v/v)
e uma fragdo etil-acetato foram utilizadas para tratamento de camundongos submetidos aos

modelos de peritonite induzida por carragenina para avaliagdo da migragao leucocitaria no
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lavado peritoneal, o qual também foi utilizado para determinagdo da atividade da enzima
mieloperoxidase (MPO) e do conteudo de glutationa total. Os resultados obtidos indicaram que
ambos, o extrato bruto e a fracdo etil-acetato, reduziram a migragdo de leucocitos,
especialmente neutréfilos, e apresentaram atividade antioxidante (FALCAO et al., 2018).
Considerando que semelhancas fitoquimicas e atividades bioldgicas possam ser
compartilhadas entre espécies vegetais do mesmo género, os resultados encontrados em nosso
estudo corroboram, pelo menos em parte, com aqueles obtidos nos estudos supracitados; € isso
refor¢a a necessidade de continuarmos investigando possiveis agdes anti-inflamatérias, bem
como analgésicas, utilizando o extrato aquoso das folhas da E. dysenterica.

Os dados obtidos em nosso estudo permitem sugerir que a E. dysenterica possa ser um
candidato promissor no tratamento de desordens inflamatdrias. Contudo, novos estudos
deverdo ser realizados para a consolida¢do do potencial anti-inflamatério do extrato aquoso

das folhas da E. dysenterica, bem como os possiveis mecanismos envolvidos.
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8 CONCLUSOES

. Na padronizagdao do método de inflamacgao peritoneal induzida por carragenina, ambos
os intervalos de tempo, 4 ¢ 6 horas, foram adequados para a coleta do lavado peritoneal.
Contudo, foi padronizado o tempo de 4 horas para a realizagdo dos experimentos.

. A migragdo de leucocitos totais foi reduzida nos animais tratados com o extrato aquoso
da Eugenia dysenterica, em todas as concentragdes utilizadas (100, 550, 1000 mg/kg).

. Linfocitos foi a populacdo de leucdcitos cuja migragdo para a cavidade peritoneal foi
significativamente reduzida em comparacao ao grupo controle.

. A espécie Eugenia dysenterica provavelmente possui agdo anti-inflamatdria, pelo
menos em condic¢des de peritonite induzida por carragenina.
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