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Resumo

O uso de plantas medicinais na terapéutica humana e veterinaria vem crescendo e pesquisas
que comprovam cientificamente os beneficios de derivados vegetais sdao de grande
relevancia. Annona crassiflora ¢ uma espécie vegetal frutifera encontrada tipicamente no
Cerrado brasileiro e pertencente a familia Annonaceae. O fruto ¢ conhecido popularmente
como Araticum. Estudos tém demonstrado atividades bioldgicas importantes da A.
crassiflora, dentre elas agdes antimicrobianas, mediadas por compostos bioativos extraidos
das folhas, sementes, cascas e polpas. Contudo sio escassos dados sobre possivel agdo da
A. crassiflora na infec¢do por Toxoplasma gondii. Nesse sentido, o objetivo geral deste
estudo foi investigar a a¢do do extrato aquoso liofilizado das folhas da 4. crassiflora sobre
a invasao de células RAW 264.7 pelo parasito Toxoplasma gondii. O protozoario T. gondii
¢ 0 agente causador da toxoplasmose, uma doenca geralmente assintomatica, mas associada
a abortos e alteragdes neuroldgicas em casos de prenhez e imunossupressao. Neste estudo,
foram utilizados o extrato aquoso das folhas da A. crassiflora e o clone 2F1 da cepa RH de
Toxoplasma gondii. Foi feita a avaliacdo da citotoxicidade do extrato em células RAW
264.7e, posteriormente, o ensaio de invasdo por 7. gondii nas mesmas células. Os
resultados mostraram que o extrato exibiu citotoxidade apenas na maior concentragdo
testada (1000 pg/mL). No ensaio de invasao das células RAW 264.7 por T. gondii, o extrato
ndo exibiu efeito estatisticamente significante na redug¢do da invasdo, porém mostrou
tendéncia a diminui-la, sugerindo que novos ensaios devam ser realizados a fim de

comprovar possivel acdo antiparasitaria da 4. crassiflora.

Palavras-chave: Annona crassiflora; Toxoplasma gondii; células RAW 264.7



Abstract

The use of medicinal plants in human and veterinary therapy is growing and researches
that scientifically prove the benefits of plant derivatives are of great relevance. Annona
crassiflora is a fruit plant species typically found in the Brazilian Cerrado and belonging
to the Annonaceae family. The fruit is popularly known as Araticum. Studies have
demonstrated important biological activities of A. crassiflora, including antimicrobial
actions, mediated by bioactive compounds extracted from leaves, seeds, barks and pulps.
However, there are few data on the possible action of A. crassiflora on Toxoplasma gondii
infection. In this sense, the general objective of this study was to investigate the action of
the freeze-dried aqueous extract of the leaves of 4. crassiflora on the invasion of RAW
264.7 cells by the parasite Toxoplasma gondii. The protozoan 7. gondii is the causative
agent of toxoplasmosis, a disease that is generally asymptomatic, but associated with
abortions and neurological changes in cases of pregnancy and immunosuppression. In this
study, aqueous extract of A. crassiflora leaves and clone 2F1 of the RH strain of
Toxoplasma gondii were used. The cytotoxicity of the extract was evaluated in RAW 264.7
cells and, subsequently, the 7. gondii invasion assay in the same cells. The results showed
that the extract exhibited cytotoxicity only at the highest concentration tested (1000 pg /
mL). In the 7. gondii RAW 264.7 cell invasion assay, the extract did not exhibit a
statistically significant effect in reducing the invasion, but showed a tendency to decrease
it, suggesting that further assays should be performed in order to prove possible

antiparasitic action of A. crassiflora.

Keywords: Annona crassiflora; Toxoplasma gondii; RAW 264.7 cells
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1 Introducao

A Annona crassiflora, cujo fruto € conhecido popularmente como araticum, ¢ uma
planta pertencente a familia Annonaceae, encontrada principalmente no Cerrado brasileiro
(TELLES, et al., 2003). A literatura tem reportado varias atividades bioldgicas associadas
a diferentes derivados vegetais dessa espécie e de outras da mesma familia, tais como
propriedades  anti-inflamatdrias, analgésicas, antimicrobianas, hepatoprotetoras,
antidiarreicas, antiproliferativas e antimutagénicas, antimalarica, antileishmania e
tripanocida, nematicida, larvicida e moluscicida (ARRUDA E PASTORE, 2019).

As varias atividades biologicas identificadas em diferentes preparagdes da Annona
crassiflora obtidas a partir de suas folhas, casca, raizes e frutos tém sido atribuidas a
compostos bioativos, dentre eles, flavonoides, terpenoides, taninos, saponinas, alcaloides
e acetogeninas (DA COSTA OLIVEIRA et al.,, 2018). Apesar de descritas acdes
antimicrobianas de derivados vegetais da A. crassiflora, até o presente momento, ainda ndo
encontramos muitas pesquisas relacionadas a possiveis efeitos da Annona crassiflora sobre
a infeccdo pelo parasito Toxoplasma gondii.

O T. gondii ¢ distribuido globalmente, sendo um dos parasitos humanos mais
comuns, infectando até um ter¢co da populacdo mundial. (SWIERZY et al., 2017). O
protozoario 7. gondii, pertencente ao filo Apicomplexa, causa a doenga toxoplasmose,
acometendo o homem e alguns outros animais. Esse microrganismo ¢ um parasito
intracelular obrigatdrio, de baixa viruléncia que, na maioria das vezes, causa infec¢des
assintomaticas em individuos imunocompetentes. Na espécie humana, a infec¢do adquire
importancia em dois grupos de alto risco, as mulheres gestantes, podendo causar aborto,
mortalidade neonatal e anormalidades fetais, ¢ os individuos imunocomprometidos,
podendo ser observadas grave morbidade e elevada taxa de mortalidade (LUFT; et al.,
1992; YANG et al., 2017).

Em outras espécies de animais, a infec¢ao por 7. gondii leva a altos indices de aborto
(FTIALHO, TEIXEIRA E ARAUJO, 2009). Segundo Chen et al. (2017), a alta prevaléncia
de T. gondii nos animais pode causar perdas econdmicas consideraveis na producao animal.
Essa ¢ uma das razdes que justificam a importancia dos estudos acerca desse parasito. Os
problemas econdmicos estao, por exemplo, relacionados aos abortos e mortes neonatais em
caprinos e suinos, como relatado por Fialho, Teixeira e Aratjo (2009). Esses autores
também destacam sinais clinicos de inapeténcia, prostragdo, além de acometimento dos

sistemas respiratorio, neuromuscular e gastrintestinal.
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Além disso, a toxoplasmose ¢ uma doenca importante na Medicina Veterinaria
devido a sua ocorréncia em varias outras espécies, como os caes, ovinos, bovideos, equinos,
roedores, aves e, principalmente, por ter a participacdo dos felideos como os tunicos
hospedeiros definitivos do parasito, de acordo com Langoni et al. (2001).

Dessa forma, o objetivo geral desse estudo foi avaliar possiveis agdes do extrato
aquoso da Annona crassiflora no processo de invasao celular (em células RAW 264.7) pelo

parasito Toxoplasma gondii.
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2 Revisao Bibliografica

2.1 Taxonomia e distribuicdo da Annona crassiflora

Annona crassiflora ¢ popularmente conhecida como Araticum, nome dado ao seu
fruto. E uma arvore nativa do cerrado brasileiro, amplamente difundida em todo o bioma
que abrange os estados de Minas Gerais, S0 Paulo, Bahia, Mato Grosso do Sul, Mato
Grosso, Tocantins, Goids, Maranhdo, Piaui, Para e Distrito Federal (COTA et al., 2011,
apud ARRUDA e PASTORE, 2019).

De acordo com a USDA-NRCS (2019), A. crassiflora pertence ao reino Plantae,
sub-dominio Tracheobionta, super divisdo Espermatophyta, divisdo Magnoliophyta, da
classe Magnoliopsida, subclasse Magnoliidae, ordem das Magnoliales, familia Annonacea,

do género Annona L. e por fim, espécie Annona crassiflora Mart.

2.2 Fitoquimica da Annona crassiflora

Estudos tém descrito a presenca de grande diversidade de substancias fitoquimicas,
como carotenoides, tocoferois, folatos e algumas vitaminas no fruto araticum (CARDOSO
et al,, 2013 apud ARRUDA, et al., 2018). Além desses, também foram encontrados
constituintes, tais como os acidos fenolicos protocatecuico, gentisico, clorogénico, cafeico,
coumarico, feralico e, também, catequina, epicatequina, rutina, quercetina, além dos
taninos condensados fenolicos. Os compostos fendlicos do fruto foram localizados
principalmente em sua casca (48,83%). A catequina e a epicatequina foram os principais
compostos da polpa e casca do fruto, enquanto nas sementes os principais compostos
fendlicos foram o acido cafeico, catequina e epicatequina. A esses metabdlitos, foram
atribuidas atividades antioxidantes (ARRUDA et al., 2017, ROESLER et al., 2007 apud
ARRUDA et al., 2018).

No extrato etandlico da casca da A. crassiflora, foram encontrados o acido
clorogénico, a epicatequina, as procianidinas, os cafeoil-hexosideos, quercetina-
glicosideos e o kaempferol, além de compostos bioativos que apresentaram atividades de
a-amilase, a-glicosidase e inibigdo das atividades de glicacdo. Fracdes acetato de etila
apresentaram maior capacidade antioxidante e o n-butanol apresentou atividades inibitorias
contra a-amilase, a-glucosidase e glicagdo, e menor citotoxicidade, quando comparada

com as outras fragcdes do extrato etanolico bruto (JUSTINO et al., 2016).



12

2.3 Propriedades anti-inflamatorias e antinociceptivas da Annona crassiflora

De acordo com Moura et al. (2018), propriedades anti-inflamatorias e
profibrogénicas importantes foram identificadas na casca da Annona crassiflora,
enriquecida com polifenol. Nessa pesquisa, foi usado o extrato etandlico da casca dos
frutos, do qual foram extraidas fragdes de acetato de etila e n-butanol. Identificaram
também varias biomoléculas antioxidantes, como 4cido clorogénico, epicatequina,
procianidinas B2 e CI1, quercetina-glicosideo, kaempferol-rutinosideo, o glucosideo de
kaempferol e o cafeoide-glucosideo. Os potenciais anti-inflamatério, avaliado pela
atividade de neutrofilos e macrofagos, e profibrinogénico foram analisados com base na
cicatrizacdo de feridas cutaneas provocadas experimentalmente em camundongos. Houve
eficicia no tratamento das feridas com a fracao da casca da A. crassiflora enriquecida com
polifenol, em cerca de 4 a 7 dias apos o inicio do tratamento. Observou-se que além do
efeito anti-inflamatorio, houve deposicao de fibras de colageno dos tipos I e I1I nas feridas.
A atividade pro-angiogénica ndo foi comprovada, porém, a 4. crassiflora foi considerada
uma fonte significativa de compostos que promovem a cicatrizagao de feridas.

Da Costa Oliveira e seus colaboradores (2018) avaliaram propriedades analgésicas
e anti-inflamatérias em camundongos Swiss ou Balb/c utilizando fragdes hidroalcodlicas
filtradas (F1) e precipitadas (F2) das folhas da Annona crassiflora ricas em alcaldides,
flavonoides e terpendides. A nocicepgao foi induzida pela inje¢ao intraplantar de formalina
e foi também realizado o teste de desempenho motor baseado em uma haste rotativa (Rota-
rod). Os camundongos Balb/c receberam o tratamento prévio com F1 e F2, seguido da
injecdo intratordcica de carragenina, zimosan, lipopolissacarideo (LPS) e interleucina 8
(IL-8). Nos resultados, a triagem fitoquimica mostrou a presenca de alcaloides na fragao
filtrada, enquanto os flavonoides estavam presentes nas duas fragcdes. Houve uma redugao
significativa no tempo de lambedura de pata em uma segunda fase dos testes, mas ndo
houve redugdo do teste de laténcia do reflexo nociceptivo da cauda e do desempenho motor.
Por fim, o tratamento com F2 inibiu significativamente a neutrofilia induzida por
carragenina, LPS ou IL-8, mas ndo houve resultado positivo sobre o zimosan.

O extrato metandlico das folhas da Annona crassiflora também foi utilizado para
demonstrar potencial anti-inflamatorio e quimiopreventivo. Segundo Rocha et al. (2016),
por meio dos seus flavondides, esse extrato inibiu significativamente a formagao de edema
de pata induzido por carragenina. Nesse experimento, utilizaram-se camundongos Swiss

machos e fémeas submetidos ao tratamento oral com o extrato metanélico de 4. crassiflora
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(ACME) e com o anti-inflamatorio dexametasona por via subcutanea; além disso, na pata
dianteira traseira dos camundongos foi administrada solugdo salina estéril a 0,9%, servindo
como controle. Para avaliar a atividade do ACME em resposta ao edema induzido por
carragenina (aplicada intra-articular), foi mensurada a atividade da mieloperoxidase e os
camundongos foram mortos para avaliacdo dos efeitos do ACME na migracao de células
pleurais e exsudato formado apds o estimulo inflamatério. Também foi avaliada a resposta
de alodinia e observou-se diminui¢do no limiar mecéanico, quando comparado com a
resposta das mesmas patas antes do tratamento. O ACME reduziu significativamente o
aumento dos leucdcitos totais € o aumento nos niveis de proteina induzido pela
administracao de carragenina na cavidade pleural.

Estudos de nocicep¢do demonstraram que a inje¢do intraplantar do peltatosideo
derivado da Annona crassiflora exibiu efeito antinociceptivo (Oliveira et al., 2016). Neste
trabalho, foi utilizado o peltatosideo, um flavonoide (quercetina-3-O-B-D-glucopiranosil
(1—6)-O-a-L-arabindsido) derivado das folhas da Annona crassiflora. Camundongos
Swiss, machos, com 9 semanas de idade, foram induzidos a hiperalgesia pela administragdo
intraplantar de carragenina (Lambda-type carrageenan) e o limiar nociceptivo foi medido
pelo teste de pressdo da pata. O peltatosideo apresentou efeito antinociceptivo trés horas
apos a inducao de hiperalgesia, e aumentou o limiar nociceptivo para 15 minutos com um
pico de agdo em 20 min apos a injecdo intraplantar do peltatosideo em ambas as patas

traseiras.

2.4 Propriedades antimicrobianas da Annona crassiflora

Os efeitos antimicrobianos de diversas plantas do Cerrado, dentre elas a Annona
crassiflora, foram investigados contra Staphylococcus spp. € Escherichia coli, por meio do
método de difusao em agar-disco. O extrato etanolico da Annona crassiflora, rico em
taninos, apresentou antagonismo sobre o crescimento de todas as estirpes de
Staphylococcus spp.

Da Silva et al. (2014) investigaram atividades antimicrobianas in vitro dos extratos
hidroalcoodlicos das plantas Bidens pilosa e Annona crassiflora sobre Sthaphylococcus
aureus resistentes a oxacilina (ORSA). Os extratos foram preparados a partir da casca,
polpa, folha, semente e do caule da Annona crassiflora e foram utilizados os métodos de

difusdo em agar e microdilui¢do em caldo. O estudo demonstrou que a A. crassiflora foi
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ativa contra ORSA ¢ nao houve exibicdo de citotoxicidade contra as células usadas no
modelo in vitro.

Em uma pesquisa realizada por Takahashi et al. (2006), oito plantas brasileiras da
familia das Annonaceae foram avaliadas em relagdo a atividade antibacteriana por meio do
método de difusdo em agar. Foram analisadas as plantas Xylopia frutescens, X. aromatica,
X. amazonica, X. benthamii, Annona ambotay, A. crassiflora, A. muricata e A. cherimolia.
Para estudo da 4. crassiflora foi utilizado o extrato etandlico das sementes e extrato de
hexano das folhas. As bactérias para o ensaio antimicrobiano foram Bacillus subtilis,
Escherichia coli, Micrococcus luteus, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus.
O estudo mostrou que seis extratos (extratos hexanicos de frutos de X. frutescens, extratos
etandlicos de frutos de X. frutescens, madeira de X. amazonica, extrato cloroféormico de X.
amazonica, extrato de benzeno de madeira de A. ambotay e extratos de folhas de 4.
cherimolia) mostraram atividade antibacteriana contra pelo menos um dos organismos
testados, todos sendo ativos contra B. subtilis e trés (extratos etanolicos de frutos de X.
frutescens, extrato de benzeno de madeira de A. ambotay e extrato de folhas de A.
cherimolia) também mostraram atividade contra S. aureus. Os resultados obtidos com a
Annona crassiflora podem estar associados ao contetido de alcaloides e flavonoides nesta

espécie.

2.5 Propriedades hepatoprotetoras exercidas pela Annona crassiflora

Justino et al. (2017) realizaram estudos acerca das propriedades hepatoprotetoras
de uma fracdo enriquecida com polifenol da casca da Annona crassiflora. O estudo utilizou
camundongos Wistar, com diabetes induzido pela inani¢ao por 24 horas, seguida de injecao
intraperitoneal de estreptozotocina. A avaliacdo de pardmetros bioquimicos séricos nesses
animais mostrou aumento de alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase
(AST), y-GT, fosfatase alcalina (FA) e triglicerideos, contudo, apds a administragdo da
fragdo da A. crassiflora houve reducdo da atividade enzimatica da ALT, AST e FA; y-GT
e triglicerideos ndo foram reduzidos. A andlise de marcadores de estresse oxidativo
mostrou que a fracdo enriquecida com polifenol da casca da planta elevou a capacidade
antioxidante hepética, reduziu a peroxidacao lipidica (elevada anteriormente pela diabetes
induzida) e diminuiu o teor de proteina. O mesmo estudo mostrou redu¢do de moléculas

antioxidantes, tais como a catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e superoxido
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dismutase (SOD), enquanto a insulina reduziu apenas o conteido de GPx. Houve ainda
aumento da atividade da glutationa redutase (GR) e, consequentemente, do contetdo de
glutationa reduzida (GSH). Os marcadores de estresse nitrosativo foram avaliados a partir
dos teores hepaticos da enzima 6xido nitrico sintetase induzida (iNOS) e nitrotirosina (N-
Tyr), enzimas estas reduzidas apds o tratamento com a planta nos camundongos diabéticos.
Por fim, foi realizada a analise histoldgica do figado, a qual demonstrou auséncia de

hepatotoxicidade do extrato utilizado.

2.6 Propriedades antidiarreicas do extrato aquoso da Annona crassiflora

Um trabalho realizado por Ferraz et al. (2017) investigou o potencial antidiarreico
do extrato aquoso das folhas da Annona crassiflora (AEAC) em modelo experimental in
vivo com inducdo de diarreia por 6leo de mamona. Foi analisado o efeito da A. crassiflora
sobre a motilidade gastrintestinal e o acimulo de liquido intestinal. Entre os compostos
identificados no extrato foram encontrados flavonoides (incluindo glicosados com hexose,
desoxihexose e pentose), alcaloides, catequina, epicatequina, proantocianidinas, além de
duas séries polimétricas constituidas de procianidina e prodelfinidina. Os resultados
mostraram que o AEAC diminuiu fezes diarreicas e aumentou a distancia percorrida pelo
farelo de carvao vegetal no intestino, indicando efeito procinético do extrato aquoso.
Observaram também que houve reducdao no acimulo de liquido. Dessa forma, concluiram
que o efeito antidiarreico do extrato aquoso da 4. crassiflora decorre da sua capacidade de

inibi¢do da secrecdo intestinal ou de aumentar a absor¢ao no intestino.

2.7 A¢ao antitumoral e anticolinesterasica da Annona crassiflora

Segundo Formagio e colaboradores (2015), muitos membros da Annonaceae sao
usados em medicina popular para tratamento antiparasitario ou antitumoral de doencas
intestinais. Em ensaio para avaliacdo de atividade antiproliferativa in vitro, com linhagens
de células humanas tumorais tratadas com extratos metandlicos das sementes de A.
crassiflora, houve redugdo de 50% no crescimento celular em relacdo as células controle
nao tratadas. Também foi avaliado o parametro de resposta que se relaciona a atividade
inibidora de crescimento, a atividade citostatica, a qual refere-se a concentragao do farmaco
para inibi¢c@o do crescimento total e a atividade citotoxica, que corresponde a concentragdo

suficiente para matar 50% das células. Os resultados obtidos foram que a A. crassiflora
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possui potente atividade antitumoral contra todas as 10 linhagens de células tumorais
testadas.

A andlise fitoquimica revelou a presenca dos compostos acido cafeico, acido
sindpico e rutina no extrato metandlico da A4. crassiflora.

No mesmo estudo, a atividade anticolinesterasica foi mensurada utilizando o
reagente de Ellman, a partir do ensaio de microplaca e do ensaio de cromatografia em
camada fina (TLC). Os extratos foram testados em concentragdes de 1,0-2,0 mg/mL. Com
base nesse ensaio, a porcentagem de inibicdo da AchE pelos extratos variou de 12 a 52%,
com o extrato de semente de A. coriacea apresentando a maior inibi¢do (52%). As folhas
da A. crassiflora apresentaram 22% de inibicdo da AchE e suas sementes, 45%. No TLC,
o resultado foi positivo para os extratos metanolicos extraidos das duas partes da A.

crassiflora.

2.8 Atividade antimutagénica exercida pela Annona crassiflora

Dragano et al. (2010) descreveram a influéncia da ingestdo da polpa da Annona
crassiflora Mart. na modulagdo de processos mutagénicos ou antimutagénicos e sua acao
no estresse oxidativo em modelo experimental in vivo (camundongos adultos Mus
musculus). A polpa da fruta passou por analises quimicas e procedimentos para preparagao
das dietas dos animais. Foram quantificados os teores de umidade, proteina, fibra, glicose,
sacarose, frutose, minerais (potassio, calcio, fésforo, magnésio, manganés, zinco, cobre,
sodio, selénio), além dos niveis lipidicos e do teor calérico da fruta. Consideraram ainda a
A. crassiflora como uma boa fonte de acido ascorbico, carotenos totais e taninos. Apos a
alimentacdo dos camundongos com as dietas experimentais com a polpa da fruta, notaram
que ndo houve efeitos mutagénicos ou antimutagénicos sobre as células da medula dssea
dos animais, mas também ndo causou anormalidades nos niveis séricos de glicose,
triglicerideos e colesterol. Por outro lado, a partir do teste de micronucleo policromatico,
observou-se que o fruto pode potencializar a atividade mutagénica de um agente alquilante

No experimento realizado por Rocha et al. (2016), confirmou-se a agdo
antimutagénica, com importantes atividades de quimioprevencao do extrato metandlico de
A. crassiflora. Para isso, utilizaram o teste de Allium cepa, em que o metanossulfonato de
metila (MMS) foi usado para induzir danos ao DNA, além de um outro modelo utilizando
ensaio de microntcleos com células periféricas de camundongos, no qual a ciclofosfamida

foi usada com o mesmo objetivo do MMS. Nessa etapa do experimento, notou-se redugao
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dos indices mitoticos na Allium cepa e a avaliagdo antimutagénica com camundongos
mostrou percentuais de reducao de danos de 75,00 e 64,58% para os protocolos pré e poOs-

tratamento, respectivamente.

2.9 Ac¢ao antimalarica de fracoes foliares e da madeira da Annona crassiflora

O potencial antimalarico da 4. crassiflora foi confirmado por estudos realizados
por Pimenta et al. (2014). De acordo com os autores, foi detectada a presenca de
acetogeninas, flavonoides e dos alcaloides liriodenina e aterospermidina nas fragdes
foliares e d madeira da 4. crassiflora. Camundongos infectados com Plasmodium berghei
foram tratados com fracdes de madeira e fragdes foliares da A. crassiflora. Os resultados
mostraram que as fragdes de madeira ndo apresentaram atividade antimalarica significativa
e produziu alta toxicidade aos animais, enquanto as fragdes foliares demonstraram um
tempo médio de sobrevida dos camundongos infectados maior, comparado aquele dos
animais ndo tratados. Além disso, a fragdo foliar, enriquecida em flavonodides de baixa
polaridade, foi mais ativa na redugdo da parasitemia e mostrou ser menos toxica que as

fragdes enriquecidas com acetogenina.

2.10 Efeitos antileishmanial e tripanocida da Annona crassiflora

Extratos brutos hexanicos e etanolicos de plantas nativas do cerrado brasileiro,
dentre elas Annona crassiflora, foram avaliados quanto a atividade antileishmania, e
tripanocida em modelo experimental in vitro. O extrato etandlico da casca de raiz da A.
crassiflora exibiu atividade contra a forma promastigota de Leishmania donovani,
enquanto os alcaloides totais mostraram-se ativos contra L. chagasi e contra as formas

amastigotas de Trypanosoma cruzi. (MESQUITA et al., 2005).

2.11 Potencial nematicida da Annona crassiflora

Outros estudos investigam também a atividade da 4. crassiflora sobre nematodeos,
buscando desenvolver produtos que possam substituir e diminuir o uso de nematicidas
sintéticos. De acordo com pesquisas realizadas por Machado e colaboradores (2015), o

parasito Caenorhabditis elegans, utilizado como modelo experimental, sofreu forte
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atividade nematicida do extrato hidroalcoodlico das folhas da Anmnona crassiflora,
especialmente, das fragdes de diclorometano e acetato de etila, que exibiram alta
capacidade de gerar imobilidade nos parasitos. Além disso, foram identificados os
compostos metil éster de acido palmitico, 2-isopropil-5-metilciclohexanol, éster metilico
de acido oleico, éster metilico de acido estearico, quercetina e kaempferol nas fragcdes de

diclorometano, acetato de etila, metanol e fragdo aquosa.

2.12 Exibicao de atividade larvicida da Annona crassiflora

Além dos estudos descritos acima, a Anonna crassiflora foi incluida no grupo de
51 espécies de plantas medicinais brasileiras no estudo de atividades larvicidas contra o
mosquito Aedes aegypti, de acordo com o estudo realizado por Omena et al. (2007). Esses
autores sugeriram que as plantas do género Annona parecem conter componentes
inseticidas altamente ativos e que as maiores atividades foram observadas nos extratos
etandlicos de sementes de 4. glabra, seguidos de extratos etanolicos de casca de raiz de 4.

crassiflora e semente de A. squamosa.

2.13 Potencial moluscicida da Annona crassiflora

A A. crassiflora foi um destaque também em um estudo realizado por Santos e
Sant’Ana (2001), no qual foram evidenciadas propriedades moluscicidas da planta, bem
como outras espécies pertencentes a familia Annonaceae. Nesse trabalho, foram utilizados
extratos etanolicos secos para avaliar a atividade moluscicida contra as formas adultas e
massas de ovos de Biomphalaria glabrata, importante na Esquistossomose. O estudo
concluiu que todas as espécies investigadas possuem atividade moluscicida contra B.
glabrata. Dos vinte e um trechos selecionados, quinze apresentaram atividade contra o
caracol adulto e quatro para massa de ovos de caracol. Além disso, afirmam que a atividade

moluscicida ndo parece estar limitada a alguma parte morfoldgica da planta.

2.14 Genotoxicidade

Vilar, Ferri e Chen-Chen (2011) realizaram uma investigagao da genotoxicidade da

Annona crassiflora a partir do SOS-Indutest para deteccao de agentes genotoxicos e pelo
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teste de Ames, que identifica compostos mutagénicos. Para o estudo, utilizaram o extrato
etandlico da planta e cepas de Escherichia coli e Salmonella typhimurium. Os resultados
ndo revelaram genotoxicidade direta ou mutagenicidade do extrato, mesmo tendo
apresentado um perfil citotoxico, indicando que o extrato etanolico de A. crassiflora pode
potencialmente fornecer compostos bioativos que poderiam ter utilidade para os avangos

na saude.

2.15 Toxoplasma gondii e toxoplasmose

O parasito Toxoplasma gondii € um parasito intracelular obrigatorio causador da
toxoplasmose. 7. gondii pertence ao reino Protista, ao filo Apicomplexa, a classe
Conoidasida, ordem Eucoccidiida, familia Sarcocystidae, género Toxoplasma, e por fim,
espécie T. gondii. (DE SOUZA e BELFORT JR., 2014).

O T. gondii apresenta trés estagios infecciosos: (1) taquizoitos que apresentam
rapida proliferacdo na célula hospedeira, ocorrendo principalmente na fase aguda da
doenga; (2) bradizoitos que se encontram dentro de cistos teciduais sob replicacdo lenta
(fase cronica) por estresse imposto pela resposta imune do hospedeiro; e (3) esporozoitos
liberados a partir de esporocistos contidos em oocistos eliminados nas fezes de felideos
(hospedeiros definitivos), que correspondem as formas infectantes oriundas da reproducao
sexuada do parasito que ocorre no intestino de felideos. A infec¢do por 7. gondii em seres
humanos e outros animais pode ocorrer por (1) transmissao horizontal por ingestdo de agua
ou alimentos contaminados com oocistos (esporozoitos) do ambiente; (2) transmissao
horizontal por ingestdo de carne crua ou mal cozida contendo cistos teciduais (bradizoitos);
(3) transmissao vertical pela passagem transplacentaria de taquizoitos de maes infectadas
para os fetos; ou, também, pode haver transmissdo em (4) transfusdes sanguineas (DUBEY
et al., 1998; ALVARADO-ESQUIVEL et al., 2018).

O ciclo evolutivo desse protozoario apresenta fases sexuada e assexuada de
reproducdo. Na primeira, o hospedeiro definitivo (felideo) ingere oocistos (contendo
esporozoitos), bradizoitos ou taquizoitos, que irdo se desenvolver no intestino do mesmo.
Os esporozoitos ou trofozoitos originardo esquizontes, que formam macrogametas, e
merozoitos, formando microgametas. A partir dai, ¢ originado o ovo (ou zigoto), que ird
formar oocistos e estes podem ser eliminados nas fezes. Essa ultima forma sofre
esporulacdo, liberando esporozoitos, os quais invadem os enterdcitos dos hospedeiros

definitivos ou intermediarios, passando a serem denominados taquizoitos. Na fase
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assexuada, esses taquizoitos se multiplicam e podem infectar novas células, sangue e linfa
do hospedeiro intermediario. Com isso, pode haver formagdo dos bradizoitos, que se
desenvolvem na forma de cistos teciduais, que ficam principalmente em tecido muscular e
nervoso, a partir do momento em que o hospedeiro adquire imunidade.

A toxoplasmose ¢ uma doenca infecciosa sist€émica de carater zoonoético, causada
pelo T. gondii, que pode aparecer de forma assintomadtica ou causar problemas graves,
como abortos e sinais neuroldgicos. No caso de imunossupressdo, os bradizoitos latentes
podem se transformar em taquizoitos, levando a destruicao tecidual necrosante e a doenga
se manifesta (MONTOY A, 2004 apud SWIERZY et al., 2017). E interessante destacar que
o T. gondii causa inflamacdo intestinal pela sua penetragdo e multiplicacdo nos
hospedeiros, o que os leva a quadros de diarreia. De acordo com Arantes et al. (2015),
reagOes inflamatorias intraoculares isoladas podem ser uma manifestacao inicial da
infec¢do por 7. gondii, apresentando coriorretinite.

O tratamento para pacientes que apresentam a doenga com manifestacao clinica de
toxoplasmose ¢ principalmente baseado em uma combinac¢ao de sulfadiazina, pirimetamina
e acido folinico (DE SOUZA et al., 2017). Em medicina veterinaria, os tratamentos
incluem, de acordo com Sousa (2015), fluidoterapia de suporte, manejo para alteracdes
oftalmicas secundarias, antibioticoterapia com, por exemplo, sulfadizina combinada ao
trimetoprim ou clindamicina, e a pirimetamina para os felinos. Esse tratamento ¢
problemadtico, porque os farmacos atuais ndo podem erradicar a infec¢do latente com T.
gondii e podem causar toxicidade & medula 6ssea. Com isso, ¢ de notdria importancia
identificar compostos que ndo induzam diferenciacdo de bradizoitos e que sejam efetivos
contra essas formas do parasito (MURATA et al., 2017).

No segmento de tratamentos utilizando compostos naturais, uma pesquisa realizada
por DOGAN et al. (2017) buscou investigar potenciais atividades antitoxoplasma dos
extratos metanolicos e etandlicos das plantas Centaurea lydia € Phlomis nissolii em uma
cultura de células fibroblastos infectados com trofozoitos de 7. gondii. O estudo utilizou
um grupo controle ndo tratado e linhagens celulares infectadas com o 7. gondii e tratadas
com diferentes concentracdes do extrato das plantas, observando-se os resultados nos dias
7, 14 e 24 ap6s a infecgdo das células com os trofozoitos. O extrato de C. lydia apresentou
atividade marcante contra os trofozoitos de 7. gondii. Por outro lado, resultados acerca do
extrato de P. nissolli ndo foram satisfatorios, pois houve um crescimento no niumero de
trofozoitos de 7. gondii no grupo tratado, indicando auséncia de atividade

antitoxoplasmadtica, e com isso, os autores concluiram que a C. /ydia pode ser um bom
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candidato como medicamento para toxoplasmose, necessitando ainda realizar
experimentos em modelos in vivo. Contudo, até o presente momento, ndo existem estudos
investigando o potencial efeito microbicida da espécie A. crassiflora sobre o protozoario
T. gondii.

Um aspecto importante ¢ também a semelhanga do Toxoplasma gondii com o
Neospora caninum. Ambos sdo protozoarios intracelulares, pertencentes ao filo
Apicomplexa, intimamente relacionados e distribuidos mundialmente (BOJAR e
SZYMANSKA, 2010; DUBEY e SCHARES, 2011 apud SAN MIGUEL et al., 2016). O
Neospora caninum causa uma neuropatia em caes, mostrando uma grande capacidade de
transmissdo vertical também em bovinos e pequenos ruminantes (CAMPERO et al., 2018
apud DELLARUPE et al., 2019). Com isso, estudos acerca do 7. gondii podem ser fontes

para a condugdo de pesquisas relacionadas ao N. caninum.

2.16 Mecanismos de invasiao do Toxoplasma gondii

A invasdo do T. gondii é conduzida pelo sistema motor de actina-miosina do
parasita e ¢ realizado pela liberacdo sequencial de proteinas secretoras de trés organelas
especializadas, as micronemas, as roptrias e os granulos densos (TEO et al., 2006).

De acordo com Carruthers e Boothroyd (2007), para conseguir invadir uma célula
hospedeira, o 7. gondii realiza uma série de acdes sequenciais, até que possa se manter
intracelular. Conforme mostrado na figura 1, ocorre primeiramente a ligacdo inicial, que
envolve o reconhecimento de receptores de superficie pelos SAGs, que sdo antigenos de
superficie. Depois vem a fixac¢do apical, que envolve a implantagdo de MICs, que sdo
proteinas micronemais, € elas acumulam na superficie apical. Logo apds, as proteinas de
juncdo e as proteinas da membrana criam uma liga¢do intima a célula do hospedeiro.
Simultaneamente ou logo depois, as ROPs (roptrias) sdo injetadas no citoplasma
hospedeiro no local da invasdo. A partir dai o parasita penetra ativamente na célula e
invagina na membrana plasmatica. Por fim, ocorre fechamento da estrutura por fissdo e o

parasita fica dentro da célula hospedeira.
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Figura 1. Mecanismo de invasdo do Toxoplasma gondii em células hospedeiras. Fonte:

Carruthers e Boothroyd, 2007.
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3 Justificativa

Diversos estudos demonstraram nos extratos das folhas, sementes, casca e polpa
das frutas da A. crassiflora propriedades relacionadas a atividades bactericida (SILVA
JUNIOR etal.,2014; ROCHA etal., 2015), antimalarica (PIMENTA et al., 2014), larvicida
(OMENA et al., 2007; ROCHA et al., 2015), moluscicida (SANTOS et al., 2001),
nematicida (MACHADO et al, 2015), anti-Leishmania e trypanocida (MESQUITA et al,
2005). No entanto, ainda sdo escassos dados na literatura sobre possiveis efeitos de
derivados vegetais da A. crassiflora sobre a infeccdo por Toxoplasma gondii. Assim,
considerando-se as varias propriedades antimicrobiana e antiparasitaria identificadas para
a espécie A. crassiflora, o presente estudo justifica-se dado o seu potencial para identificar
novos compostos ativos contra o parasito 7. gondii, utilizando-se um derivado vegetal da
espécie A. crassiflora, nativa do Cerrado brasileiro, e de uso popular medicinal. Vale
ressaltar que 7. gondii € um parasito com ampla distribui¢do mundial, que infecta 0 homem
e outros animais, ¢ cuja infec¢do estd associada a abortos, mortalidade neonatal e
anormalidades fetais em casos de prenhez, bem como a grave morbidade e elevada taxa de
mortalidade, em casos de imunossupressdo. Portanto, a descoberta de novas substancias
com agdo antiparasitaria contra 7. gondii € com menos efeitos toxicos, em comparagao aos

farmacos atualmente utilizados, ¢ bastante relevante para a satide humana e animal.
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4 Objetivos

4.1 Objetivo geral

Avaliar a citotoxicidade e a atividade antiparasitaria do extrato aquoso das folhas

da espécie vegetal Annona crassiflora na infeccao de células RAW 264.7 com o clone 2F1

da cepa RH de Toxoplasma gondii.

4.2 Objetivos especificos

Preparar o extrato aquoso das folhas da Annona crassiflora.

Analisar a citotoxicidade do extrato aquoso de Annona crassiflora em células
da linhagem macrophage-like RAW 264.7.

Avaliar o efeito do extrato aquoso da Annona crassiflora na invasao de células

RAW 264.7 por taquizoitas do clone 2F1 da cepa RH de Toxoplasma gondii.
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5 Material e Métodos

5.1 Local de execucio

Os experimentos foram realizados nos laboratdrios de pesquisa dos Departamentos
de Farmacologia (Laboratério 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).

5.2 Material vegetal

Para a realizagcdo da pesquisa utilizando o extrato aquoso das folhas da Annona
crassiflora, previamente, uma amostra da referida espécie foi coletada em campo de
vegetagdo espontanea e, em seguida, identificada por bidlogo qualificado. Posteriormente,
uma exsicata (amostra prensada e dessecada) foi depositada no herbario da Universidade

Federal de Uberlandia (Numero de Registro HUFU 73.547).

5.3 Obtencao do extrato aquoso

Para a preparacdo do extrato aquoso, as folhas da 4. crassiflora foram coletadas em
campos de vegetacdo espontanea em novembro/2018, na Fazenda Pasto Velho em
Lassance, MG (Coordenadas geograficas: Latitude minima: 44° 44' 42,5" W; Longitude
minima: 17° 59' 14,3" S) e, gentilmente, cedidas pelo Prof. Dr. Hudson Armando Nunes
Canabrava. Apos a colheita, as folhas foram separadas dos galhos e lavadas em éagua
corrente e, em seguida, em agua destilada. Apos esse procedimento, as folhas foram
colocadas em estufa a 40 °C durante 48 horas para secagem. Depois de secas, as folhas
foram trituradas em liquidificador e colocadas em provetas contendo dgua destilada na
proporcao de 10% (m/v). A extracgdo foi realizada a temperatura ambiente durante 48 horas.
Posteriormente, o extrato foi duplamente filtrado, primeiramente 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. Apo6s o congelamento, o

extrato foi liofilizado a — 40 °C até a total remog¢ao do contetido de d4gua (FERRAZ et al.,
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2017). O material obtido foi pesado e acondicionado em freezer a — 20 °C até a data da

utilizacao.

Figura 2. Annona crassiflora. Folhas usadas para obtencdo do extrato aquoso de A.

crassiflora. Fonte: o autor.

5.4 Cultura de células da linhagem macrophage-like RAW 264.7

Macrofagos murinos da linhagem macrophage-like RAW 264.7 e células epiteliais
do cérvix uterino humano (linhagem HelLa) foram gentilmente cedidas pelos Profs. Fabio
de Oliveira e Bellisa de Freitas Barbosa, dos Laboratorios de Biologia Molecular e Celular
e Imunofisiologia da Reproducdo, ambos do ICBIM/UFU.

As células foram cultivadas separadamente em frascos de cultura de 25 cm?
contendo meio RPMI 1640 suplementado com 2 mM de L-glutamina, 3 mM de bicarbonato
de sddio, antibioticos (penicilina G a 100 U/mL e estreptomicina a 100 pg/mL) (Sigma
Chemical Co., St Louis, MO, EUA) e 5% de soro bovino fetal (SBF; Cultilab, Campinas,
Brasil; inativado a 56°C / 30 min) (meio completo, RPMI-SBF), em estufa a 37°C e 5% de
CO».

As culturas de células foram mantidas por meio de passagens seriadas a cada dois
dias. No momento do repique, o meio de cultura era descartado e as células lavadas com
meio RPMI sem SBF. Em seguida, a monocamada celular era removida com cell scraper,

as c¢lulas transferidas para tubos falcon de 15 mL e centrifugadas a 400 g por 5 minutos a
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temperatura ambiente. Apds descarte do sobrenadante, as células foram homogeneizadas

em 1 mL de meio a 5% de SBF e distribuidas em frascos novos de cultura.

5.5 Parasitos

Os parasitos taquizoitas 2F1, derivados da cepa RH de Toxoplasma gondii, os quais
sdo derivados da cepa RH e expressam constitutivamente a enzima citoplasmatica P-
galactosidase, foram gentilmente cedidos pelo Prof. Dr. Vern B. Carruthers da Escola de
Medicina da Universidade de Michigan, EUA (TEO et al., 2007). Os parasitos foram
mantidos por passagens seriadas, a intervalos regulares de 48 horas, em células da linhagem
HeLa, cultivadas em meio RPMI 1640 suplementado com 25 mM de HEPES, 2 mM de L-
glutamina, 3 mM de bicarbonato de sdédio, antibidticos (penicilina G a 100 U/mL e
estreptomicina a 100 pg/mL) (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, EUA) e 2% de soro
bovino fetal (SBF; Cultilab, Campinas, Brasil; inativado a 56°C / 30 min) (meio completo,
RPMI-SBF), em estufa a 37°C ¢ 5% de CO..

Quando a maioria das células infectadas em cultura estava lisada pelo parasito, o
meio contendo taquizoitos livres foi centrifugado a 400 g, por 5 minutos a temperatura
ambiente e, em seguida, o sobrenadante foi descartado e os parasitos foram
homogeneizados em meio RPMI a 2% de SBF e distribuidos em novos frascos com células

ndo infectadas.

5.6 Ensaio de citotoxicidade do extrato aquoso das folhas da Annona crassiflora

em células RAW 264.7

O efeito de citotoxicidade do extrato aquoso da A. crassiflora em macréfagos
murinos (linhagem macrophage-like RAW 264.7) foi avaliado por meio de um ensaio
colorimétrico, baseado na oxidacdo mitocondrial do reagente MTT (tetrazolio de
metiltiazol; Sigma) (MOSMANN, 1983). Células RAW 264.7 foram removidas dos
frascos de cultura utilizando-se cell scraper e centrifugadas a 400 g, por 5 minutos, a
temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado e o sedimento de células
homogeneizado em meio RPMI a 5% de SBF. Em seguida, uma aliquota (20 puL) foi
misturada com igual volume do corante vital Azul de Tripam 0,4% (Sigma Chemical Co.,
Brasil) para a contagem de células vidveis em cAmara de Neubauer. Uma suspensdo a 1x10°

c¢lulas/mL foi, entdo, preparada em meio RPMI-SBF 5%. Posteriormente, as células foram
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cultivadas em placas de 96 pogos (2x10* células/200uL/poco) overnight (18 h) a 37° em
atmosfera umida de 5% de CO,. Em seguida, ap6s remog¢ao do meio de cultura, as células
foram tratadas (200 pL/pogo) com: (1) concentragdes crescentes do extrato aquoso de
Annona crassiflora (0,487 a 1000 pg/mL); (2) meio RPMI com 5% de SBF (grupo controle
de viabilidade celular igual a 100%) e incubadas em estufa a 37°C e 5% de CO: por 24
horas. Apds o periodo de tratamento, os sobrenadantes das culturas foram descartados e as
células foram lavadas e pulsadas com 200 pulL/poco de MTT (Thiazolyl Blue Tetrazolium
Bromide, Sigma Chemical Co.) a 0,5 mg/mL (100 ug MTT/200 uL/pogo) em meio RPMI
com 5% de SBF e permaneceram nas mesmas condic¢des de cultura por quatro horas. Em
seguida, os sobrenadantes foram removidos e os cristais de formazan (particulas insoluveis
de coloracdo roxa produzidas por células viaveis ao metabolizarem o reagente MTT) foram
solubilizados com 100 pL/pogo de alcool propilico puro. A leitura da densidade Optica
(DO) foi realizada a 570 nm em leitor de placas (Titertek Multi skan Plus, Flow
Laboratories, Mc Lean, EUA). Os resultados foram expressos como porcentagem da
viabilidade celular em relacdo ao controle. Este ensaio foi realizado quatro vezes em

sextuplicata.

5.7 Ensaio de invasao de 7. gondii em células RAW 264.7

O ensaio de invasao foi realizado de acordo com Teo et al. (2007). Células RAW
264.7 em meio RPMI a 5% de SBF (2x10* células/200uL/poco) foram plaqueadas em
microplacas de 96 pocos e incubadas em atmosfera imida a 37 °C e 5% de CO- durante 3
horas. Em seguida, apds remocdo do meio de cultura, as células foram tratadas com
concentragdes crescentes do extrato aquoso da Annona crassiflora, (0,487 a 500 pg/mL) e
mantidas a 37 °C e 5% de CO; overnight (18 h). Como controle, células RAW 264.7 foram
tratadas apenas com meio RPMI a 5% de SBF. Apds o periodo de tratamento, os
sobrenadantes foram descartados, as c€lulas foram lavadas com solugdo salina tamponada
com fosfatos (PBS: phosphate buffered saline; 1x), pH 7,2 e, em seguida, infectadas com
taquizoitos da cepa RH de T. gondii, na propor¢ao de 5 parasitos por célula (5:1), ou seja,
1x10° parasitos/200 pL/pogo, em meio RPMI a 2% de SBF e incubadas durante 3 horas
em estufa a 37 °C e 5% de CO». Posteriormente, o meio de cultura contendo parasitos
remanescentes, que nao invadiram as células, foi removido e as células foram lavadas seis
vezes com PBS contendo 1 mM de CaCl, e 1 mM de MgCla, sob agitagdo por dois minutos.
Ap6s as lavagens, foram adicionados 100 pL/pogo de tampao de lise (100 mM HEPES pH
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8,0, ImM MgSOs4, 0,1% triton x-100, 5 mM ditiotreitiol) gelado e as células foram
incubadas por 15 min a temperatura ambiente. Em seguida, foram adicionados 160
uL/poco do tampao de ensaio (100 mM tampao fosfato pH 7,3, 102 mM B-mercaptoetanol,
9 mM MgClh) e 40 upL/poco de CPRG 3mM (clorofenol vermelho [-D-
galactopiranosideo). Em seguida, a placa foi mantida no escuro, a temperatura ambiente,
overnight. Ao final da reacgdo, foi realizada a leitura da densidade dptica (DO) em leitora
de microplaca (Titertek Multi skan Plus, Flow Laboratories, Mc Lean, EUA) em 570 nm.

Paralelamente, foi construida uma curva padrao em duplicata, por meio de dilui¢des
seriadas, de taquizoitos de T. gondii, a partir de uma suspensio de parasitos a 2x10°
parasitos/50 pL/pogo. A curva padrdo também foram adicionadas as solugdes tampao de
lise, tampao de ensaio e o substrato CPRG e a DO foi mensurada a 570 nm.

Ap6s a lise celular, os parasitos da cepa RH de 7. gondii livres no sobrenadante,
foram expostos ao reagente CPRG. A enzima [-galactosidase, expressa pelos taquizoitos
dessa cepa, converte o substrato CPRG de coloragdo amarelo-laranja em galactose e o
cromoforo vermelho clorofenol, desenvolvendo-se uma coloragdo vermelho-escuro no
meio. A intensidade de cor corresponde, portanto, a atividade enzimatica da f-
galactosidase e constitui uma medida indireta para determinagdo quantitativa de parasitos
em cada condi¢do experimental.

Trés experimentos independentes foram realizados em triplicata. Os resultados foram

expressos como o nimero de taquizoitos/condi¢ao experimental em relagao a curva padrao.

5.8 Analise estatistica

Para todos os calculos estatisticos e confec¢ao dos graficos foi utilizado o programa
GraphPad Prism versao 5.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, EUA). Os dados foram
expressos como a média = S.E.M (erro padrao da média). O teste de Kolmogorov-Smirnov
foi utilizado para avaliar se os dados obtidos, em cada modelo experimental, seguiam
distribuicdo normal. Diferencgas entre células tratadas e controle foram analisadas pelo teste
paramétrico ANOVA (one-way analysis of variance), seguido do teste de comparagdo
multipla de Bonferroni ou, quando as variaveis ndo exibiram distribui¢do normal, pelo teste
nao paramétrico de Kurskal-Wallis. Comparagdes entre dois grupos experimentais foram
analisadas pelo teste ¢ de Student. Todos os resultados foram considerados significativos

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

6.1 Annona crassiflora e citotoxicidade em células RAW 264.7

Antes de investigar o efeito do extrato aquoso da A. crassiflora sobre a invasao de
T. gondii em células RAW 264.7, avaliamos possivel citotoxicidade do extrato sobre essa
linhagem celular.

Células RAW 264.7 foram, entdo, tratadas com diferentes concentracdes do extrato
(0,487 a 1000 pg/mL) para determinarmos as concentracdes subtoxicas que seriam
utilizadas nos ensaios de invasdo. A citotoxicidade do extrato em células RAW 264.7 foi
avaliada por meio do método de conversdo de MTT, determinando-se a viabilidade celular,
em porcentagem, comparada ao controle (Figura 3). Os resultados obtidos mostraram que
o0 extrato aquoso da 4. crassiflora ndo apresentou efeitos citotdxicos sobre as células RAW
264.7, exceto na maior concentracdo utilizada (1000 pg/mL), com diferenca
estatisticamente significante em relagdo ao controle (p < 0,05). Ao contrario, os resultados
obtidos sugerem efeito proliferativo dose - dependente como demonstrado pela maior
viabilidade nas células tratadas com as concentragdes 31,25 a 250,0 pg/ml do extrato,
embora estes dados ndo tenham apresentado diferencas estatisticamente significantes em

relacdo ao controle.
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Figura 3. Viabilidade celular de células RAW 264.7 tratadas com o extrato aquoso da
Annona crassiflora. Células macrophage-like RAW 264.7 (2x10* células/200 uL/pogo)
foram cultivadas em placas de 96 pogos a 37 °C e 5% de CO: overnight. Em seguida, as
células foram tratadas com diferentes concentragdes do extrato aquoso da A. crassiflora
(0,487 a 1.000 pg/mL). As células ndo tratadas com o extrato (concentracdo = 0 pg/mL)
constituiram o grupo controle, com 100% de viabilidade. A viabilidade celular foi analisada
pelo método de conversdo de MTT (tetrazélio de metiltiazol). Os dados estdo expressos
como média + S.E.M. de quatro experimentos independentes, realizados em sextuplicata.

As comparagdes entre células tratadas com as diferentes concentragdes do extrato e o grupo
controle ndo tratado foram analisadas utilizando-se ANOVA, seguido do teste de

Bonferroni para comparacdes multiplas (*p < 0,05).

6.2 Annona crassiflora e invasao de células RAW pelo parasito 7. gondii

As células RAW 264.7 sao uma linhagem de células imortalizadas semelhantes a
mondcitos/macrofagos, a qual estd bem estabelecida na literatura como um modelo para
estudos que avaliam as funcdes fenotipicas e funcionais de macréfagos. De modo geral,
macrofagos sdo células fagociticas e produtoras de 6xido nitrico (NO) (TACIAK, et al.,

2018). Ao contrario, células HeLa, nao sdo fagocitos profissionais, embora sob condi¢des
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experimentais especificas possam realizar fagocitose (SHEPARD, 2014; JONES et al.,
1981). Diante disto, antes de iniciarmos os ensaios de invasdo de 7. gondii em células RAW
264.7 tratadas com o extrato da 4. crassiflora, comparamos a infec¢do dessa linhagem com
a de células HeLa, ambas ndo tratadas com o extrato, porém sob as mesmas condigdes
experimentais que seriam utilizadas no ensaio de invasdao. O objetivo desta andlise
preliminar foi analisar se a taxa de parasitos em células RAW seria significativamente
maior em relacdo as células HelLa, dado que poderia sugerir a fagocitose dos taquizoitos
pelas células RAW, ao invés de invasao. Os resultados obtidos sugerem que, nas condigdes
experimentais utilizadas no ensaio de invasdo, houve invasdo e ndo fagocitose dos
taquizoitos em células RAW, uma vez que ndo foi observada diferenca estatisticamente
significante entre o numero de taquizoitas encontrado em ambas as linhagens celulares

(Figura 4).
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Figura 4. Células HeLa e RAW infectadas com o Toxoplasma gondii. Células RAW
264.7 e HeLa (2x10* células/200uL/pogo) em meio RPMI a 5% de SBF foram plaqueadas
em microplaca de 96 pocos e mantidas a 37 °C e 5% de CO; overnight (18 h). Em seguida,
as células foram infectadas com taquizoitos da cepa RH de 7. gondii, (5 parasitos por
célula) e mantidas a 37 °C e 5% de CO». Apds 3 horas, as células foram lavadas e lisadas
com tampao especifico. A quantificacao dos parasitos, em cada condi¢cdo experimental,
foi determinada por reagdo colorimétrica, utilizando-se o cromégeno CPRG (clorofenol

vermelho -D-galactopiranosideo) e leitura da densidade dptica a 570 nm, comparando-
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se os dados obtidos a uma curva-padrao. Os dados estao expressos como média + S.E.M
de trés experimentos independentes realizados em sextuplicata. As comparagdes entre o
numero de parasitos em células HeLa ¢ RAW foram analisadas utilizando-se o teste ¢ de
Student (p > 0,05).

Para verificarmos o efeito do extrato aquoso da 4. crassiflora no processo de
invasao de células RAW 264.7 por taquizoitos de 7. gondii, as células foram tratadas com
as concentragdes subtoxicas (0,487 a 500 ug/mL) do extrato, determinadas no ensaio de
MTT.

Comparagdes entre o nimero de taquizoitos nas células controle e células tratadas
com o extrato, em todas as concentragdes utilizadas, sugerem que e o extrato inibiu a
invasdo de 7. gondii em células RAW 264.7. Contudo, estes dados niao foram

estatisticamente significantes (Figura 5).
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Figura 5. Efeito do extrato aquoso das folhas da Annona crassiflora na invasao de 7.
gondii em células RAW 264.7. Células RAW 264.7 (2x10* células/200uL/pogo) foram
tratadas com concentragdes crescentes do extrato aquoso da Annona crassiflora, (0,487 a
500 pg/mL) e mantidas a 37 °C e 5% de COz overnight (18 h). Como controle, células
RAW 264.7 foram tratadas apenas com meio RPMI a 5% de SBF (concentracdo = 0
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pg/mL). Em seguida, as células foram infectadas com taquizoitos da cepa RH de T.
gondii, (5 parasitos por célula) e mantidas a 37 °C e 5% de CO,. Apo6s 3 horas, as células
foram lavadas e lisadas com tampao especifico. A quantificagdo dos parasitos, em cada
condi¢do experimental, foi determinada por reagdo colorimétrica, utilizando-se o
cromégeno CPRG (clorofenol vermelho B-D-galactopiranosideo) e leitura da densidade
optica a 570 nm, comparando-se os dados obtidos a uma curva-padrao. Os dados estdo
expressos como média £+ S.E.M de trés experimentos independentes realizados em
triplicata. As comparagdes entre células tratadas com as diferentes concentragdes do extrato

e 0 grupo controle foram analisadas utilizando-se o teste de Kurskal-Wallis (p > 0,05).

A Figura 6 ilustra uma microplaca representativa dos trés experimentos do ensaio

de invasao de 7. gondii em células RAW 264.7.

Figura 6. Microplaca ilustrativa da reacido colorimétrica do ensaio de invasido de
taquizoitos de 7. gondii em células RAW 264.7. Colunas 2 a 12, linhas A, B, C: c¢lulas
RAW 264.7 + extrato A. crassiflora (500,0 a 0,487 pg/mL) + T. gondii (1x10°
parasitos/po¢o). Colunas 1 a 6, linha D: células RAW 264.7 + T. gondii (1x10°
parasitos/pogo). Colunas 7 a 11, linha D: células HeLa + T. gondii (1x10° parasitos/pogo).
Colunas 1 a6 e 7 all,linha E: células RAW 264.7 ¢ HeLa, respectivamente. Colunas 1
a 12, linhas G e H: curva — padrdo, em duplicata, de taquizoitos em quantidades/poco
decrescentes. A intensidade de cor desenvolvida ¢ diretamente proporcional ao nimero de

taquizoitos/poco. Fonte: o autor.
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7 Discussao

No presente estudo, avaliou-se o efeito do extrato aquoso da Annona crassiflora
sobre a invasao de taquizoitos de Toxoplasma gondii (cepa RH) em células RAW 264.7.

Inicialmente, foi realizado o ensaio de MTT (tetrazélio de metiltiazol) para
investigar possivel efeito citotoxico do extrato aquoso da A. crassiflora em células da
linhagem RAW 264.7. Os resultados obtidos mostraram viabilidade celular reduzida em
células RAW tratadas com a maior concentracao do extrato (1.000 ug/mL), indicando,
portanto, efeito citotoxico. Ao contrario, em concentragdes mais baixas (31,25 a 250,0
pg/ml) houve uma tendéncia a indugao de proliferacdo celular, embora este efeito nao tenha
sido estatisticamente significante. Assim, novos experimentos precisam ser realizados para
avaliarmos esta possivel acdo do extrato aquoso da A. crassiflora. Vale ressaltar que o
método do MTT para avaliar viabilidade e proliferacao celular estd bem estabelecido na
literatura, produzindo resultados reprodutiveis e confiaveis (BENOV, 2019).

Em estudo realizado por Hien e colaboradores (2015), o efeito antitumoral de varios
compostos derivados do fruto da Annona glabra foi avaliado. Foram utilizadas nove
fragdes do extrato do fruto seco. Os efeitos dos nove compostos sobre o crescimento de
células cancerosas humanas foram determinados a partir da mensuragdo da atividade
citotoxica utilizando-se o método do MTT. Os resultados obtidos mostraram que dois dos
nove compostos apresentaram atividades citotoxicas moderadas contra a linhagem de
células estudada, e uma das fragdes apresentou forte ag¢do citotoxica, acdo essa que foi
confirmada a partir de outras analises, as quais apontaram efeito significativo de apoptose
nas células tumorais. Esses dados associados aos obtidos em nosso estudo indicam que
espécies do género Annona exibem efeitos citotoxicos e podem ser fonte de compostos
bioativos com agdes sobre células neoplasicas.

Neste estudo, a analise da viabilidade celular em células RAW tratadas com
diferentes concentragdes do extrato da 4. crassiflora, permitiu determinar as concentragdes
subtoxicas do extrato, as quais seriam utilizadas nos ensaios de invasdo das células com 7.
gondii.

Em um estudo abrangente de revisdo bibliogréfica realizado por Arruda e Pastore
(2019), foram descritas diversas atividades antiparasitarias da Annona crassiflora.
Mesquita et al. (2005), apud Arruda e Pastore (2019), avaliaram o efeito dos hexanos e
extratos etanolicos da Annona crassiflora em tripomastigotas de Trypanosoma cruzi e

promastigotas de Leishmania donovani e mostrarm que extratos etanolicos da casca e da
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madeira de raiz foram mais ativos contra 7. cruzi € L. donovani e, ainda, que L. donovani
foi mais sensivel aos extratos, quando comparado ao 7. cruzi. Outro estudo verificou efeito
microbicida da 4. crassiflora sobre Sthaphylococcus aureus resistentes a oxacilina e
atribuiu este efeito aos alcaloides, flavonoides, taninos e saponinas encontrados em analies
fitoquimicas (Silva et al., 2014).

Além disso, os estudos citados na revisdo bibliografica referentes a acao larvicida,
moluscicida, nematicida e antimalérica de diferentes compostos vegetais também indicam
atividades microbicidas importantes, que podem estar relacionadas a atividade de
compostos bioativos encontrados na Annona crassiflora.

Os efeitos antimicrobianos descritos na literatura em estudos utilizando derivados
vegetais da 4. crassiflora, instigaram-nos a investigar possivel efeito do extrato aquoso da
folha da referida espécie na infecdo de células RAW 264.7 pelo parasito 7. gondii. Varios
estudos buscam encontrar diferentes espécies vegetais contra o Toxoplasma gondii, ja que
o tratamento da doeng¢a causada por esse parasito ainda ¢ dificil, produzindo varios efeitos
adversos importantes.

Estudo realizado na Africa Ocidental relatou que extratos aquosos de Vernonia
colorata exibiam atividade anti-toxoplasma significativa. (J. MUI et al., 2005 apud AL
NASR et al., 2016). Choi et al. (2008) avaliaram a atividade contra o 7. gondii de extratos
metandlicos de 15 espécies tradicionais usadas para tratar infecgdes por esse parasito € os
resultados indicaram atividade anti-toxoplasma na planta Zingiber officinale e em extratos
de Sophora flavescens. A espécie Sophora flavescens também foi utilizada no estudo
realizado por Efferth et al. (2011), citado por Al Nasr et al. (2016); extrato etandlico da
planta inibiu a proliferagao de 7. gondii em 98,7%. Nesse mesmo estudo, 0 mesmo extrato
de Torilis japonica inibiu 99,3% a proliferacao do parasito.

Outra pesquisa, realizada por Oliveira et al. (2009) buscou avaliar os efeitos da
Artemisia annua sobre o parasito 7. gondii, usando modelo in vivo e in vitro. Nessa
pesquisa, os autores compararam a atividade da espécie vegetal com o medicamento
Sulfadiazina, usado no tratamento da toxoplasmose. Como resultados, obtiveram que tanto
no modelo in vivo como no in vitro, o grupo tratado com A. annua ndo apresentaram
diferenca significativa com o grupo tratado com Sulfadiazina, e ainda puderam inferir que
houve uma inibicao da infecg¢ao in vitro de 75% quando as células foram previamente
tratadas com a planta.

Neste estudo, até o presente momento, ndo foram obtidos dados que confirmem

efeito antiparasitario da A. crassiflora sobre a infeccao de células RAW pelo parasito 7.
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gondii. Contudo, a falta de significancia estatistica nos resultados obtidos pode estar
associada a um N amostral pequeno. Portanto, novos experimentos deverdo ser realizados

para a confirmac¢ao dos efeitos do extrato sobre a invasdo e infec¢do de células RAW por

T. gondii.
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8 Conclusoes

e O extrato aquoso das folhas da Ammnona crassiflora nao foi citotdéxico em
concentragdes até 500 pg/mL, tendo apenas citotoxicidade na concentracio de 1000
pg/mL;

e Niao houve diferenca estatisticamente significante entre a taxa de invasao do T.
gondii em células HeLa e em células RAW 264.7;

e O extrato aquoso das folhas da A. crassiflora ndo interferiu na invasao do parasito

Toxoplasma gondii em células RAW 264.7.
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