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RESUMO

O Cerrado brasileiro apresenta inumeras espécies de uso popular, incluindo a Annona
crassiflora (AC) da familia Annonaceae. Compostos bioativos, tais como flavonoides, taninos
e alcaloides foram identificados em extratos das folhas, sementes, casca e frutos da A.
crassiflora, os quais foram associados as atividades bactericida, antimaldrica, larvicida,
nematicida, anti-Leishmania, analgésica e anti-inflamatoria. Contudo, ndo ha na literatura
estudos que avaliaram o potencial anti-inflamatério do extrato aquoso das folhas da referida
espécie. Desse modo, o presente estudo teve como objetivo geral investigar os possiveis efeitos
anti-inflamatorios do extrato aquoso liofilizado das folhas da 4. crassiflora (EAAC) utilizando
modelos experimentais in vivo e in vitro, de inflamacdo peritoneal induzida por carragenina
(CGN) e quantificagdo da producdo de oxido nitrico (NO) em sobrenadantes de cultura de
células RAW 264.7, respectivamente. No modelo experimental in vivo, camundongos BALB/c
foram divididos em quatro grupos (G 1 — 4) e tratados por via oral (v.0.) com:
Gl=carboximetilcelulose (CBX) 0,5%; G3=EAAC 30 mg/Kg; G4=EAAC 55 mg/Kg;
G5=EAAC 100 mg/Kg. Apds sessenta minutos, os animais receberam inje¢ao intraperitoneal
(i.p.) de CGN 1% para inducdo da inflamagao peritoneal. Quatro horas apds a injecdo de CGN,
os animais foram anestesiados e mortos por deslocamento cervical. Em seguida, foi feita uma
incisdo no abdomen e 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 leucdcitos. Os resultados obtidos demonstraram que o EAAC, na dose de 30
mg/Kg, reduziu significativamente a migragcao de leucdcitos totais para a cavidade peritoneal,
comparado ao grupo controle tratado apenas com o veiculo CBX 0,5%. Além disto, nessa dose,
houve redu¢do da populacio de mononucleares (monoécitos/macréfagos), mas nao de
neutrdfilos e linfocitos, como observado na contagem diferencial. Nas maiores doses (55 e 100
mg/Kg), o EAAC reduziu as populagdes de neutréfilos e mondcitos/macrofagos, embora ndo
tenha diminuido a migragao leucocitaria total, em relagdo ao grupo controle. Considerando que
o EAAC (30 mg/Kg) reduziu o numero de mondcitos/macréfagos na resposta inflamatdria
peritoneal induzida por CGN 1%, investigamos o seu efeito sobre a produgdo de 6xido nitrico
(NO) em células RAW 264.7. Células RAW 264.7 foram tratadas com meio RPMI somente
(controle) ou com diferentes concentragdes do EAAC (0,488 a 1000,0 pg/mL) por 24 horas e,
em seguida, a produ¢do de NO foi quantificada nos sobrenadantes de cultura por meio do
método de Griess. Os resultados obtidos sugerem que o extrato, nas maiores concentragdes (62

a 1000 pg/mL), tende a induzir a produ¢do de NO de modo dose-dependente, como



demonstrado pela maior quantidade de NO determinada em sobrenadantes das culturas de
células RAW 264.7, embora ndo foram observadas diferencas estatisticamente significantes em
relagdo ao grupo controle. Os resultados obtidos sugerem que o EAAC possui propriedades
anti- ou pro- inflamatérias dose-dependentes, apresentando, portanto, um efeito dual na

modulagdo de respostas inflamatorias.

Palavras chave: Annona crassiflora. Inflamagio peritoneal. Oxido nitrico. Células RAW

264.7.



ABSTRACT

The Brazilian Cerrado has numerous species of popular use, including Annona crassiflora (AC)
from the Annonaceae family. Bioactive compounds such as flavonoids, tannins and alkaloids
were identified in extracts of leaves, seeds, bark and fruits of A. crassiflora, which have been
associated with bactericidal, antimalarial, larvicidal, nematicidal, anti-Leishmanial, analgesic
and anti-inflammatory activities. However, there are no studies in the literature that evaluated
the anti-inflammatory potential of the aqueous extract of the leaves of this species. Thus, the
present study aimed to investigate the possible anti-inflammatory effects of the freeze-dried
aqueous extract of 4. crassiflora leaves (EAAC) using in vivo and in vitro experimental models,
of peritoneal inflammation induced by carrageenan (CGN) and quantification the production of
nitric oxide (NO) in culture supernatants of RAW 264.7 cells, respectively. In the in vivo
experimental model, BALB/c mice were divided into four groups (G 1 - 4) and treated orally
(p.o.) with: G1 = 0.5% carboxymethyl cellulose (CBX); G3 = EAAC 30 mg / kg; G4 = EAAC
55 mg / kg; G5 = EAAC 100 mg / kg. After sixty minutes, the animals received an
intraperitoneal (i.p.) injection of 1% CGN to induce peritoneal inflammation. Four hours after
the CGN injection, the animals were anesthetized and killed by cervical dislocation. Then, an
incision was made in the abdomen and 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 EAAC, at a dose of 30 mg / kg, significantly
reduced the migration of total leukocytes to the peritoneal cavity, compared to the control group
treated only with the 0.5% CBX vehicle. In addition, at this dose, there was a reduction in the
population of mononuclear cells (monocytes / macrophages), but not of neutrophils and
lymphocytes, as observed in the differential count. In the highest doses (55 and 100 mg / kg),
EAAC reduced the populations of neutrophils and monocytes / macrophages, although it did
not decrease the total leukocyte migration, in relation to the control group. Considering that
EAAC (30 mg / kg) reduced the number of monocytes / macrophages in the peritoneal
inflammatory response induced by CGN 1%, we investigated its effect on the production of
nitric oxide (NO) in RAW 264.7 cells. RAW 264.7 cells were treated with RPMI medium only
(control) or with different concentrations of EAAC (0.488 to 1000.0 ug / mL) for 24 hours, and
then NO production was quantified in culture supernatants using the method of Griess. The
results obtained suggest that the extract, in its highest concentrations (62 to 1000 pg / mL),
tends to induce NO production in a dose-dependent manner, as demonstrated by the greater

amount of NO determined in supernatants of the cultures of RAW 264.7 cells, although there



were no statistically significant differences in relation to the control group. The results obtained
suggest that the EAAC has dose-dependent anti- or pro-inflammatory properties, thus

presenting a dual effect on the modulation of inflammatory responses.

Key words: Annona crassiflora. Peritoneal inflammation. Nitric oxide. Macrophage-like.

RAW 264.7.
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1 INTRODUCAO

O Cerrado ¢ um bioma que se estende pelo territério nacional, ocupando areas dos
estados da Bahia, Goias, Maranhdo, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Parana,
Piaui, Sdo Paulo, Tocantins ¢ o Distrito Federal. E o segundo maior bioma brasileiro
abrangendo cerca de 24% da area nacional, sendo que o primeiro ¢ o da Floresta Amazodnica.
O Cerrado constitui um dos 34 hotsposts. Esse termo esta relacionado as areas criticas de
conservagdo ¢ obedece dois conceitos principais, sendo eles, ameaga ¢ endemismo, uma vez
que de suas 12.669 espécies confirmadas, 4.125 sdo endémicas e mesmo com sua importancia
ecoldgica, até 2008, havia perdido cerca de 47,48% da sua cobertura vegetal (COSTA et al.,
2019; FORZZA et al., 2012; KLINK; MACHADO, 2005; MITTERMEIER et al., 2004).

Frutos e derivados de espécies vegetais, presentes no Cerrado brasileiro, ocupam lugar
de destaque na alimentacao da populacao local por possuirem alto teor de aglicares, proteinas,
vitaminas e sais minerais (ALMEIDA; SANO, 1998). Na literatura, nos ultimos anos, t€ém sido
atribuidos as frutas e vegetais propriedades antioxidantes relacionadas a presenca de compostos
fendlicos, como os flavonoides, e a vitamina C (GONCALVES; LAJOLO; GENOVESE, 2010;
MOREIRA-ARAUJO et al., 2019).

O bioma Cerrado possui diversas espécies vegetais com uso popular bem estabelecido
e algumas pertencem a familia Annonaceae, a qual abriga, mundialmente, cerca de 130 géneros
e 2.300 espécies (ARAYA, 2004). O género Annona ¢é reconhecido por incluir espécies
frutiferas, como a Annona crassiflora, Annona squamosa e a Annona muricata, produtoras dos
frutos araticum, fruta do conde e graviola, respectivamente, os quais sao utilizadas no comércio
brasileiro, em diversas receitas, incluindo sucos e sorvetes, além de serem consumidos in natura
(LAGE, 2011; LORENZI; MATOS, 2002).

Espécies pertencentes ao género Amnnona dispdem de compostos bioativos como
flavonoides, taninos e alcaloides. Essas substancias estdo amplamente distribuidas pelo reino
vegetal e possuem atividade anti-inflamatoria cientificamente comprovada (COUTINHO;
MUZITANO; COSTA, 2009). Diversos estudos mostraram atividades antimalarica
(PIMENTA; GARCIA; VALE, 2014), anti-inflamatoria e analgésica (ROCHA et al., 2015),
anti moluscicida (SANTOS; SANT’ANA, 2001) e anti Leishamania (MESQUITA et al., 2005)
em diferentes espécies do género Annona e essas atividades foram atribuidas as diversas
substancias bioativas, incluindo aquelas citadas acima.

Annona crassiflora ¢ uma espécie produtora de metabolitos secundarios bioativos, tais

como os flavonoides, taninos e alcaloides com atividades anti-inflamatorias (COUTINHO;
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MUZITANO; COSTA, 2009). Contudo, até o presente momento, ndo existem trabalhos na
literatura que tenham avaliado o potencial anti-inflamatério do extrato aquoso da referida
espécie. Portanto, investigar possiveis agoes anti-inflamatorias do extrato aquoso liofilizado das
folhas da Annona crassiflora podera fornecer fundamentacao cientifica para a sua utilizagao na

producdo de novos medicamentos uteis no tratamento de desordens inflamatorias.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Annona crassiflora

Araticum, marolo e pinha do cerrado sdo nomes populares da espécie Annona
crassiflora, pertencente a familia Annonaceae. E uma espécie nativa do Cerrado brasileiro e
esta presente nos estados de Minas Gerais, Sao Paulo, Bahia, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso,
Tocantins, Goids, Maranhao, Piaui e Distrito Federal. Classificada como arborea apresentando
de 4 a 8 metros de altura, sendo que sua copa pode chegar a 4 metros de diametro. Seu tronco
¢ tortuoso ou ereto variando entre 20 a 30 cm de didmetro, revestido por casca dspera e corticosa
que ¢ resistente ao fogo. As folhas sdo alternas e simples e suas flores sdo classificadas como
solitarias, axilares e tém pétalas engrossadas e carnosas (ALMEIDA; SANO, 1998; ARRUDA
etal., 2018; LAGE, 2011; LORENZI et al., 2002; UGOLINE, 2012).

As sementes apresentam morfologia do tipo elipticas e achatas de coloragao marrom.
Seus frutos sdo de forma oval ou arredondada, superficies tomentosas, verde quando se
desenvolvem e marrom quando maduros, geralmente, com peso entre 0,5 a 4,5 Kg. A polpa do
fruto é levemente adocicada com coloragdo variando entre branco e amarelo. O florescimento
da Annona crassiflora ocorre, em sua maioria, em outubro a novembro com frutificagdo em
dezembro e com a maturacao dos frutos entre fevereiro e abril. Cerca de 5 a 20 frutos sao
produzidos por uma arvore adulta. Os animais sdo os principais dispersores das sementes, que
ocorrem mais em estagdo chuvosa, entre novembro e marco (ARRUDA et al., 2015, 2018,

2019; LAGE, 2011; SOARES et al., 2009).

2.2 Atividades bioldgicas

Diversos estudos demonstraram em extratos das folhas, sementes, casca e frutos de 4.
crassiflora propriedades farmacolédgicas relacionadas a atividades bactericida (RIBEIRO et al.,
2018), antimalarica (PIMENTA; GARCIA; VALE, 2014), antimutagénica (ROCHA et al.,
2015), larvicida (OMENA et al.,, 2007), moluscocida (SANTOS; SANT’ANA, 2001),
nematicida (MACHADO et al., 2015), anti-Leishmania e trypanocida (MESQUITA et al.,
2005). Esses efeitos estao associados a presenca de compostos bioativos na referida espécie.

Virias acetogeninas foram isoladas do género Annona e demonstraram atividade

antiprotozodria contra L. donovani (RAYNAUD-LE et al., 2004).
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O efeito inseticida de diferentes familias de plantas, encontradas no Cerrado brasileiro,
foi analisado e os resultados mostraram que os extratos etandlicos de sementes da A. glabra,
seguidos de extratos da casca de raiz da A. crassiflora e dos extratos de sementes da A.
squamosa demonstram maior atividade microbicida contra larvas do mosquito 4. aegypti
(OMENA et al., 2007).

O extrato etandlico das folhas da A. Crassiflora demonstrou atividade nematicida contra
Caenorhabditis elegans (MACHADO et al., 2015). O extrato etandlico das folhas da A.
crassiflora também demonstrou efeito bactericida sobre isolados de E. coli e Staphylococcus
spp, sendo que a remoc¢do dos taninos a partir desse extrato, levou a perda de tal efeito,
indicando que esses metabolitos sdo potentes agentes anti-bacterianos (RIBEIRO et al., 2018).

Além das atividades antimicrobianas, estudos utilizando extratos provenientes das
folhas e das sementes da A. crassiflora demonstraram efeitos antiproliferativos em neoplasias
em seres humanos, como em casos de leucemia, melanoma, carcinoma de célon e tumor
cerebral (FORMAGIO et al., 2015). Outro estudo em modelos experimentais in vitro, utilizou
o extrato etanoico da madeira dessa espécie e foi observada atividade antitumoral e toxicidade
em tumores de Ehrlich (MESQUITA et al., 2009).

Atividade analgésica também foi evidenciada em animais tratados com extrato
hidroalcoolico das folhas desidratadas da A. crassiflora. A anélise fitoquimica desse extrato
demonstrou a presenca de um pentatosideo analogo a quercetina, um flavonoide com diversas
propriedades farmacoldgicas, dentre elas, atividade analgésica. Camundongos machos, Swiss e
BALB/c, tratados com o extrato e submetidos a teste de nocicep¢do induzida por formalina
mostraram redu¢do no tempo de lambida da pata, confirmando a a¢do analgésica do extrato
hidroalcoolico (OLIVEIRA et al., 2018). O flavonoide quercetina também foi identificado em
extrato metanoico das folhas secas da A. crassiflora, o qual foi utilizado em modelo
experimental de edema de pata induzido por carragenina. Neste estudo, os resultados mostraram
que o extrato metanoico das folhas da 4. crassiflora possui atividade anti-inflamatoria, pois
houve uma reducgao significativa do edema de pata no grupo tratado com a A. crassiflora, em
relagdo ao grupo controle (ROCHA et al., 2015).

Diante do exposto, ¢ notavel que compostos bioativos, tais como os flavonoides,
taninos e alcaloides, apresentam atividades anti-inflamatorias e muitas espécies vegetais sao
capazes de produzir esses metabolitos secundarios, dentre elas, a A. crassiflora. Neste sentido,
apesar de varios estudos investigarem possiveis propriedades bioldgicas de diversos derivados
vegetais da A. crassiflora, até o presente momento, ainda ndo foi avaliado o potencial anti-

inflamatério do extrato aquoso das folhas da referida espécie.
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2.3 Inflamacio, células e mediadores inflamatorios

A inflamagdo ¢ um processo inerente ao organismo gerada por estimulos nocivos
quimicos, fisicos e biologicos. A principal fungdo de uma resposta inflamatdria ¢ eliminar a
injuria e estabelecer a homeostase do tecido lesionado. A resposta inflamatoria envolve os
componentes plasma, vasos sanguineos, componentes celulares e extracelulares. E
caracterizada por fatores proé e anti-inflamatérios e pode ser classificada como inflamagao aguda
ou cronica (SANTOS et al., 2019; SILVA; MACEDO, 2011).

A inflamac¢do aguda é uma reagao sistémica frente a estimulos locais ou sistémicos. Seu
objetivo ¢ reestabelecer a homeostase e minimizar os danos ao tecido do hospedeiro. Nessa
fase, sdo evidenciados varios efeitos sistémicos como febre ¢ alteracdes hormonais, como ¢ o
caso do cortisol cuja concentragao plasmatica aumenta. No local da injaria é possivel observar
sinais como dor, rubor, aumento de volume e calor (COUTINHO; MUZITANO; COSTA,
2019). Cerca de noventa minutos apos ocorrer a lesdo, os hepatocitos, linfonodos e bago
aumentam a sintese das proteinas de fase aguda, principalmente sob influéncia das interleucinas
(IL) IL-1B, TNF-a e IL-6, liberadas a partir de mastocitos, macrofagos, neutrédfilos, eosinédfilos
e linfécitos. As proteinas de fase aguda, tais como, a proteina C reativa, amildide sérica e
haptoglobina (Hp) funcionam como biomarcadores importantes para monitoracdo da
inflamacao e para diagnostico de alteragdes subclinicas (CARVALHO-FILHO et al., 2019). A
inflamac¢do aguda pode evoluir para a cura ou para a cronificagdo (SANTOS et al., 2019).

Se o processo inflamatorio € persistente, ocorre a liberagdo exagerada de proteases,
espécies reativas de oxigénio e mediadores inflamatoérios. Ainda, histologicamente, havera
aumento de infiltrado inflamatdrio de linfocitos e macrofagos, proliferacdo de vasos sanguineos
e, em alguns casos, necrose e fibrose tecidual. Nesse caso, a inflamacao aguda passa a ser uma
condi¢do cronica. A inflamagdo cronica contribui para diversos distarbios fisioldgicos, como
doencgas neurodegenerativas e neoplasias. Citocinas pro-inflamatérias em altos niveis e 6xido
nitrico (NO) no plasma estdo relacionados a dor em pacientes que se encontram em uma
condic¢do inflamatéria cronica (BACON; OPPENHEIM, 1998; CANETTI et al., 2001; SMITH;
LIZA, 2017).

Diversas células leucocitarias sdo importantes no momento do processo inflamatorio,
dentre elas, os neutrofilos que estdo presentes na corrente sanguinea € quando ha o estimulo
inflamatorio, migram para o local lesionado. Em desordens que h4 o envolvimento de agentes

bacterianos € possivel observar exsudato purulento, constituido por debris celulares, incluindo
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de neutréfilos (PORTH, 2010). A presenca de neutrofilos € caracteristica de inflamagdes
agudas, pois sua migracdo ¢ relativamente rapida, mas pode estar presente também em
desordens cronicas. A persisténcia dessas células no sitio inflamatério por periodo prolongado
pode levar a liberagdo excessiva de proteases e espécies reativas de oxigénio, podendo causar
lesdes aos tecidos adjacentes (LEITE, 2012; SAVILL; HENSON; HASLETT, 1989; SOUSA
et al., 2010).

Além de neutrofilos, no local da inflamagao, ha a presenga de outros leucdcitos, como
os monocitos. Estas células t€ém origem na medula 6ssea e sao distribuidas pelo organismo por
meio da corrente sanguinea. Quando chegam ao tecido lesionado, diferenciam-se em células
fagociticas, os macrofagos. A diferenciacao de macrofagos a partir de mondcitos ¢ influenciada
por diversos fatores, dentre eles, os mediadores presentes no microambiente inflamatdrio
(GEISSMANN et al.; 2010; KUMAR; JACK, 2006). Os macréfagos, em relagdo aos

neutrdfilos, apresentam aparecimento mais lento, no local inflamado (DALE et al., 2008).

2.4 Oxido Nitrico (NO)

O oxido nitrico ¢ um dos varios mediadores produzidos e liberados por células que
participam de uma resposta inflamatoria. O NO ¢ um radical livre e possui caracteristica
lipofilica gasosa, sendo capaz de se difundir através das membranas biologicas. A sintese do
NO envolve a acdo da enzima citoplasmdtica 6xido nitrico sintase (NOS), a qual catalisa a
producdo de NO a partir do aminoacido L-arginina. Existem diferentes isoformas da enzima
NOS. Macrofagos expressam a 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS), cuja sintese ¢ induzida
por estimulos inflamatorios. As outras isoformas sao as enzimas 6xido nitrico sintase endotelial
(eNOS) e neuronal (nNOS), cuja expressdo ¢ constitutiva, ou seja, produzidas em condic¢des
fisiologicas, na auséncia de inflamag¢do, em células endoteliais e neuronais. A iNOS pode ser
ativada em diferentes tipos celulares, incluindo macréfagos e células endoteliais, quando
estimulados por citocinas (ALDERTON et al., 2001; BRUCKDORFER, 2005; LEITE, 2012).

O NO possui diversos efeitos no organismo participando da hiperalgesia, vasodilatacao,
redu¢do da agregagcdo e adesdo plaquetdrias, além de ser citotoxico para determinados
microrganismos e células tumorais. Além disso, 0 NO possui atividade antimicrobiana direta e
¢ capaz de modular a resposta imune do hospedeiro. A exposicdo de macrofagos a agentes
nocivos ou citocinas pro-inflamatérias aumenta a expressdo da iNOS e, consequentemente,
aumenta os niveis de NO produzidos e liberados por essas células. A produgdo excessiva de

NO pode levar a lesao tecidual (FANG; VAZQUEZ-TORRES, 2019; LEITE, 2012; THAO et
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al., 2015; WOTHERSPOON et al., 2004). Dessa forma, a inibi¢cdo da produg¢do persistente de
NO em desordens inflamatdrias representa um beneficio terapéutico.

Em 1879, Johann Peter Griess desenvolveu uma metodologia para quantificagcao do NO
produzido em diferentes modelos experimentais. Apds trés décadas, uma relagdo direta foi
encontrada, por meio da reagdo de Griess, entre a presenca de 6xido nitrico na urina e a
ocorréncia de infecgdo no trato urinario. Esta reacao ficou conhecida como o método de Griess
(CRUICKSHANK; MOYES, 1914; GREEN et al., 1982). Esse método baseia-se na reagao, em
meio acido, entre o nitrito presente na amostra com uma amina aromatica, produzindo um sal
de diazoénio. O sal reage com a 3-hidro-1,2,3,4-tetraidrobenzilquinolina, uma molécula
organica, e resulta em um produto de coloracdo rosea. A intensidade da cor ¢ diretamente
proporcional a concentracdo de NO na amostra e determinada a partir de uma curva padrao de
nitrito previamente construida com concentragdes crescentes de nitrito (LEITE, 2012; TSIKAS,

2006).

2.5 Drogas anti-inflamatdérias

Para o tratamento de desordens inflamatorias, medicamentos convencionais, como anti-
inflamatorios esteroidais e nao esteroidais, sdio comumente utilizados.

Os AINEs sdo capazes de inibir a enzima ciclo oxigenasse (COX), impedindo assim a
formacao de prostaglandinas e tromboxanos. Sao farmacos com eficicia comprovada, mas cujo
uso prolongado esta relacionado a efeitos adversos importantes, tais como cardiovasculares,
gastrointestinais e renais. Os anti-inflamatérios esteroidais mimetizam os efeitos do cortisol
endogeno sobre o tonus da atividade do sistema imunoldgico, reduzindo-o de modo
significativo, ja que sdo utilizados em doses supra fisiologicas, ou seja, doses farmacologicas,
para produzirem, de fato, efeito anti-inflamatorio. Contudo, sdo farmacos que produzem efeitos
metabolicos, sobre o metabolismo de carboidratos, lipideos e proteinas, bem como influenciam
as fungdes de praticamente todos os sistemas organicos. Desse modo, produzem, em paralelo
aos efeitos anti-inflamatdrios, muitos efeitos adversos, incluindo hipertensdo, hiperglicemia,
osteoporose, perda de massa muscular, redistribui¢do da gordura corporal, nanismo, cataratas,
insuficiéncia adrenal e outros (JO et al., 2010; SOFIADIYA et al., 2014).

Nesse sentido, apesar da existéncia de grande arsenal de drogas anti-inflamatorias, ainda
sdo relevantes estudos que possam levar a descoberta de novos agentes com potencial atividade
anti-inflamatoria e menos efeitos adversos. Diversos estudos da literatura apontam que as

plantas podem ser fontes de compostos bioativos com propriedades anti-inflamatorias. Por
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exemplo, compostos que podem reduzir a migragdo de leucécitos, produgdo de citocinais e o
estresse oxidativo em um sitio de inflamacgdo. Vale ressaltar que a diminuicdo do estresse
oxidativo resulta em redugdo da liberagdo de mediadores inflamatérios a partir de células
inflamatérias. Assim, a flora brasileira, incluindo o Cerrado, pode abrigar muitas espécies
vegetais com potencial uso terapéutico no futuro. Os grupos fitoquimicos amplamente
estudados com o intuito de descobrir a¢des anti-inflamatorias e antimicrobianas sdo os
flavonoides, alcaloides e glicosideos (KIM et al., 2012; LAGO et al., 2014; NIJVEDT et al.,
2001; PAN et al., 2013; SANTANA et al., 2016).

2.6 Modelos experimentais para avaliar potencial anti-inflamatorio de novas substancias

Diversos modelos experimentais in vivo € in vitro para investigagdes sobre possiveis
acoes anti-inflamatorias de novos compostos bioativos sao descritos na literatura.

A atividade anti-inflamatéria do extrato etanoico bruto das folhas da Annona
vepretorum por meio de diversos testes, incluindo a contagem de leucocitos totais em exsudato
peritoneal. O estudo utilizou camundongos Swiss tratados com diferentes concentragdes do
extrato (25, 50 e 100 mg/Kg; v.0.) uma hora antes da injecao intraperitoneal (i.p.) de carragenina
1% e, ap6s quatro horas, fez-se a coleta do exsudato peritoneal e a contagem de leucdcitos
totais. Os resultados obtidos mostraram que o extrato etanoico bruto de 4. vepretorum inibiu a
migracao de leucocitos, quando comparada ao grupo controle. A analise fitoquimica do extrato
bruto revelou a presenca de fendis, esteroides, terpenoides e flavonoides (SILVA et al., 2015).

A contagem de leucocitos que avaliou a acdo anti-inflamatoria de fragdes do extrato e
extrato bruto de Eugenia uniflora. Camundongos Swiss foram tratados por via oral (v.0.) com
o extrato bruto e suas fracdes (50, 100 e 200 mg/Kg) e, apos trinta minutos, foram tratados com
0,25 mL de carragenina 1% intraperitoneal (i.p). Apds quatro horas, o exsudato peritoneal foi
coletado e realizada a contagem de leucocitos totais. O tratamento com as diferentes
concentragdes do extrato mostrou inibicdo significativa da migrac¢do de leucocitos em relagao
ao grupo controle (FALCAO et al., 2018).

De modo semelhante, possivel a¢do anti-inflamatéria do extrato hidroalcoolico de
Licania rigida Bents’s foi avaliada por meio da contagem de leucdcitos totais em exsudato
peritoneal. Neste estudo, camundongos Swiss foram tratados com (i) NaCl 0,9%; (ii)
Dexametasona (5 mg/Kg); extrato (25 mg/Kg). Todos os grupos receberam carragenina 1% 1.p.

Apo6s quatro horas, os animais foram mortos e os exsudatos foram coletados. Os resultados
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obtidos mostraram redug¢do do infiltrado leucocitario, sugerindo que a referida espécie possui
efeito anti-inflamatorio (SANTOS et al., 2019).

Diante do exposto, a mensuragao do infiltrado leucocitario em peritonite induzida por
carragenina ¢ um método bem estabelecido na literatura para investigar possivel a¢dao anti-
inflamatéria de derivados vegetais. Com a mesma finalidade, métodos experimentais para
quantificagdo da producdo e/ou liberagdo de mediadores inflamatdrios a partir de células no
sitio de inflamacao ou de linhagens celulares que mimetizam as agdes de células proprias do
organismo animal, também permitem tal investigagao.

Um estudo in vitro utilizando a linhagem Macrophage-like RAW 264.7 avaliou a
atividade anti-inflamatoria de Miliusa balansae, uma planta da familia Annonaceae, por meio
da quantificagdo de NO em sobrenadantes de cultura de células RAW 264.7 estimuladas com
LPS e tratadas com o extrato utilizando o método de Griess. A reduzida produc¢do de NO nessas
condi¢des experimentais sugeriu que o extrato metanoico de M. balansae apresenta efeito anti-
inflamatorio (THAO et al., 2015). Outro estudo, avaliou propriedades anti-inflamatorias do
extrato etanoico da casca do caule de Terminalia catappa em modelo experimental in vitro,
utilizando células Macrophages RAW 264.7, por meio da determinacdo da produgdo de 6xido
nitrico pelo método de Griess. As células foram pré tratadas com diferentes concentracdes do
extrato (5 — 100 mg/Kg) e, em seguida, estimuladas com LPS. O pré tratamento com o extrato
inibiu significativamente a produ¢do de NO induzido por LPS de maneira dose-dependente da
concentracdo do extrato. Contudo, o extrato ndo alterou a produ¢do de NO em células ndo
estimuladas pelo LPS (ABIODUN et al., 2016).

Portanto, uma vez que os métodos acima estdo bem estabelecidos na literatura como
estratégias experimentais para investigar possiveis acgoes anti-inflamatorias de diversos
compostos, o presente estudo utilizou essa metodologia para avaliar possivel atividade anti-

inflamatoria do extrato aquoso das folhas da A. crassiflora.

2.7 Linhagem celular macrophage-like RAW 264.7

Mediadores inflamatdrios, tais como, quimicionas, eicosanoides, histamina,
bradicinina, neuropeptideos € NO sdo produzidos por células inflamatorias teciduais e
circulantes, dentre elas, leucocitos, macrofagos, células endoteliais e fibroblastos intersticiais
J& nos estagios iniciais de uma reac¢do inflamatoria. Os macréfagos participam da producao,

mobilizacdo, ativagdo e regulacdo de células inflamatérias (FUIIWARA; KOBAYASH, 2005).
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Na pesquisa, de modo geral, culturas primarias de leucdcitos tém sido amplamente
utilizadas como instrumentos para avaliacdo de respostas imunologicas sob diferentes
condigdes experimentais. A linhagem macrophage-like RAW 264.7 foi obtida a partir de um
tumor induzido pelo virus da leucemia murina de Abelson e tem sido utilizada em modelos
experimentais in vitro como uma ferramenta para mimetizar as fun¢des de macréfagos
(CORSINI et al., 2011; HUANG; WELLS, 2014; RASCHKE et al., 1978; SMITH; LIZA,
2017).
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3 JUSTIFICATIVA

A espécie A. crassiflora contém flavonoides e outros metabodlitos secunddrios com
atividades bioldgicas diversas descritas na literatura. Contudo, ndo existem trabalhos que
tenham avaliado o potencial anti-inflamatorio do extrato aquoso dessa importante espécie do
Cerrado brasileiro. Portanto, investigar possiveis agdes anti-inflamatdrias do extrato aquoso
liofilizado das folhas da referida espécie em modelos experimentais in vivo e in vitro, podera
fornecer fundamentagdo cientifica para o uso da A. crassiflora na produgdao de novos
medicamentos uteis no tratamento de doengas inflamatérias. Cabe ressaltar que muitas
substancias anti-inflamatérias sdo capazes de diminuir a producdo ou bloquear a agdo de
mediadores algésicos, tais como prostaglandinas, histamina, serotonina e bradicinina; portanto,
ndo ¢ incomum encontrarmos drogas que possuam ambas as atividades farmacologicas,

analgesia e anti-inflamatoria.
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4 OBJETIVOS

4. 1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos farmacolégicos anti-inflamatérios agudos do extrato aquoso
liofilizado das folhas da espécie vegetal Annona crassiflora utilizando modelos experimentais

in vivo € in vitro.

4.2 Objetivos especificos

a) Preparar o extrato aquoso das folhas da Annona crassiflora.

b) Padronizar o método para inducdo da inflamagdo peritoneal com carragenina em
camundongos machos da linhagem BALB/c;

¢) Avaliar a a¢do anti-inflamatoria do extrato aquoso das folhas da Annona crassiflora sobre a
inflamacao peritoneal induzida por carragenina;

d) Quantificar a producdo de 6xido nitrico (NO) produzido por células RAW 264.7 tratadas

com o extrato aquoso das folhas da A. crassiflora.
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5 METODOLOGIA

5.1 Material vegetal

A espécie A. crassiflora, a partir da qual foram coletadas as folhas para a preparagao
do extrato aquoso, foi previamente identificada por bidlogo competente ¢ uma exsicata foi
depositada no herbario da Universidade Federal de Uberlandia (Nuimero de Registro HUFU
73547).

Para a preparagdo do extrato, as folhas da A. crassiflora foram coletadas em campos
de vegetacdo espontdnea em novembro/2018, na Fazenda Santa Rita, em Lassance, MG
(Coordenadas geograficas: Latitude minima: 17°59' 14,3" S; Longitude minima: 44° 44' 425"

W) e, gentilmente, cedidas pelo Prof. Dr. Hudson Armando Nunes Canabrava.

Figura 1. Annona crassiflora. Origem: Fazenda Santa Rita, Lassance, MG. Coordenadas
geograficas: Latitude minima: 17° 59' 14,3" S; Longitude minima: 44° 44' 42,5" W. Fonte: a
autora (2018).

5.2 Obtencao do extrato aquoso

ApOs a colheita, as folhas foram separadas dos galhos e lavadas em agua 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 4gua destilada na proporcdo de 10% (m/v) por 48 horas a temperatura ambiente. O
extrato aquoso obtido foi filtrado em funil contendo algodao e, em seguida, em funil contendo
papel de filtro. Posteriormente, o extrato obtido foi colocado em tubos falcon de 50 mL e
acondicionado a temperatura — 20 °C. Apo6s o congelamento, o extrato foi liofilizado a — 40

°C até a total remocao do contetido de agua. O extrato aquoso liofilizado das folhas da A.
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crassiflora (EAAC) obtido foi pesado e acondicionado em freezer a — 20 °C até a data da

utilizacao.

5.3 Modelo experimental in vivo

5.3.1 Local de execuc¢ao

Os experimentos foram realizados nos Laboratério de Farmacologia de Produtos
Naturais e de Farmacologia Geral do Departamento de Farmacologia do Instituto de Ciéncias
Biomédicas (ICBIM), e nos Laboratérios de Experimentagdo Animal do Biotério Central da
Rede de Biotérios de Roedores (REBIR) da Universidade Federal de Uberlandia (UFU)
(REBIR-UFU).

5.3.2 Animais

Foram utilizados camundongos da linhagem BALB/c machos, pesando entre 20 a 30
gramas. Os animais foram fornecidos pela Rede de Biotérios de Roedores (REBIR) da
Universidade Federal de Uberlandia (UFU). Todos os procedimentos foram conduzidos de
acordo com os principios éticos em pesquisa animal recomendados pelo Conselho Nacional de
Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA), apos aprovagdo da Comissdo de Etica na

Utilizagao de Animais (CEUA) da UFU (PROTOCOLO REGISTRO CEUA/UFU 006/18).

5.3.3 Padronizagdo do tempo para indugdo da inflamagao peritoneal induzida por carragenina
(CGN)

Camundongos BALB/c foram divididos em dois grupos (G1 e G2; n =2 animais/grupo)
e mantidos sob restri¢ao hidrica e alimentar por 30 minutos, antes do inicio dos tratamentos por
via oral. Inicialmente, os animais foram pesados e a massa corporal média dos animais, em cada
grupo, foi utilizada para o célculo das doses orais do veiculo e dos extratos. Em seguida, os
animais, em ambos os grupos, foram tratados com solucdo de carboximetilcelulose (CBX)
0,5%, por via oral (v.0.). Utilizou-se a CBX por ser o veiculo para solubiliza¢do do extrato
aquoso liofilizado das folhas da A. crassiflora. A administragdo por v.o. da CBX (e dos extratos,
posteriormente) foi realizada utilizando-se canula de gavagem especifica para camundongos e

a dose méaxima administrada foi de 1,0 mL/100 g. Sessenta minutos apds os tratamentos, 0s
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animais receberam injecdo intraperitoneal (i.p.) de carragenina (CGN) 1% (200 pL).
Posteriormente, apos 4 e 6 horas, os animais dos grupos G1 e G2 foram submetidos a eutandsia
e a cavidade peritoneal foi lavada com 4 mL de solugdo salina tamponada com fosfatos (PBS:
phosphate buffered saline), 1X, pH 7,2, gelada. O abdomen foi massageado e as cé€lulas da
cavidade peritoneal foram coletadas por aspira¢ao do lavado peritoneal. Apds centrifugacao do
lavado peritoneal (120 g, 4 °C, 8 minutos), os sobrenadantes foram descartados e os sedimentos
foram usados para contagens global e diferencial de leucdcitos. Para a contagem de leucdcitos
totais em camara de Neubauer, uma aliquota do sedimento foi diluida (1:10) em liquido de

Turk.

5.3.4 Indugdo da inflamagao peritoneal por carragenina

Apbs a padronizagdo do tempo para indugdo da inflamagao peritoneal por CGN 1%, foi
investigada possivel agdo anti-inflamatéria do EAAC. Camundongos BALB/c foram divididos
em quatro grupos (G1 a G4; n = 8). Os animais foram pesados e mantidos sob condicdes de
jejum alimentar e restricdo hidrica por 30 minutos, antes dos tratamentos por via oral. Em
seguida, os animais, em cada grupo, receberam os seguintes tratamentos:

G1: CBX 0,5%, (v.0.);

G2: EAAC solubilizado em CBX 0,5%, v.o0., na dose de 30 mg/Kg;
G3: EAAC solubilizado em CBX 0,5%, v.o0., na dose de 55 mg/Kg;
G4: EAAC solubilizado em CBX 0,5%, v.o., na dose de 100 mg/Kg.

ApoOs sessenta minutos, os animais em todos os grupos (G1 a G4) receberam injecao
intraperitoneal (i.p.) de CGN 1%. A CGN ¢ um agente inflamatorio que induz a ativagdo do
sistema complemento e a liberacdo de mediadores inflamatérios (DUTRA et al., 2006; PATIL
et al., 2019). Apos quatro horas a administracdo da CGN 1%, os animais dos grupos G1 a G4
foram anestesiados (Xilazina 10mg/Kg e Cetamina 100mg/Kg) e submetidos a eutanasia por
deslocamento cervical. Em seguida, foi feita uma incisdo no abdémen e a coleta dos exsudatos
peritoneais para as contagens de leucocitos. A contagem de leucécitos totais seguiu o protocolo
descrito no item 3.3.3 (Figura 2). Para a contagem diferencial, uma aliquota dos sedimentos
foi usada para preparar esfregacos em lamina de vidro e, apds coloracdo com corante Panotico

(Instant Prov, Newprov, cddigo 1319), foi realizada a contagem diferencial de leucocitos.
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Figura 2. Fluxograma do modelo experimental in vivo. Fonte: a autora (2019).

5.3.5 Protocolo de eutanasia
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Os animais foram anestesiados com Xilazina e Cetamina (10 e 100 mg/kg, i.p.,
respectivamente) e, apos a sedacdo, foram submetidos a eutandsia por meio de deslocamento

cervical.

5.4 Modelo experimental in vitro

5.4.1 Local de execucao

Os experimentos foram realizados nos laboratorios de pesquisa dos Departamentos de
Farmacologia (Laboratoério de Farmacologia de Produtos Naturais) e de Biofisica (Laboratorio
de Biologia Molecular e Celular), do Instituto de Ciéncias Biomédicas (ICBIM), da
Universidade Federal de Uberlandia (UFU).

5.4.2 Cultura de células da linhagem macrophage-like RAW 264.7

Macrofagos murinos da linhagem macrophage-like RAW 264.7, habitualmente
armazenados em tanque nitrogénio liquido, foram descongelados a temperatura ambiente e
adicionados a tubos falcons com 10 mL de meio RPMI 1640 (Cultilab, Campinas, Brasil;
inativado a 56 °C por 30 min), incompleto (sem soro fetal bovino (SFB)). Em seguida, as células
foram centrifugadas (5 minutos, 1000 g, 4 °C). O sedimento foi ressuspendido em 5 mL de
meio RPMI contendo SFB a 5% (meio completo, RPMI-SFB, suplementado com 25 mM de
HEPES, 2 mM de L-glutamina, 3 mM de bicarbonato de s6dio, antibidticos (penicilina G a 100
U/mL e estreptomicina a 100 pg) (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, EUA) e incubadas em
atmosfera umida de 5% de COza 37 °C. A cultura foi mantida por meio de passagens seriadas,

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

5.4.3 Dosagem de 60xido nitrico (NO) produzido por células RAW 264.7

A dosagem de 6xido nitrico (NO) foi realizada pelo método de Griess (GREEN et al.,
1982). Células RAW 264.7 foram colocadas em placas de cultura contendo 96 pogos (2x10°
células/200uL/poco) e incubadas a 37 °C e 5% de CO; por 24 horas. Em seguida, o meio de
cultura foi removido e as células foram tratadas com o EAAC previamente filtrado em

membrana esterilizante (0,22 um) em diferentes concentragdes (1000, 500, 250, 125, 62.5,
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31.25, 15.625, 7.812, 3.9, 1.953, 0,976 e 0,488 pg/mL). Células cultivadas apenas com meio
RPMI-SFB constituiram os controles negativos de produ¢ao de NO (produg¢ao basal). Apds os
tratamentos, as células foram novamente incubadas a 37 °C e 5% de COz por 24 horas. Apos o
periodo de incubagdo, os sobrenadantes de cultura das células RAW 264.7 (100 puL de
sobrenadante/ poco) foram coletados, adicionados a microplacas de 96 pogos e acrescentados
de 100 pL da solugdo de Griess para a dosagem de NO. 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 comparagao

a uma curva padrao construida com concentragdes de nitrito crescentes de 1,6 a 200 pM.

5.5 Analise estatistica

Para todos os célculos estatisticos e confeccdo dos graficos foi utilizado o programa
GraphPad Prism versdo 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 os testes ¢ de Student ou ANOVA de uma via,
seguido pelo pos-teste de Bonferroni. Todos os resultados foram considerados significativos

para um nivel de p <0,05.
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6 RESULTADOS

6.1 Padronizacao da inflamacio peritoneal induzida por carragenina

Animais tratados com CBX 0,5% (v.0.) e CGN 1% (i.p.) foram mortos ap6s 4 e 6 horas.
A migracao leucocitaria para a cavidade peritoneal foi avaliada como um marcador de
inflamacao peritoneal induzida por CGN 1%. A resposta inflamatoria peritoneal foi avaliada
por meio da contagem de leucocitos totais no exsudato peritoneal. Os resultados obtidos
mostraram que o numero de leucocitos totais no infiltrado leucocitario, cujos exsudatos foram
coletados apos 4 e 6 horas, ndo foram estatisticamente diferentes. Estes resultados
possibilitaram a padronizagdo do tempo igual a 4 horas, ap6s a injecdo de CGN 1%, para a

coleta dos exsudatos peritoneais (p > 0,05) (Figura 3).
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Figura 3. Padronizac¢ao da inflamacao peritoneal induzida por carragenina (CGN) 1%.
Nao houve diferenca estatistica entre os grupos (4 h e 6 h). Os dados estdo expressos como
média = S.E.M. A comparagao entre os grupos CGN 1%, em cada intervalo de tempo, 4 € 6

horas, foi analisada pelo teste ¢ de Student, (p > 0,05).

6.2 Avaliacio in vivo do efeito anti-inflamatorio do extrato aquoso das folhas da Annona

crassiflora

Neste estudo, os resultados obtidos demonstraram que o EAAC, na dose 30 mg/Kg,
reduziu significativamente a migracao de leucdcitos totais para a cavidade peritoneal,

comparado ao grupo controle tratado apenas com o veiculo CBX 0,5%. Todavia, os animais
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tratados com o EAAC nas demais concentragdes nao exibiram diminui¢do do nimero de

leucdcitos totais na cavidade peritoneal (Figura 4).
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Figura 4. Efeito do extrato aquoso das folhas da Annona crassiflora sobre a inflamacao
peritoneal induzida por carragenina. A concentracio 30 mg/Kg do extrato aquoso das
folhas da Annona crassiflora promoveu reducdo do nimero de leucocitos no exsudato
peritoneal, comparado com o grupo controle tratado com carboximetilcelulose 0,5% (CBX).
Os dados estdo expressos como média + S.E.M. As comparagdes entre os grupos CBX e 4.
crassiflora nas diferentes concentracdes foram analisadas utilizando-se ANOVA (one-way

analysis of variance), seguido do teste de Bonferroni para comparag¢des multiplas (“p > 0,05).

Uma vez que houve diminui¢do na migracdo de leucocitos totais em animais tratados
com 30 mg/Kg do extrato da 4. crassiflora, foi realizada a contagem diferencial de leucdcitos
(Figura 5) para identificarmos quais populagdes celulares estariam diminuidas neste grupo.
Além disto, por meio da contagem diferencial também avaliamos alteragdes nas populagdes de
leucdcitos nos demais grupos experimentais.

Os dados obtidos mostraram que, comparado ao grupo controle (CBX), o EAAC (30
mg/Kg) reduziu a migragao de mononucleares (mondcitos e macrofagos) (b), mas nao reduziu,
de maneira estatisticamente significante, as popula¢des de neutrofilos e linfocitos. Nas maiores

doses (55 e 100 mg/Kg), o EAAC foi capaz de reduzir o infiltrado de neutréfilos, embora nao
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tenha diminuido a migracdo leucocitaria total, em relagdo ao grupo controle (a). As analises da
contagem diferencial em cada grupo experimental, mostraram que nos grupos CBX ¢ AC 30
mg/Kg nao houve diferenca entre a migragao de linfocitos e neutréfilos; contudo, nesses grupos,
o numero de neutréfilos foi maior comparado aos mondcitos/macrofagos (&); diferentemente,
nos grupos de animais tratados com as maiores doses (55 e 100 mg/Kg), observou-se
significativo predominio de linfocitos em relagdo aos demais leucdcitos (neutrofilos e
mondcitos/macrofagos) (#); somente no grupo controle (CBX) foi observado predominio de

linfécitos exclusivamente em relagdo aos monodcitos/macrofagos (a) (Figura 5).
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Figura 5. Efeito do extrato aquoso das folhas da Annona crassiflora (AC) sobre a
migracio diferencial de leucocitos na inflamacio peritoneal induzida por carragenina.
Os dados estdo expressos como média = S.D. As comparagdes entre os grupos CGN 1% e A.
crassiflora, nas diferentes concentragdes, foram analisadas utilizando-se ANOVA (one-way
analysis of variance), seguido do teste de Bonferroni para comparagdes multiplas (nivel de
significancia estatistica: p < 0,05). PSignificancia estatistica entre a populagdo de leucocitos
“macréfagos/monocitos” no grupo controle, comparado ao grupo AC 30 mg/Kg.
aSignificancia estatistica entre a populacdao de neutréfilos no grupo controle e os grupos AC
55 e 100 mg/Kg. Significincias estatisticas em cada grupo: ® diferenca entre neutrofilos e

monocitos/macrofagos; #predominio de linfocitos comparado aos neutrofilos e aos
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mondcitos/macrdofagos; *predominio de linfocitos comparado aos mondcitos/macrofagos.

6.3 Efeito do extrato aquoso das folhas da Annona crassiflora na producao de 6xido nitrico

(NO) em células RAW 264.7

Considerando que o EAAC (30 mg/Kg) reduziu o nimero de leucocitos totais,
particularmente, de mondcitos/macrofagos, na resposta inflamatoria peritoneal induzida por
CGN 1%, investigamos o seu efeito sobre a producdo de mediadores inflamatdrios, mais
especificamente, 6xido nitrico (NO), em células RAW 264.7.

Os resultados obtidos sugerem que o extrato tende a induzir a produgdo de NO de modo
dose-dependente, como demonstrado pela maior quantidade de NO determinada em
sobrenadantes das culturas de células RAW 264.7 tratadas com A. crassiflora nas maiores
concentragdes (62 a 1000 pg/mL). Contudo, comparando-se os niveis de NO detectados nos
sobrenadantes de células tratadas com o EAAC e aqueles do grupo controle (células tratadas
apenas com o meio RPMI), ndo foram observadas diferencas estatisticamente significantes

(Figura 6).
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Figura 6. Producao de 6xido nitrico (NO) em células RAW 264.7 tratadas com extrato
aquoso das folhas da Annona crassiflora. Células macrophage-like RAW 264.7 (2x10°
células/200 pL/pogo) foram cultivadas em placas de 96 pogos a 37 °C e 5% de CO> durante 24
horas. Em seguida, as células foram tratadas com diferentes concentra¢des do extrato aquoso

da A. crassiflora por 24 horas. Células tratadas apenas com o meio (RPMI) constituiram o grupo
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controle negativo (produgdo basal) de producao de NO. A producao de 6xido nitrico (NO) foi
quantificada pelo método de Griess nos sobrenadantes das culturas, em cada condi¢do de
tratamento. Os dados estdao expressos como média + S.E.M. de valores da concentragao de NO
(UM) determinados a partir de trés experimentos independentes, realizados em triplicata. As
comparagdes entre 0 grupo controle negativo e os grupos tratados foram analisadas utilizando-

se ANOVA, seguido do teste de Bonferronni para comparagdes multiplas (p > 0,05).
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7 DISCUSSAO

No presente estudo, investigamos possivel atividade anti-inflamatoria do extrato aquoso
das folhas da Annona crassiflora em modelos experimentais in vivo € in vitro.

O modelo de inflamagdo peritoneal induzida por carragenina foi utilizado para
avaliarmos o efeito do extrato aquoso da A. crassiflora em relagdo a migracao leucocitaria.
Varios trabalhos da literatura tém demonstrado efeitos anti-inflamatérios de derivados vegetais
por meio da redugdo da populagdo de neutréfilos em infiltrado inflamatorio peritoneal induzido
por carragenina (ACKERMAN et al., 1980; FALCAO et al., 2018; FURTADO et al., 2016;
PIRES et al., 2019). Em nosso estudo, foram realizadas as contagens total e diferencial de
leucocitos a partir do exsudato inflamatorio induzido por carragenina em cavidade peritoneal
de camundongos machos BALB/c (20g — 30g).

Antes que fosse realizada a avaliacao do efeito do extrato aquoso da A. crassiflora sobre
o infiltrado peritoneal, foi padronizado o tempo de quatro horas entre o estimulo com
carragenina 1% (i.p.) e a eutandsia. Os resultados mostraram que ndo houve diferencga estatistica
na magnitude do infiltrado leucocitdrio na cavidade peritoneal nos intervalos de quatro e seis
horas. Dessa maneira, foi padronizado, a exemplo de outros trabalhos da literatura, o intervalo
de quatro horas apods a injecao i.p. de CGN 1% para a obten¢do do lavado peritoneal e contagem
dos leucdcitos. Em estudo utilizando CGN 1.p. para indugdo de inflamagao peritoneal e posterior
contagem de leucocitos, foi utilizado o intervalo de quatro horas entre a inje¢ao intraperitoneal
de CGN e a eutanasia (LONGHI-BALBINOT et al., 2012), corroborando com os resultados
obtidos na padronizagdo da inflamacao peritoneal induzida por CGN no presente trabalho.

Apo6s a padronizagdo do tempo para inducao da inflamagdo peritoneal com CGN, foi
investigada a agdo do extrato aquoso da A. crassiflora sobre a migracdo leucocitdria para a
cavidade peritoneal, apds injecdo i.p. de CGN. A contagem de leucdcitos totais mostrou que o
EAAC, na menor dose (30 mg/Kg), foi eficiente em reduzir o infiltrado inflamatorio peritoneal
em relagdo ao grupo controle. A partir da contagem de leucocitos totais, analisamos quais
populacdes de células inflamatorias estariam reduzidas por meio da contagem diferencial de
leucdcitos (linfocitos, neutrdfilos, mondceitos/macréfagos). Os resultados obtidos mostraram
redugdo da populagdo de monocitos / macréfagos em exsudatos dos animais tratados com o
EAAC 30 mg/Kg, comparado ao grupo controle. Nos exsudatos dos animais tratados com as
maiores doses (55 e 100 mg/Kg), observou-se reduc¢do de neutrdfilos infiltrantes, embora nao

tenha sido observada reducdo de leucocitos totais. Estes achados sugerem que o EAAC possui
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potencial efeito de reducao da migracdo de leucécitos para a cavidade peritoneal em modelo
experimental de inflamacao induzida por CGN.

Analisando as populacdes de leucocitos dentro de um mesmo grupo, foi constatado que,
no grupo controle a populagdo de linfocitos foi maior que a de mondcitos/macréfagos, mas nao
foi maior que a de neutrofilos e que a populacio de neutrofilos foi maior que a de
monocitos/macréfagos, nesse mesmo grupo. A populagdo de neutrdfilos foi maior que a de
mondcitos/macrofagos no grupo tratado com a dose de 30 mg/Kg do EAAC. Apesar de na
contagem geral as doses de 55 mg/Kg ¢ 100 mg/Kg nao terem sido eficientes em reduzir o
infiltrado inflamatério peritoneal, foi observado que, nesses grupos, houve predominio de
linfocitos em relagdo a neutrofilos € monocitos/macréfagos.

Considerando o efeito do EAAC sobre a reducao do infiltrado de monécitos/macrofagos
na cavidade peritoneal dos animais tratados com a menor dose, investigamos o efeito do extrato
sobre a producdo de 6xido nitrico (NO) por células RAW 264. Os resultados mostraram que
células tratadas com as maiores concentragdes do EAAC exibiram tendéncia a aumentar a
producdo de NO, contudo este efeito ndo foi estatisticamente significante, quando comparado
ao grupo controle (células ndo tratadas com o EAAC).

Estudos anteriormente realizados com extratos de diferentes partes de espécies
pertencentes a familia Annonaceae e ao género Annona, confirmaram o potencial anti-
inflamatério de espécies como a A. reticulata (CHAVAN et al., 2012), A. muricata (DE
SOUSA et al., 2010), A. senegalensis (YEO et al., 2011) e A. sylvatica (FORMAGIO et al.,
2013). OLIVEIRA e colaboradores, no ano de 2018, mostraram que o extrato hidroalcoolico
das folhas da Annona crassiflora, em concentracdes crescentes (0,053 mg/Kg, 0,53 mg/Kg, 5,3
mg/Kg, 53 mg/Kg, 159 mg/Kg e 530 mg/Kg) foi capaz de reduzir o infiltrado inflamatorio
pleural nas contagens total e diferencial de leucocitos, em relagdo ao grupo controle tratado
com LPS intratoracico. Desse modo, os dados obtidos no presente estudo corroboram com
aqueles apresentados em estudos da literatura utilizando derivados vegetais de espécies do
mesmo género da A. crassiflora. Vale destacar que ¢ comum espécies do mesmo género
compartilharem compostos bioativos.

Na contagem diferencial de leucdcitos foi observada reducdo da populacdo de
mondcitos/macrofagos no grupo tratado com a dose de 30 mg/Kg em relagdo ao grupo controle.
Mondcitos e macrdofagos participam do sistema de fagdcitos mononucleares. Constituem um
sistema por possuirem origem comum, morfologia semelhante e capacidade de fagocitar. O
monocito € originado na medula 6ssea, ¢ distribuido ao sistema sanguineo e, depois, aos

diferentes tecidos. Quando chega nos tecidos sofre diferenciagdo e torna-se célula fagocitica
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maior, os macrofagos. O macrofago possui fungdes importantes, dentre elas, a apresentagdo de
antigenos, fagocitose e imunomodulacdo. As células polimorfonucleares, como os neutrofilos,
embora sejam as primeiras a chegarem ao local lesionado, sdo logo acompanhadas dos
mondcitos que se diferenciam em macrofagos. Estas, por sua vez, participam da produgdo de
citocinas, ativagdo e regulacdo de células inflamatorias (FUITWARA; KOBAYASHI, 2005).
Dessa forma, a 0 EAAC pode ter uma acdo anti-inflamatoria dose-dependente relacionada a
ativacdo de monocitos/macréfagos.

Nesse sentido, investigamos o efeito do EAAC sobre a produgao de NO em células
RAW 264.7. Os resultados obtidos mostraram que o EAAC, nas maiores concentracdes, tende
a estimular a produgdo de NO em células RAW 264.7, embora ndo tenhamos evidenciado
diferengas estatisticamente significantes em relagdo ao grupo controle. Estes achados
corroboram com estudo que ao utilizar o extrato das folhas da Annona muricata, espécie do
mesmo género, observou estimulagdo da produgdo de citocinas e de NO, sugerindo, entdo, que
a referida espécie poderia ter efeitos pro-inflamatérios (KIM et al., 2016).

Portanto, diante do exposto, os dados obtidos neste estudo sugerem que o EAAC possui
efeito anti-inflamatdrio por interferir com a capacidade de migragao leucocitaria, especialmente
de mondcitos; e, a0 mesmo tempo, pode interferir com a ativagdo dessas células estimulando a
produgdo de medidores inflamatdrios, tais como 6xido nitrico. Assim, 0o EAAC pode apresentar,

no contexto de uma resposta inflamatoéria, um efeito dual, anti — e pr6 — inflamatorio.
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8 CONCLUSOES

a) Na inflamagao peritoneal induzida por carragenina:

- O EAAC, na dose de 30mg/Kg, reduziu o numero de leucécitos totais em exsudato
inflamatoério peritoneal.

- O EAAC (30mg/Kg) reduziu o infiltrado inflamatoério de mondcitos e macréfagos no
exsudato inflamatério peritoneal.

- O EAAC nas maiores doses (55mg/Kg e 100mg/Kg) reduziu a migracdo de neutréfilos no
exsudato inflamatodrio peritoneal.

b) Na producao de 6xido nitrico (NO) por células RAW 264.7:

- O EAAC apresentou tendéncia a aumentar a produ¢ao de NO em células RAW 264.7 de
modo dose-dependente.

c¢) Considerando os resultados obtidos nos modelos experimentais in vivo e in vitro,
sugerimos que o extrato aquoso da 4. crassiflora apresenta um efeito dual, anti e pro-
inflamatoérios, dose-dependente.
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