Universidade Federal de Uberlandia

LETICIA CAETANO ZAIDEN

Efeito do extrato aquoso das folhas da Annona crassiflora

(Araticum) na proliferagao de T. gondii em células RAW 264.7

Uberlandia - MG
2019



LETICIA CAETANO ZAIDEN

Efeito do extrato aquoso das folhas da Annona crassiflora

(Araticum) na proliferacao de T. gondii em células RAW 264.7

Trabalho de Conclusdo de Curso apresentado a
Faculdade de Medicina Veterinaria, Curso de Graduagao
em Medicina Veterinaria, da Universidade Federal de
Uberlandia, como requisito para aprovacao na disciplina
de Trabalho de Conclusao de Curso Il (TCC 2, GMV054)
e obtencao do grau de Médico Veterinario.

Orientador: Profa. Dra. Celene Maria de Oliveira Simoes
Alves

Uberlandia - MG
2019



LETICIA CAETANO ZAIDEN

Efeito do extrato aquoso das folhas da Annona crassiflora

(Araticum) na proliferacao de T. gondii em células RAW 264.7

Trabalho de Conclusdo de Curso aprovado
para a obtencdo do titulo de Bacharel em
Medicina Veterinaria, pela Universidade
Federal de Uberlandia (MG), pela banca
examinadora formada por:

Uberlandia, 16 de dezembro de 2019

Banca Examinadora:

Prof. Dra. Celene Maria de Oliveira Simoes Alves

Orientadora

Profa. Dra. Leticia de Souza Castro Filice

Membro

Dra. Danielle Reis Napolitano
Membro



AGRADECIMENTOS

Aos meus pais e meu irmao, por toda for¢a e apoio durante minha gra-

duacgao e por me ajudarem a chegar até aqui.

Aos meus amigos, em especial a Julia, pelo companheirismo durante os
experimentos e durante a escrita deste trabalho, e ao Guilherme, pelo in-

centivo diario.

A professora Dra. Celene Maria de Oliveira Simées Alves pela orienta-

¢ao e oportunidade de realizar este projeto.

A Pré-Reitoria de Pesquisa e Pés-Graduacéo (PROPP) da Universidade
Federal de Uberlandia (UFU).



Resumo
Annona crassiflora € uma espécie nativa do Cerrado brasileiro que produz o fruto
araticum. Essa planta contém varios compostos bioativos com atividades
bioldgicas, dentre elas farmacolégicas, bem descritas na literatura, por exemplo,
agdes antimicrobianas e antiparasitarias. Assim, neste estudo, foi utilizado o
extrato aquoso das folhas de A. crassiflora para investigarmos o efeito do extrato
aquoso de Annona crassiflora (EAAC) na proliferagdo do parasito Toxoplasma
gondii em células da linhagem macrophage — like RAW 264.7. Inicialmente,
possivel efeito de citoxicidade do EAAC foi avaliado pelo ensaio do MTT
(tetrazdlio de metiltiazol), utilizando células RAW 264.7 tratadas com diferentes
concentragdes do extrato (0,487 a 1000 ug/mL). Em seguida, avaliamos o efeito
do EAAC sobre a proliferagao de T. gondii, clone 2F1, em células RAW 264.7.
Apos 18 horas a infecgao, as células foram lisadas e os parasitos intracelulares
foram quantificados por meio da reagao colorimétrica utilizando-se o cromégeno
CPRG. A clone 2F1 expressa a enzima [-galactosidase; esta converte o
substrato CPRG de coloragdao amarelo-laranja em galactose e o cromoéforo
vermelho clorofenol, desenvolvendo-se uma coloragdo vermelho-escuro no
meio. A intensidade de cor corresponde, portanto, a atividade enzimatica da [3-
galactosidase e constitui uma medida indireta para a determinacéo quantitativa
dos parasitos. Os resultados obtidos mostraram que EAAC néo foi citotdxico em
células RAW 264.7; EAAC néo reduziu de modo estatisticamente significativo a
proliferacdo do parasito em células RAW 264.7, embora nas maiores

concentracgdes, 500 e 1000 pg/mL, houve uma tendéncia a essa redugao.

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



Abstract
Annona crassiflora is a native species of the Brazilian Cerrado that produces the
araticum fruit. This plant contains several bioactive compounds with biological
activities, including pharmacological, well described in literature, for example,
antimicrobial and antiparasitic actions. So, in this study, the aqueous extract from
A. crassiflora leaves was used to research the effect of Annona crassiflora
aqueous extract (EAAC) on Toxoplasma gondii parasite proliferation in
macrophage lineage cells — like RAW 264.7. Initially, the possible cytotoxicity
effect of EAAC was assessed by the MTT (methylthiazole tetrazolium) test using
RAW 264.7 cells treated with different extract concentrations (0.487 to 1.000 ug
/ mL). Then we evaluate the effect of EAAC on the T. gondii proliferation, clone
2F1, in RAW 264.7 cells. After 18 hours of infection, cells were lysed and
intracellular parasites were quantified by colorimetric reaction using the CPRG
chromogen. The 2F1 clone expresses the B-galactosidase enzyme; it converts
the yellow-orange CPRG substrate to galactose and the red chlorophenol
chromophore, developing a dark red color in the medium. The color intensity,
therefore, corresponds to the enzymatic activity of B-galactosidase and it is an
indirect measure to the quantitative determination of the number of parasites. The
obtained results showed that EAAC were not cytotoxic to RAW 264.7 cells; EAAC
did not reduced parasite proliferation in RAW 264.7 cells in a statistically
significant way, although highier concentrations, 500 and 1000 pg / mL, there was

a tendency for this reduction.

Key-words: Annona crassiflora; RAW 264.7 cells; Toxoplasma gondii.
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1 INTRODUGAO

Plantas medicinais sdo espécies vegetais, cultivadas ou néo, utilizadas
com fins terapéuticos e/ou profilaticos (ANVISA, 2018).

O uso popular de plantas medicinais incentiva pesquisas cientificas que
buscam, a partir de uso de derivados vegetais dessas espécies, identificar
compostos bioativos com potencial agdo farmacoldgica / terapéutica na medicina
humana e na medicina veterinaria.

Annona crassiflora, € uma arvore encontrada no Cerrado brasileiro, a
qual contém compostos naturais bioativos, aos quais foram atribuidos efeitos
antiprotozoario (MESQUITA et al., 2005), antimicrobianos (SILVA et al., 2014),
anti-inflamatério (MOURA et al., 2019), antifungico (DE ANDRADE SILVA et al.,
2014), larvicida (RODRIGUES et al., 2006), e até mesmo antineoplasico (SILVA
et al., 2018). Dentre esses compostos, foram identificados: acido ascorbico,
acido cafeico, acido quinico, acido ferulico, xantoxilina e rutina (BAILAO et al.,
2015) e o acido clorogénico e catequina (ARRUDA et al., 2018).

Embora na literatura atual, constem trabalhos que investigaram efeitos
antiprotozoarios em derivados vegetais de A. crassiflora, ainda ha dados
disponiveis sobre a potencial acao da referida espécie na infecgao pelo parasita
T. gondii.

O protozoario T. gondii € um parasita intracelular obrigatério, sendo
considerado zoonoético. Ele infecta animais de sangue quente, incluindo os seres
humanos, mas a maioria das espécies animais sao hospedeiros intermediarios,
sendo apenas os gatos domésticos e outros felideos os hospedeiros definitivos,
nos quais ocorre a reproducao sexuada e liberagdo de milhdes de oocistos nas
fezes. Esse parasito apresenta como estagios parasitarios os oocistos
esporulados, taquizoitos e bradizoitos. A infecgdo com T. gondii causa grande
impacto na saude dos seres humanos e de outros animais, causando alteragdes
comportamentais, doengas oftalmicas, pulmonares e reprodutoras, variando a
intensidade de acordo com a espécie acometida (DRINIC et al., 2017; SWIERZY
et al., 2017).

Atualmente, os medicamentos mais utilizados no tratamento da
toxoplasmose sdo a combinacado de pirimetamina e sulfadiazina associada ao
acido folinico, azitromicina, claritromicina, espiramicina, atovaquona, dapsona e

cotrimoxazol (trimetoprim-sulfametoxazol). De modo geral, essas drogas séo
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ativas contra as formas taquizoitas de T. gondii, as quais sao altamente invasivas
e de replicagdo rapida, mas nao atuam sobre bradizoitos, formas de
multiplicagao lenta, encontradas dentro dos cistos teciduais e cuja formacgao esta
associada ao inicio da infecgao crbénica. Portanto, os farmacos disponiveis até o
presente momento, embora reduzam a proliferagdo do parasito e os danos
teciduais causados por essa infeccado, ndo eliminam o parasito do organismo
hospedeiro. Além disto, os esquemas terapéuticos atuais causam numerosos e
importantes efeitos adversos. Outro aspecto importante, € o possivel surgimento
de cepas de T. gondii resistentes aos diferentes farmacos disponiveis,
principalmente decorrente de esquemas terapéuticos prolongados (MONTAZERI
et al., 2018; ANTICZAK et al., 2016).

Derivados vegetais parecem ser promissores fontes de substancias ativas
contra protozoarios, dentre eles, T. gondii. Estudos demonstraram que o cha de
Artemisia annua, contendo artemisinina, possui atividade antiparasitaria sobre o
Plasmodium falciparum, causador da malaria (OMAR et al.,, 2013 apud
ANTICZAK et al., 2016) e atividade semelhante foi demonstrada em estudos in
vitro com T. gondii (DE OLIVEIRA el al., 2009 apud ANTICZAK et al., 2016).
Extratos das espécies vegetais Sophora flavescens e Zingiber officinalle também
demonstraram alta seletividade contra a cepa RH de T. gondii (DE OLIVEIRA el
al., 2009 apud ANTICZAK et al., 2016).

Diante do exposto acima, sdo de grande relevancia pesquisas que visem
investigar novos compostos bioativos contra o parasito T. gondii, com a
perspectiva de se encontrar novas formas de tratamento para a toxoplasmose
humana e em outras espécies de animais. Neste sentido, o extrato aquoso das
folnas da Annona crassiflora, espécie a qual ja foram atribuidas atividades
antiparasitarias, incluindo, protozoarios, pode ser uma fonte de substancias

ativas contra T. gondii.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Consideragdes gerais sobre a Anonna crassiflora e seus
compostos

O Cerrado, um tipo de savana presente na América do Sul, é fonte de
mais de 10.000 espécies de plantas que contém produtos naturais para
fitoterapia (JUNIOR, 2005 apud. RIBEIRO et al., 2018) dentre elas, Annona
crassiflora.

Annona crassiflora Mart € uma arvore de 4 a 8 metros de altura que
produz uma fruta redonda a oval, conhecida como araticum (VIEIRA, 2006 apud
BAILAO et al., 2015).

Foram encontrados varios compostos bioativos em frutos do cerrado
brasileiro, incluindo em frutos de Annona crassiflora, na qual identificaram
moléculas importantes, como acido ascorbico (Vieira et al., 2006 apud Baildo et
al., 2015), acido cafeico (CORREIA et al., 2012 apud BAILAO et al., 2015), acido
quinico (SILVA et al., 2011 apud BAILAO et al., 2015), acido ferulico
(VONBULOW; CARMONA, 1994 apud BAILAO et al. 2015), xantoxilina (ONO et
al., 2007 apud BAILAO et al., 2015) e rutina (COSTA et al., 2010 apud BAILAO
et al., 2015).

Na casca do fruto da A. crassiflora foram identificados, a partir de seu
extrato etandlico, compostos antioxidantes, tais como, acido clorogénico, (epi)
catequina, procianidinas, cafeoil-hexosideos, quercetina-glicosideos e
kaempferol, e compostos bioativos com atividades de a-amilase, a-glicosidase e
inibicdo das atividades de glicagao. As fragdes acetato de etila e n- butanol, por
exemplo, apresentaram, respectivamente, maior capacidade antioxidante e
atividades inibitérias contra a-amilase, a-glucosidase e glicacdo, e menor
citotoxicidade, ao se comparar com as outras fragées do extrato etandlico bruto.
Com esses resultados pode-se observar a presenga de compostos com
propriedades para bloquear enzimas digestivas de carboidratos e formagao de
produtos de glicagdo (JUSTINO et al, 2016).

Foi demonstrada a recuperacdo de compostos fendlicos e as atividades
antioxidantes da casca do araticum utilizando a ultrassonografia de alta
intensidade, sendo identificados e quantificados 14 compostos fendlicos nos

extratos da casca do araticum. Os compostos encontrados em maior
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concentragcédo foram epicatequina, rutina, o acido clorogénico, a catequina e o
acido ferulico. Além disso, 142 compostos fitoquimicos foram identificados no
mesmo extrato. Foi possivel observar que a intensificagdo do processo de
ultrassonografia teve um efeito positivo na recuperagao dos compostos fendlicos
e nos valores das atividades antioxidantes da casca de araticum (ARRUDA et
al., 2018).

Arruda et al. (2018) também determinou a composi¢ao fendlica (ligada,
livre, esterificada, glicosilada e insoluvel) na polpa, casca e semente da Annona
crassiflora, tendo a casca apresentando o maior teor fendlico. O teor total de
fendlicos (correspondente a soma de glicosilados livres, esterificados e fendlicos
de ligacao insoluvel) de partes de frutos do araticum seguiu ordem decrescente
da casca, polpa e semente. A semente apresentou acido cafeico, catequina e
epicatequina como seus principais compostos fendlicos, e a polpa e a casca do
fruto tiveram como principais compostos a catequina e a epicatequina. Esses
compostos estavam predominantemente nas formas insoluveis e esterificadas
em todas as partes do fruto do araticum. Além disso, as fragcdes fendlicas
mostraram atividade de eliminag&o de radicais DPPH 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo
(DPPH), 2,2°- azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) ou ABTS, e

peroxilo.

2.2 Atividades biolégicas da Annona crassiflora

2.2.1 Acao antibacteriana, antifungica e antiprotozoaria
Foi feita a avaliagao in vitro de trinta e um extratos de plantas do Cerrado
brasileiro, incluindo Annona crassiflora, para determinar suas atividades antipro-
tozoarias contra promastigotas de Leishmania donovani e formas amastigotas
de Trypanosoma cruzi. Os resultados relacionados a Annona crassiflora mostra-
ram que seu extrato etandlico foi eficiente contra os dois parasitos, inferindo que
ele seja um potecial tratamento antiprotozoario (MESQUITA et al., 2005).
Espécies brasileiras da familia Annonaceae, foram avaliadas em relagao
a atividade antibacteriana, incluindo a Annona crassiflora, em que se obtiveram
extratos de hexano e extrato etandlico dessa espécie. Os microorganismos
utilizados foram Bacillus subtilis, Escherichia coli, Micrococcus luteus,

Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus, nao sendo relatadas
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atividades antibacterianas pelos extratos de A. crassiflora, apenas demonstrou
a presenca de flavonoides em seus extratos ativos. Dessa forma, podemos
observar que nao houve muitas informagbes sobre Annona crassiflora
(TAKAHASHI et al., 2006).

Em um trabalho em que se realizou a avaliagdo da fisiologia do cresci-
mento e da produgao de lipases do fungo Lichtheimia ramosa, foram utilizados
como substratos alguns residuos da cultura do cerrado, como bocaiuva (Acroco-
mia aculeata), pequi (Caryocar brasiliense), guavira (Campomanesia pubes-
cens), araticum (Annona crassiflora) e seriguela (Spondias purpurea). Esses re-
siduos foram triturados, homogeneizados, ajustados para pH 5,0 e umidade de
60%, esterilizados e acondicionados em biorreatores (do tipo bandeja plastica)
antes da inoculagdo com 10% (p / v) de meio de pré-cultura de L. ramosa. Os
cultivos foram realizados em incubadora bacteriolégica a 30 ° C por 40 dias,
tendo as amostras coletadas a cada 5 dias para avaliar os teores de fungos e
bactérias, composi¢ao centesimal e atividade lipasica. A contagem maxima de
fungos foi observada entre 25 e 35 dias. L. ramosa atingiu a fase estacionaria
proximos aos 40 dias em todos os substratos. O crescimento protéico foi obtido
para todos os meios. A producao de lipase foi observada em todos os meios
cultivados, exceto nos residuos de pequi que apresentaram atividade de lipase
decrescente. Os substratos araticum (0,58 U / g) apresentaram a segunda maior
producao, podendo entdo observar a participacao da Annona crassiflora com re-
sultados positivos relativos ao objetivo do trabalho (DE ANDRADE SILVA et al.,
2014).

A atividade antibacteriana do extrato da espécie Annona crassiflora
também foi avaliada em modelos in vitro contra cepas de Staphylococus aureus
resistentes a oxacilina, através dos métodos de difusdo em agar e microdiluicéo
de caldo. Os extratos hidroalcodlicos de diferentes partes (casca, polpa, caule e
folhas) de Annona crassiflora inibiram o crescimento dos isolados de
Staphylococus aureus resistentes a oxacilina em ambos os métodos utilizados,
entretanto, sua semente ndo apresentou atividade antimicrobiana. Dentre os
compostos presentes nesses extratos estavam incluidas substancias alcal6ides
flavondides, taninos e saponinas (SILVA JUNIOR et al., 2014).

Em um primeiro relatério sobre isolamento de flavoides de Annona

crassiflora, foi relatado o isolamento e caracterizagéo inequivoca de glicosideos
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flavonoides, através da ressonéncia magnética nuclear (RMN) 1D e 2D,
espectrometria de massa com ionizagao electrospray (ESI-MS), espectroscopia
UV / Vis e analise Optica de rotagdo. Os flavondides isolados foram: quercetina-
3-O-B-D-glucopiranosil (1 — 6) -O-a-L-arabinosideo (1), conhecido como
peltatosideo, kaempferol-3-O-3-D-galactopiranosideo (2), quercetina-3-O-3-D-
galactopiranosideo (3), quercetina-3-O-B-L-arabinopiranosideo (4) e a (-) -
epicatequina (5), provenientes da porc¢ao hidroalcodlica do extrato etandlico das
folhas dessa arvore nativa do Cerrado Brasileiro. No ensaio antimicrobiano, o
extrato etandlico foliar, fracdo hidroalcodlica e (-)-epicatechin (5) expressaram
atividade antimicrobiana contra Staphylococcus aureus, Bacillus cereus,
Salmonella typhimurium e Escherichia coli, bem como contra Candida albicans.
Glicosideos flavondides e (-) epicatequina, testada a uma concentragcdo de 20
mg/mL, expressou atividade antioxidante coloragdo com difenil-2,2-1-
picrilhidrazil (DPPH) e branqueamento com [ caroteno em ensaios de
cromatografia em camada fina. Compostos 1, 2, 3, 4 e 5 demonstraram inibicao
de 63,4%, 57,3%, 68,5%, 60,7% e 52,4%, respectivamente, no ensaio DPPH
espectrofotométrico a uma concentracédo de 500 mg/ml (LAGE et al., 2014).
Estudos realizados por Ribeiro et al. (2018) avaliaram os efeitos
antimicrobianos de varias plantas do Cerrado brasileiro contra Staphylococcus
spp. € Escherichia coli, através do método de difusdo em agar-disco, realizado
com triplicata. Uma das plantas foi Annona crassiflora, em que se utilizou seus
extratos aquoso e etandlico, tendo o extrato etandlico apresentando

antagonismo sobre todas as estirpes de Staphylococcus spp.

2.2.2 Agéao antidiarreica

Foi feito uma investigagao sobre o efeito antidiarreico do extrato aquoso
de folhas de Annona crassiflora (AEAC) usando como modelo diarreia induzida
por 6leo de mamona, além de investigar seu efeito na motilidade gastrointestinal
e no acumulo de liquido intestinal induzida pela administracdo de 6leo de
mamona (enteropooling). Alguns metabdlitos secundarios do extrato foram
identificados e analisados. Vinte e oito compostos foram identificados no AEAC,
incluindo flavondides, como os glicosilados com hexose, desoxihexose e
pentose; alcaldides (ndo foi possivel identificar a estrutura com seus

constituintes exatos); alguns flavan-3-ol como catequina e epicatequina;
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proantocianidinas (taninos condensados) e duas séries poliméricas constituidas
principalmente por unidades de procianidina, tendo a série polimérica A,
composta apenas de mondmeros de procianidina até sete unidades, e a série
polimérica B, que além das procianidinas, teve uma unidade de prodelfinidina.
Com os resultados obtidos observou-se que o AEAC diminuiu as fezes
diarreicas, porém aumentou a distancia percorrida pelo farelo de carvao vegetal
no intestino, indicando um efeito procinético do extrato. O AEAC foi capaz de
reduzir o enteropooling produzido pela administracdo do 6leo de mamona. Com
essas avaliagdes indicou-se que o efeito antidiarreico desse extrato esta
relacionado com sua capacidade de inibir a secrecao intestinal e/ou aumentar a
absorcao intestinal, e que mesmo diminuindo as fezes diarreicas, nao alterou a
producao de fezes total (FERRAZ et al., 2017).

2.2.3 Acao anti-inflamatoéria

Modelos experimentais com ratos tratados com compostos isolados do
extrato metandlico de Annona crassiflora (3-O-B-glucésido de kaempferol e 3-O-
B-diglucdsido de kaempferol), administrados por via oral (100 mg/Kg e 300
mg/Kg), evidenciaram reducdo da resposta inflamatéria induzida por
carragenina, a qual foi administrada por via intratoracia. Apos a eutanasia dos
animais, a cavidade toracica foi lavada e o volume de exsudato foi usado para
determinar a contagem do numero total dos leucdcitos, e posteriormente, para
realizar a contagem diferencial. Houve inibicdo significativa do aumento de
leucocitos totais, do aumento dos niveis de proteinas e inibicdo da migragao de
leucdcitos. Além disso, o extrato metandlico mostrou exibir atividade
antimutagénica de forma significativa (ROCHA et al., 2016).

Propriedades anti-inflamatorias e profibronogénicos foram identificadas
na casca do fruto de Annona crassiflora, enriquecida com polifenol, em um
estudo feito por Moura et al. (2019). Foi usado o extrato etandlico da casca dos
frutos, do qual extrairam fracbes de acetato de etila e n-butanol, além de
identificarem varias biomoléculas antioxidantes, como &acido clorogénico,
epicatequina, procianidinas B2 e C1, quercetina-glicosideo, kaempferol-
rutinosideo, o glucosideo de kaempferol e o cafeoide-glucosideo. Através da
atividade de neutréfilos e macrofagos, os potenciais anti-infamatérios e

profibrinogénicos foram avaliados pela cicatrizagdo de feridas cutaneas,
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provocadas experimentalmente em camundongos. Com os resultados, relatou-
se que houve eficacia no tratamento das feridas com a fragdo enriquecida com
polifenol da casca da Annona crassiflora com cerca de 4 a 7 dias apds o inicio
do tratamento, apresentando efeito anti-inflamatoério e deposicdo de fibras de
colageno dos tipos | e lll nessas feridas.

Em um estudo, foram analisadas as propriedades analgésicas e anti-
inflamatdrias das fragdes hidroalcodlicas (filtradas e precpitadas) das folhas de
Annona crassiflora, extraindo alcalodides, flavondides e terpendides da mesma,
utilizando camundongos machos sui¢cos ou Balb/c para tal analise. As fragdes
filtradas (F1) e precipitadas (F2) foram avaliadas por cromatografia em camada
e as precipitadas foram analisadas também por poliamida e celulose, além de
realizar a triagem fitoquimica dessas fra¢gdes, mostrando a presenga de
alcaloides na fragao filtrada, enquanto os flavonoides estavam presentes nas
duas fragdes. A nocicepc¢ao foi induzida pela injegao intraplantar de formalina nos
animais para observar o tempo de lambida da pata e o reflexo nociceptivo da
cauda. Os camundongos Balb/c receberam o tratamento prévio com F1 e F2,
apos a injecao intratoracica de carragenina, zimosan, lipopolissacarideo (LPS) e
interleucina 8 (IL-8). Os resultados indicaram redugao significativa no tempo de
lamber a pata em uma segunda fase dos testes, mas nao houve reducgéao do teste
de laténcia do reflexo nociceptivo da cauda. O tratamento com F2 inibiu
significativamente a neutrofilia induzida por carragenina, LPS ou IL-8, mas houve
resultadonegativo sobre o zimosan (DA COSTA OLIVEIRA et al., 2018).

2.2.4 Agao antimalarica e larvicida

Foi executado um trabalho com cento e noventa extratos hexanicos e
etandlicos de 27 espécies de plantas Cerrado Brasileiro, incluindo Annona
crassiflora, para testar a atividade larvicida contra larvas de 32 estagio de Aedes
aegypti a 500 mcg / ml. Em relagdo ao extrato etandlico de Annona crassiflora,
foi observada atividade larvicida a 500 mcg/ml e o extratos (etandlicos) da raiz
da casca e raiz da madeira de gerou 20 e 6% de mortalidade em 15,62 g / ml,
respectivamente, o que demonstrou sua capacidade eficaz para controle do
mosquito Aedes aegypti (RODRIGUES et al., 2006).

Omena et. al (2007) realizaram um estudo com um grupo de 51 espécies

de plantas medicinais brasileiras (incluindo Annona crassiflora) para relatar
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atividades larvicidas contra o Aedes aegypti. Os resultados mostraram que as
plantas do género Annona podem possuir componentes inseticidas altamente
ativos e que as maiores atividades foram observadas nos extratos etandlicos de
sementes de A. glabra, seguidos de extratos etandlicos de casca de raiz de
Annona crassiflora e semente de Annona squamosa.

Foi analisada a atividade antimalarica in vivo, usando como modelo
camundongos infectados com Plasmodium berghei, e a toxicidade de diferentes
fragbes de Annona crassiflora, como acetogenina, alcaloides e fragdes ricas em
flavonoides foi avaliada. Essas fracbes de Annona crassiflora foram
administradas em doses de 12,5 mg / kg / dia, por quatro dias, nos animais. As
fracdes foliares ricas em alcalodides e flavoides foram as que apresentaram
melhor atividade antimalarica (PIMENTA et al., 2014).

2.2.5 Acao antineoplasica e antimutagénica

Foi realizada uma avaliagao sobre os efeitos mutagénico, antimutagénico
e citotéxico de um extrato etandlico foliar de Annona crassiflora, utilizando teste
de micronucleos em camundongos. Os camundongos foram tratados com
extrato etandlico de araticum (EEA) utilizando 10, 20, 50, 100 e 160 mg/kg para
observar a atividade mutagénica do extrato. Também foi avaliada a frequéncia
de eritrécitos policromaticos micronucleados (MNPCE) para todas as doses,
apos 24, 48 e 72 horas o tratamento. Os animais também foram tratados com
10, 20, 50 e 100 mg/kg (-1) de EEA e 4 mg/kg de mitomicina C (MMC)
simultaneamente para relatar a atividade antimutagénica, tendo a frequéncia dos
MNPCE avaliada 36 horas depois do tratamento. Ja a citotoxidade, foi testada
baseando-se na raz&o de eritrécitos policromaticos e normocromaticos (PCE/
NCE). Com os resultados de mutagenicidade, relatou-se que todas as doses de
EEA ndo produziram aumentos significativos de MNPCE, nao apresentando
variagdes entres os trés tempos de avaliagao utilizados, o que demonstra que o
extrato ndo apresentou atividade mutagénica. Em relagdo a antimutagenicidade,
exceto os 10 mg/kg administrados concomitantemente com 4 mg / kg de MMC,
todas as doses reduziram significativamente a frequéncia de MNPCE, o que
demonstrou uma atividade antimutagénica fornecida pelo extrato. Quanto a
citotoxicidade, foi evidenciada nas doses de 50, 100 e 160 mg/kg, as 24 e 48
horas apo6s a exposig¢ao (VILAR et al., 2008).
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Dragano et al. (2010) relataram sobre a influéncia da ingestdo da polpa
de Annona crassiflora na modulagdo de processos mutagénicos ou
antimutagénicos e sua agao no estresse oxidativo em um modelo experimental
in vivo com camundongos adultos Mus musculus. A polpa da fruta foi analisada
quimicamente e submetida a procedimentos para preparagcao das dietas dos
animais. Foram quantificados os teores de umidade, proteina, fibra, glicose,
sacarose, frutose, minerais (potassio, calcio, fosforo, magnésio, manganés,
zinco, cobre, sodio, selénio), além dos niveis lipidicos e do teor calérico da fruta.
Apds a alimentacdo dos camundongos com as dietas da polpa da fruta,
observou-se que ndo houve efeitos mutagénicos ou antimutagénicos sobre as
células da medula 6ssea dos animais, e ndo gerou nenhuma alteragcéo nos niveis
séricos de glicose, triglicerideos e colesterol. Mas baseando-se no teste de
micronucleo policromatico, houve potencializagao da ciclofosfamida, a qual nao
exerceu grande importancia na indugao de espécies reativas de oxigénio.

Vilar, Ferri e Chen-Chen (2011) realizaram uma pesquisa sobre a
genotoxicidade de Annona crassiflora utilizando SOS-Indutest para detecgéo de
agentes genotdxicos e o teste de Ames, que identifica compostos mutagénicos.
Esse estudo também utilizou o extrato etandlico da planta e cepas de Escherichia
coli e Salmonella typhimurium. Entretanto, os resultados da pesquisa nao
revelaram genotoxicidade direta ou mutagenicidade do extrato.

Para uma investigagao sobre Annona crassiflora, foi realizado um ensaio
da atividade antiproliferativa in vitro com linhagens de células tumorais humanas
e com extratos metandlicos das sementes da planta. O experimento resultou em
uma redugao de 50% no crescimento celular em relagao as células do controle
que nao foram tratadas. Avaliaram também a atividade citostatica (concentragéo
do farmaco para inibicdo do crescimento total) e a atividade -citotoxica
(concentragdo suficiente para matar 50% das células). Annona crassiflora
apresentou como principais compostos o acido cafeico, acido sinapico e rutina.
Por fim, puderam concluir que Annona crassiflora exibiu efeitos antiproliferativos
relevantes (FORMAGIO et al., 2015).

Em um estudo foi avaliado o efeito antineoplasico do extrato bruto e de
derivados da planta Annona crassiflora em linhagens celulares de cancer
cervical. Para esse obijetivo, foi feita uma preparagéo do extrato de alcool etilico

da planta e, posteriormente, foi obtido as particbes do extrato bruto, dando
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destaque a particdo de hexano, em que foi feita a caracterizagao in vivo dessa
particdo ao inocula-la em quatro grupos de ovos (grupo 1 - inoculado apenas
DMSO / veiculo de particdo; grupo 2 - inoculado com a particdo de hexano; 3 -
inoculado com células tumorais SiHa e tratado com DMSO; grupo 4 - inoculado
com as ceélulas SiHa e tratado com a particdo de hexano) e avaliar, em cada um,
o perimetro tumoral. Além disso, foram utilizadas sete linhagens de células de
cancer cervical de humanos, denominadas -1, HR5, Hela, SiHa, BU25TK, HR5-
CL11 e CaSki, para realizar ensaios da viabilidade das células e de migracéo de
cicatrizacao de feridas, e estudo de combinagao de drogas, em que as analises
da sobrevivéncia, proliferacéo, vias de sinalizagéo do ciclo celular e morte foram
feitas pelo método de Western Blot. Com o resultado das pesquisas, foi relatado
que a particao de hexano apresentou efeito citotdxico tanto in vitro quanto in vivo,
€ inicia respostas celulares como danos ao DNA, apoptose via intrinseca e
reducao da expressao p21 pela via do proteassoma ubiquitina (SILVA et al.,
2018).

2.2.6 Agao antinociceptiva

Estudos utilizando o peltatosideo, um flavonoide (quercetina-3-O-3-D-
glucopiranosil (1—6) — O — a - L- arabindsido) derivado das folhas de Annona
crassiflora, usou um modelo experimental in vivo, com camundongos sui¢os
machos com 9 semanas de idade, para relatar atividade antinociceptiva. Os
animais foram induzidos a hiperalgesia e o limiar nociceptivo foi medido para
calculos posteriores. Foi observado um efeito positivo da administracido do
peltatosideo, tendo antinocicepcdo apés 3 horas da indugao intraplantar da
hiperalgesia nos animais, quando comparado ao grupo controle e ainda um
aumento do limiar nociceptivo 15 minutos apds a administragao do peltatosideo
com um pico de acado 20 min apods a injegao do mesmo (DA COSTA OLIVEIRA
et al., 2017).

2.2.7 Agao hepatoprotetora

Justino et al. (2017) investigou sobre as propriedades hepatoprotetoras
de uma fragdo enriquecida com polifenol da casca de Annona crassiflora (Ac-
Pef). Para a investigacao, foi usado o modelo in vivo de uma linhagem de ratos
Wistar, nos quais foi induzido diabetes pela inani¢do por 24 horas, seguida de

injecdo intraperitoneal de estreptozotocina. Ao avaliar os parametros
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bioquimicos séricos, os ratos diabéticos apresentavam aumento de alanina
aminotransferase  (ALT), aspartato aminotransferase  (AST), gama
glutamiltransferase (GGT), fosfatase alcalina (FAL) e ftriglicerideos. Apds a
administracao de Ac-Pef, ocorreu redugao da atividade enzimatica da ALT, AST
e FAL, porém, GGT e triglicerideos n&o foram reduzidos. Além disso, analisaram
marcadores de estresse oxidativo, em que a Ac-Pef aumentou a capacidade
antioxidante hepatica, reduziu a peroxidacgao lipidica (elevada anteriormente pela
diabetes induzida), e também reduziu o conteudo de proteina carbonil. Como
complemento, outras moléculas antioxidantes foram avaliadas, como a catalase
(CAT), glutationa peroxidase (GPx) e superoxido dismutase (SOD), que
apresentaram redugao apos a administragao de Ac-Pef. Além disso, elevou-se a
atividade da glutationa redutase (GR) e consequentemente do conteudo de
glutationa reduzida (GSH). Os marcadores de estresse nitrosoativo foram
avaliados a partir dos teores hepaticos da éxido nitrico sintetase induzida (iNOS)
e nitrotirosina (N-Tyr), que também foram reduzidas apés o tratamento com Ac-
Pef. Com a analise histolégica do figado e a previsdo de propriedades

farmacocinéticas in-silico demonstrou-se a acao hepatoprotetora da Ac-Pef.

2.2.8 Acgao inibitoria da contragao muscular

Foi realizado um ensaio com extratos de sementes secas de Annona
crassiflora (AR.1) para avaliar sua atividade contra contragdes do ileo isolado de
cobaia, tesndo as respostas contrateis gravadas isotonicamente em um
quimografo usando uma alavanca auxotbnica. O efeito da AR.1 na dose-
resposta induzida por agonistas, iduziu um desvio n&o paralelo, dependente da
dose, a direita nas curvas dose-resposta para histamnina, acetilcolina e
bradicinina, tendo reducdo da resposta maxima dos trés agonistas. Na
irreverssibilidade do efeito inibitério de AR.1 nas curvas dose-resposta para
histamnina, acetilcolina e bradicinina, ndo houve reversao mesmo apos varios
desarmes por mais de sessenta minutos. Ja o efeito de AR.1 nas contragdes
induzidas por calcio no ileo despolarizado, as curvas de dose-resposta também
apresentaram deslocamento da curva para direita, mas a resposta maxima nao
teve alteracdes significantes com o AR. Com esses resultados relatou-se o
extrato de sementes secas de Annona crassiflora apresentou atividades contra
contragcdes musculares (WEINBERG, et al., 1993).
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2.2.9 Agao moluscocida e nematicida

Em um estudo realizado por Santos et al. (2001), se evidenciou
propriedades moluscocidas de Annona crassiflora de seus extratos alcodlicos e
etandlicos, tendo a atividade moluscocida testada contra as formas adultas e as
massas de ovos de Biomphalaria glabrata. Os resultados permitiram concluir
uma importante atividade moluscocida por ambos os extratos.

Em estudos com o extrato hidroalcodlico de folhas de Annona crassiflora
e de suas fragdes (diclorometado, acetato de etila, metanol e agua), houve a
realizacdo ensaio de mobilidade contra o nematédeo Caenorhabditis elegans. A
analise por Cromatografia Gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS
e Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) foi feita para identificar os metabdlitos.
Os resultados indicaram que as fracdes diclorometano e acetato de etila foram
as mais ativas entre as fragdes do extrato, pois geraram uma porcentagem de
imobilidade em larvas C. elegan bastante elevada. Os compostos metil éster de
acido palmitico, 2-isopropil-5-metilciclohexanol, éster metilico de acido oleico,
éster metilico de acido estearico, quercetina e kaempferol também foram
identificados nas fragbes. Desta forma, esse extrato poderia ser usado em
formulagcbes para reduzir o uso intensivo de nematicidas sintéticos por

apresentar uma atividade nematicida em potencial (MACHADO et al., 2015).

2.3 Toxoplasma gondii

T. gondii € um parasita zoondtico intracelular obrigatério, o qual infecta
animais de sangue quente, incluindo os seres humanos (YANG et al., 2017). A
maioria das espécies animais sao hospedeiros intermediarios e ndo liberamo T.
gondii no ambiente, mas a infeccdo levara ao desenvolvimento de cistos
teciduais (DABRITZ; CONRAD, 2010). Os felideos, incluindo os gatos
domésticos, sdo os hospedeiros definitivos, ou seja, nesses animais ocorre a
reproducado sexuada e liberam milhées oocistos nas fezes.

T. gondii apresenta trés estagios infecciosos: (1) taquizoitas que
apresentam rapida proliferagao na célula hospedeira, ocorrendo principalmente
na fase aguda da doenga; (2) bradizoitas que se encontram dentro de cistos
teciduais sob replicacao lenta (fase crbénica) por estresse imposto pela resposta

imune do hospedeiro; e (3) esporozoitas liberados a partir de esporocistos
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contidos em oocistos eliminados nas fezes de felideos (hospedeiros definitivos),
que correspondem as formas infectantes oriundas da reprodugéo sexuada do
parasito que ocorre no intestino de felideos (DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998).

A infec¢cdo por T. gondii pode ocorrer apos a ingestdo de oocistos, o
estagio parasitario eliminado em fezes de gatos que contaminam o solo,
alimentos ou agua, ou pelo consumo de carne crua ou mal cozida contendo
cistos teciduais, ou por transmissao vertical pela passagem transplacentaria de
taquizoitas de mées infectadas para os fetos, ou por transfusdo sanguinea ou
transplante de 6rgéos (GUHA et al., 2017 apud ZHENG et al., 2019; RAMANAN
et al., 2019).

Quando oocistos sdo ingeridos, rompem-se no intestino e liberam os
esporozoitos no lumen intestinal. Os esporozoitos infectam os enterécitos e se
diferenciam em taquizoitos, formas do parasito que sao altamente proliferativas,
moveis e rapidamente disseminadas por todo o organismo, induzindo uma
resposta imune aguda (DRINIC et al.,, 2017). Os taquizoitos sdo, em parte,
eliminados pela resposta pro-inflamatéria desenvolvida no hospedeiro, mas
alguns deles se diferenciam em uma forma latente denominada bradizoito
(SWIERZY et al.,, 2017). Os bradizoitos sdo metabolicamente inativos
(geralmente estao na fase GO do ciclo celular) e formam cistos nos tecidos, os
quais podem persistir por toda a vida do hospedeiro, preferencialmente no
cérebro e tecido muscular. Em casos de imunossupressao, os bradizoitos
latentes podem se transformar em taquizoitos replicativos, desencadeando na
manifestacdo da doenca (SWIERZY et al., 2017).

A toxoplasmose é, normalmente, uma doenca assintomatica. Porém,
adquire importancia em individuos imunocomprometidos ou em gestantes.
Nestas, pode ocorrer a transmissao vertical ao feto, resultando em aborto,
anormalidades fetais e morte (GUHA et al., 2017 apud ZHENG et al., 2019).

Em medicina veterinaria, a toxoplasmose € uma doenga de grande
importancia, podendo gerar impactos econémicos por causar falhas reprodutivas
em animais domésticos, principalmente ovinos, caprinos e suinos, espécies de
grande valor na produg¢ao animal (Abu Samra et al., 2007; Gebremedhin et al.,
2015). Em caes e gatos, os sinais clinicos da toxoplasmose, segundo Birchard
& Sherding (2003), citado por Negri et al. (2008) é mais comum, mas esses sinais

sao bem semelhantes em ambas as espécies. Geralmente, sao sinais
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inespecificos, como anorexia, depressao, febre intermitente; pode acometer
varios orgaos apos disseminagao extra-intestinal, sendo os mais afetados os
pulmdbes, os olhos, o cérebro, o figado e a musculatura esquelética (BIRCHARD
& SHERDING, 2003).

O tratamento classico recomendado em casos de toxoplasmose inclui
drogas inicialmente usadas como antibacterianos ou no tratamento da malaria
(ANTICZAK et al., 2016). Esses farmacos incluem pirimetamina, sulfadiazina,
azitromicina, claritromicina, espiramicina, atovaquona, dapsona e cotrimoxazol
(trimetoprim-sulfametoxazol (ANTICZAK et al., 2016; DUNAY et al., 2018).

As drogas pirimetamina e sulfadiazina possuem efeitos sinérgicos sobre
a via de biossintese do acido félico diminuindo-a na célula protozoaria. Esta
associacdo produz resultados satisfatorios no controle da replicagdo de
taquizoitos, porém causa toxicidade as células dos mamiferos, sendo esta a
razao da adicao de acido folico ao esquema terapéutico. Outras associacdes
utilizadas sao pirimetamina-clindamicina e pirimetamina-antibiético macrolideo
(claritromicina ou azitromicina). Os antibioticos clindamicina e macrolideos
inibem a sintese proteica no parasito, mas também podem causar efeitos
adversos importantes. A associagao trimetoprima-sulfametoxazol nédo é téao
eficaz quanto aquelas citadas acima, mas pode evitar encefalite em individuos
imunocomprometidos e soropositivos, além de apresentar potencial risco de
efeitos adversos. Em casos de reacdes de hipersensibilidade, podem ser usadas
as associagdes dapsona e pirimetamina ou atovaquona. Dapsona, assim como
as sulfonamidas, inibe a enzima diidropteroato sintetase na via de sintese do
acido fdlico. Atovaquona € um andlogo da ubiquinona protozoaria e afeta
seletivamente as fungdes do citocromo bc1 no T. gondii. Espiramicina € a droga
de escolha para gestantes com alto risco de toxoplasmose congénita. Este
farmaco pode impedir a transmissao transplacentaria do parasito em casos de
toxoplasmose aguda adquirida no inicio da gestagdo. Contudo, quando a
infecgao fetal € confirmada, o tratamento com espiramicina é substituido pela
combinagado pirimetamina — sulfadiazina - acido fdlico. Azitromicina tem sido
indicada como farmaco promissor para o tratamento da toxoplasmose congénita,
uma vez que apresentou atividade inibitéria prolongada sobre a replicacao
intracelular de taquizoitos e uma menor toxicidade em modelos experimentais

em murinos, linhagens celulares e explantes placentarios (GILMAN, 1997;
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MONTOYA,; LIESENFELD, 2004; FRANCO et al., 2011; CASTRO-FILICE et al.,
2014).

Compostos derivados de plantas apresentam indicios de serem uma boa
alternativa para terapia da toxoplasmose, como relatado no estudo feito por De
Oliveira et al. (2009), citado por Antczak et al. (2016), no qual fibroblastos foram
tratados com cha da planta Artemisia annua e foi observado reducgéo de 75% na
penetracdo de taquizoitos nessas células e diminuicdo, em até 55%, da
replicagéo intracelular do parasito. Em outra pesquisa feita por Choi et al. (2008),
também citado por Antczak et al. (2016), extratos das espécies vegetais Sophora
flavescens e Zingiber officinale demonstraram alta seletividade contra a cepa RH
de T. gondii e, especificamente, Z. officinale foi dez vezes mais potente contra o
parasito, comparado a células HelLa. (o valor de CE50 (concentragdo necessaria
para produzir metade do efeito maximo) para T. gondii foi dez vezes menor do
que a EC50 para células HeLa).

Soares et al. (2015) investigaram a agao de um extrato proteico e uma
fracdo enriquecida com inibidor de protease de sementes de Jatropha curcas,
uma planta conhecida por pinhdo-manso, reduziram o numero de células Vero.
Infectadas com T. gondii e o nUmero de parasitos intracelulares.

Em outro estudo, o extrato da espécie Dictamnus dasycarpus mostrou
atividade antitoxoplasma, com maior seletividade contra o parasito, comparada
ao farmaco sulfadiazina (HONG et al., 2014).

Diante do exposto, derivados vegetais tém apresentado efeitos
promissores no tratamento da toxoplasmose e, portanto, representam potenciais

fontes de compostos bioativos contra o parasito T. gondii.

3 JUSTIFICATIVA

O Brasil é o pais que detém a maior parcela da biodiversidade mundial,
em torno de 15% a 20% do total. Entre os elementos que compdem a
biodiversidade, as plantas constituem importantes recursos naturais para a
fabricagdo de fitoterapicos e outros medicamentos (ANVISA, 2016), os quais
podem ser utilizados tanto na medicina humana, quanto na medicina veterinaria.

Annona crassiflora Mart., 1841, popularmente conhecida como
“‘Araticum”, € um membro da familia Annonaceae, encontrada no Cerrado

brasileiro (RATTER et al. 1997) e diversos estudos demonstraram nos extratos
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das folhas, sementes, casca e polpa das frutas propriedades relacionadas a
atividades antimicrobiana e antiparasitaria. No entanto, ainda nao existem dados
na literatura sobre possiveis efeitos de derivados vegetais de Annona crassiflora
sobre a infecg¢ao por T. gondii.

A toxoplasmose, causada pelo protozoario T. gondii, pode ser
assintomatica ou apresentar sintomas importantes com impacto sobre a saude
humana e de outros animais. T. gondii € um parasito intracelular obrigatério que
infecta a maioria das células nucleadas de aves e mamiferos e apresenta ampla
distribuicao mundial. Este parasito, tipicamente, € de baixa viruléncia. Entretanto,
a infeccao adquire importancia em dois grupos de alto risco, mulheres gestantes,
podendo causar aborto, mortalidade neonatal e anormalidades fetais, e
individuos imunocomprometidos, podendo ser observadas grave morbidade e
elevada taxa de mortalidade. Em Medicina Veterinaria, a toxoplasmose também
pode manifestar-se em diferentes espécies de animais e gerar problemas
reprodutivos (FIALHO et al., 2009). Assim, a toxoplasmose é uma doenca de
importancia em Saude Publica, pelas alteragcdes que causa nos fetos humanos,
e de importancia em produg¢ao animal pelas perdas por aborto.

Até o presente momento, ainda ndo existem vacinas para toxoplasmose
humana, apenas ha uma vacina comercial para ovinos e estudos em outras
espécies de animais. O tratamento padrao da toxoplasmose utiliza sulfadiazina
e pirimetamina. Entretanto, esses farmacos apresentam varios efeitos adversos
e, portanto, a descoberta de novas substadncias com potencial acgao
antiparasitaria contra T. gondii e com menos efeitos toxicos é bastante relevante.

Diante do exposto, considerando as varias propriedades farmacolégicas
ja identificadas para a espécie A. crassiflora, o presente estudo justifica-se dado
o seu potencial para identificar novos compostos ativos contra o parasito T. gondii
a partir de uma espécie vegetal nativa do Cerrado brasileiro, corroborando, com
a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (ANVISA, 2016).

4 OBJETIVOS
4.1 Objetivo geral
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Avaliar o efeito do extrato aquoso das folhas da Annona crassiflora na
proliferacdo de T. gondii em células RAW 264.7.

4.2 Objetivos especificos

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

. Determinar o efeito do extrato da Annona crassiflora na proliferagcao
de T. gondii em células RAW 264.7.

5 MATERIAL E METODOS

5.1 Local de execugao

Os experimentos foram realizados nos laboratérios de pesquisa dos De-
partamentos de Farmacologia (Laboratério de Farmacologia de Produtos Natu-
rais) e de Biofisica (Laboratério 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 de
Annona crassiflora, previamente, uma amostra da referida espécie foi coletada
em campo de vegetagdo esponténea 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).
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Figura 1. Annona crassiflora.

Fonte: https://www.flickr.com/photos/mercadanteweb/5349120592

5.3 Obtencao do extrato aquoso

Inicialmente, as folhas foram separadas dos galhos e lavadas em agua
corrente e, em seguida, em agua destilada. Apds esse procedimento, as folhas
foram colocadas em estufa a 45°C durante 48 horas para secagem. Depois de
secas, as folhas foram trituradas em liquidificador. As folhas trituradas foram
colocadas em provetas contendo agua destilada na proporgao de 10% (m/v). A
extracao 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. Apds o congelamento,
os extratos foram liofilizados a — 40°C até a total remogéo do conteudo de agua.
O material obtido foi pesado e acondicionado em freezer a — 20°C até a data da
utilizagcdo (FERRAZ, et al., 2017).

5.4 Cultura de células da linhagem macrophage-like RAW 264.7 e da
linhagem HelLa

Macrofagos murinos da linhagem macrophage-like RAW 246.7 e células
epiteliais do cérvix uterino humano (linhagem HelLa) foram gentilmente cedidas
pelos Profs. Fabio de Oliveira, do Laboratérios de Biologia Molecular e Celular,

e Bellisa de Freitas Barbosa, do Laboratério de Imunofisiologia da Reprodugao,
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ambos do Instituto de Ciéncias Biomédicas (ICBIM) da Universidade Federal de
Uberlandia (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 sodio, antibioticos (penicilina G a 100 U/mL e estreptomicina
a 100 pg/mL) (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, EUA) e 5% de soro fetal bo-
vino (SFB; Cultilab, Campinas, Brasil; inativado a 56°C / 30 min) (meio completo,
RPMI-SFB), em atmosfera umida a 37°C e 5% de COa.

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 SFB. Em seguida, a monocamada celular
era removida com cell scraper, as células transferidas para tubos falcon de 15
mL e centrifugadas a 400 g por 5 minutos a temperatura ambiente. Apds descarte
do sobrenadante, as células foram homogeneizadas em 1 mL de meio a 5% de

SFB e distribuidas em frascos novos de cultura.

5.5 Parasitos

Os parasitos utilizados foram taquizoitas de T. gondii, clone 2F1. O clone
2F1 de T. gondii foi obtida por modificacdo genética da cepa RH para expressar
constitutivamente a enzima citoplasmatica [B-galactosidase e, gentilmente,
cedida pelo Dr. Vern Carruthers da School of Medicine at the University of
Michigan (USA). Os parasitos foram mantidos por passagens seriadas, a
intervalos regulares de 72 horas, em células da linhagem Hela cultivadas em
meio RPMI 1640 (Cultilab, Campinas, Brasil), suplementado com penicilina (100
U/mL), estreptomicina (100 ug/mL) (Sigma Chemical Co., St. Louis, USA) e 2%
de SFB (RPMI-SFB 2%) em frascos de cultura de 25 cm?, a 37°C e 5% de CO:..
Quando a maioria das células infectadas em cultura estava lisada pelo parasito,
o0 meio contendo taquizoitas livres era centrifugado duas vezes, primeiro a 200
g, por 2 minutos a temperatura ambiente, e depois a 500g, por 5 minutos. Em
seguida, o sobrenadante era descartado e os parasitos homogeneizados em

meio a 2% de SFB e distribuidos em novos frascos com células ndo infectadas.
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5.6 Ensaio de citotoxicidade do extrato aquoso da Annona
crassiflora em células RAW 264.7

A viabilidade de macrofagos murinos (linhagem macrophage-like RAW
264.7) tratados com extrato aquoso de Annona crassiflora foi avaliada por ensaio
de MTT (tetrazolio de metiltiazol) (MOSMANN, 1983). Este ensaio permitiu
determinar as concentragdes do extrato que poderiam ser utilizadas sem diminuir
a viabilidade celular, ou seja, sem apresentar efeito citotéxico. Células RAW
264.7 foram removidas dos frascos de cultura utilizando-se cell scraper e foram
centrifugadas a 400 g por 5 minutos, homogeneizadas em meio RPMI a 5% de
SFB e ajustadas para a concentragdo de 1x10° células/ml de meio.
Posteriormente, as células foram cultivadas em placas de 96 pogos (2x10*
células/200 uL/pogo) overnight, em atmosfera umida de 5% de CO2 a 37°C.
Depois desse periodo, as células foram tratadas com: (1) concentragdes
crescentes do extrato aquoso de Annona crassiflora (0,487 a 1000 ug/mL); (2)
meio RPMI com 5% de SBF (controle negativo para citotoxicidade, ou seja,
viabilidade 100%). Apos os tratamentos, as células foram incubadas em estufa
a 37°C e 5% de COz2 overnight. Posteriormente, os sobrenadantes das culturas
foram descartados e as células foram lavadas e pulsadas com 200 uL/poco de
MTT (Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide, Sigma Chemical Co.) a 0,5 mg/mL em
meio RPMI com 5% de SBF e permaneceram a 37 °C e 5% de CO2 por quatro
horas. Em seguida, os sobrenadantes foram descartados e os cristais de
formazan (particulas insoluveis de coloracao roxa produzidas por células viaveis
que metabolizaram o reagente MTT) foram solubilizados com 100 uL/poco de
alcool propilico puro. A leitura da densidade éptica (DO) foi realizada apos 30
minutos, a 570 nm em leitor de placas (Titertek Multiskan Plus, Flow
Laboratories, McLean, EUA). Os resultados foram expressos como porcentagem
média da viabilidade celular + S.E.M. (erro padrdao da média) de quatro
experimentos independentes realizados em quadruplicata, em relacdo ao
controle 100% de viabilidade.

5.7 Ensaio de proliferagao intracelular de T. gondii em células RAW 264.7
Os taquizoitas de T. gondii, clone 2F1, foram coletados a partir da cultura
em células Hel.a e purificados por centrifugacao diferencial, inicialmente, a 200

X g, 2 min, 4 C° e, em seguida, o sobrenadante foi coletado e centrifugado a 500
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X g, 5 min, 4 C°. O sedimento final da suspenséao parasitaria foi ressuspendido
em meio RPMI suplementado com penicilina, estreptomicina e 2% de SFB.
Parasitos viaveis foram contados em cémara de Neubauer utilizando-se o
corante azul de Tripam 4% (v/v).

Células RAW 264.7 viaveis, utilizadas no ensaio de proliferagdo, também
foram previamente contadas em camara de Neubauer com o corante azul de
Tripam. Este corante permite a quantificagdo microscépica da viabilidade celular.
Células viaveis possuem membranas celulares intactas e sdo impermeaveis ao
corante azul de tripam, assim, ao serem examinadas, essas células apresentam
citoplasma claro, enquanto células mortas apresentam citoplasma azul
(STROBER, 2015).

No ensaio de proliferagao, células RAW 264.7 (2x10* células/200 uL/pogo)
em meio RPMI contendo SFB 5% foram cultivadas em microplaca de cultura de
96 pocos a 37 °C e 5% de CO2. Apds 3 horas de incubagédo para adeséo das
células na placa, as células foram tratadas com concentragbes crescentes do
extrato de Annona crassiflora (0,487 a 500 pg/mL), previamente filtrado em
membrana 0,22 ym, e mantidas a 37 °C e 5% de CO2z overnight (18 h). Em
seguida, os sobrenadantes das culturas foram retirados e as células foram
infectadas com taquizoitas do clone 2F1 de T. gondii na propor¢cao de trés
parasitos por célula (3:1), ou seja, 6x10* parasitos/200 yL RPMI-SFB 2%/poco e
foram novamente mantidas a 37 °C e 5% de CO:2 overnight. Apds o periodo de
incubacao, as células foram avaliadas quanto a proliferagao intracelular de T.
gondii de acordo com metodologia descrita por Teo e colaboradores (2007). As
células foram lavadas seis vezes com PBS contendo 1 mM CaClze 1 mM MgCl2
para remover os parasitos livres. Apds as lavagens, foram adicionados 100 pL
de tampéao de lise (HEPES 100 mM, pH 8,0; MgSO4 1 mM; Triton X-100 0,1%;
ditiotreitol 5 mM) e as células foram mantidas por 15 minutos a temperatura
ambiente. Em seguida, os lisados foram acrescidos de 160 yL de tampao de
ensaio (tampao fosfato 100 mM, pH 7,3; B-mercaptoetanol 102 mM; MgCl29 mM)
e, subsequentemente, de 40 pL do substrato CPRG 3 mM (clorofenol red — 3 —
D — galactopiranosideo; Roche). A microplaca foi, entao, incubada por 4 horas a
temperatura ambiente, no escuro. Paralelamente, foi construida uma curva
padrao por meio de diluigdes seriadas, em duplicata, de taquizoitas de T. gondii,

a partir de uma suspensdo de parasitos a 1x10%50 uL/poco. A curva padrdo
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também foram adicionadas as solugdes tampao de lise, tampao de ensaio e o
substrato CPRG. Apds o periodo de incubagao, a densidade o6ptica (DO),
correspondente a atividade da enzima B-galactosidase, foi mensurada em
comprimento de onda (A) igual a 570 nm em leitor de placas.

Apés a lise celular, os parasitos do clone 2F1 de T. gondii livres no
sobrenadante foram expostos ao reagente CPRG. A enzima [-galactosidase,
expressa pelos taquizoitos dessa cepa, converte o substrato CPRG de coloragéo
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 B-galactosidase e constitui
uma medida indireta para a determinagado quantitativa do numero de parasitos
em cada condigdo experimental.

Trés experimentos independentes foram realizados em triplicata. Os
resultados foram expressos como o numero médio £ S.E.M. de taquizoitos de T.

gondii, em cada condi¢ao experimental, em relagéo a curva padrao.

5.8 Analise estatistica

Para todos os calculos estatisticos e confec¢cao dos graficos foi utilizado o
programa GraphPad Prism versao 5.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego,
EUA). Os dados foram expressos como a média = S.E.M (erro padrdo da média).
Diferencas entre células tratadas e controle foram analisadas por testes ndo pa-
ramétricos, Kurskal-Wallis ou Mann Whitney, quando apropriado, apos verifica-
¢ao que as variaveis ndo seguiam distribuicao normal pelo teste de Kolmogorov-
Smirnov. Todos os resultados foram considerados significantes para um nivel de
p <0,05.

6 Resultados

6.1 Avaliagao do efeito do extrato da Annona crassiflora sobre a viabilidade
de células RAW 264.7

Os resultados obtidos nos ensaios para avaliagdo da viabilidade de
células RAW 264.7 tratadas com diferentes concentracbes do extrato aquoso

das folhas de Annona crassiflora estao representados na figura 2.
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De acordo com os dados apresentados, nas condi¢gdes experimentais
utilizadas, o extrato aquoso das folhas da A. crassiflora, em todas as
concentragdes utilizadas, ndo apresentou efeito citotdéxico em células RAW 264.7
(p > 0,05). Além disto, os dados obtidos sugerem uma tendéncia a proliferagéo

celular, mas este efeito n&o foi estatisticamente significante (p > 0,05).
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Figura 2. Viabilidade de células RAW 264.7 tratadas com o extrato aquoso
das folhas de Annona crassiflora. Células macrophage-like RAW 264.7 (2x10*
células/200 uL/pogo) foram cultivadas em placas de 96 pocos e tratadas com
diferentes concentragdes (0,49 a 1000 pg/mL) do extrato aquoso de Annona
crassiflora. Células nao tratadas com o extrato (concentracdo = 0 pg/mL)
constituiram o grupo controle (100% de viabilidade). A viabilidade celular foi
analisada pelo método de conversao de MTT (tetrazodlio de metiltiazol). Os dados
estao expressos como média £ S.E.M. de quatro experimentos independentes,
realizados em quadruplicata. As comparagdes entre as médias nos grupos de
células RAW 264.7 tratadas com diferentes concentragdes do extrato e o grupo

controle foram analisadas utilizando-se o teste de Kruskal-Wallis (p > 0,05).
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6.2 Proliferagao intracelular de T. gondii em células RAW 264.7

O efeito do extrato aquoso da Annona crassiflora na proliferagdo de T.
gondii em células RAW 264.7 esta representado na figura 3. Nas condigoes
experimentais utilizadas, o tratamento das células RAW 264.7 com o extrato da
Annona crassiflora nao reduziu a proliferagéo intracelular de T. gondii, desde que
nao houve diferenga estatisticamente significativa entre 0 numero de parasitos
nas células controle (células RAW 264.7 tratadas somente com meio RPMI) e
tratadas. Contudo, os resultados obtidos sugerem que existe uma tendéncia a
diminuicdo na proliferacdo do parasito quando as células foram tratadas com as

maiores concentragdes do extrato (500 e 1.000 pg/mL).
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Figura 3. Efeito do extrato aquoso das folhas da Annona crassiflora na
proliferagao de T. gondii em células RAW 264.7. Células RAW 264.7 (2x10*
células/200uL/pogo) foram tratadas com concentragcdes crescentes do extrato
aquoso de Annona crassiflora (0,487 a 1000 pg/mL) e mantidas overnight (18
h) a 37 °C e 5% de CO2. Como controle, células RAW 264.7 foram tratadas
apenas com meio RPMI a 5% de SFB. Em seguida, as células foram infectadas
com taquizoitas da cepa 2F1 de T. gondii na proporgéo 3:1 (parasitos:célula) e
mantidas a 37 °C e 5% de CO:2 overnight. Apos o periodo de incubagéao, as
células foram lavadas e lisadas com tampéao especifico. A quantificagao de pa-
rasitos, em cada condicdo experimental, foi determinada por reagao colorimé-
trica, utilizando-se o cromogeno CPRG (clorofenol vermelho (3-D-galactopira-
nosideo), comparando-se os dados obtidos a uma curva-padrao. A leitura da
densidade optica foi realizada em A = 570 nm. Os resultados estdo expressos
como meédia + S.E.M dos dados obtidos em um experimento realizado em tri-
plicata. As comparacdes entre células tratadas com as diferentes concentra-
¢bes do extrato e o grupo controle foram analisadas utilizando-se o teste de
Kurskal-Wallis (p > 0,05).
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Em seguida, comparamos a proliferacdo de T. gondii em linhagens
celulares diferentes, células RAW 264.7 e HelLa. As células RAW 264.7
(macrophage-like RAW 264.7) constituem um modelo experimental para estudo
que avaliam as fungdes fenotipicas e funcionais de macrofagos e, portanto, sdo
fagdcitos, enquanto as células HeLa ndo apresentam esta fungado, exceto em
condigbes especificas (TACIAK, et al., 2018; SHEPARD, 2014; JONES et al.,
1981).

Os resultados obtidos (Figura 4) mostraram que ndo houve diferenca
estatisticamente significante na proliferacdo do parasito entre as duas linhagens

celulares (p > 0,05).
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Figura 4. Proliferagao de T. gondii em linhagens de células RAW 264.7 e
HeLa. Células RAW 264.7 e HelLa (2x10* células/200uL/pogo) foram cultivadas
em microplacas de 96 pocos por 3 h para adesao das células na placa a 37 °C
e 5% de CO2. Em seguida, as células foram infectadas com taquizoitas da cepa
2F1 de T. gondii na proporc¢ao 3:1 (parasitos:célula) e mantidas overnight (18
h)a 37 °C e 5% de CO2. Apds o periodo de incubagéo, as células foram lavadas
e lisadas com tampao especifico. A quantificacao de parasitos foi determinada
por reagao colorimétrica, utilizando-se o cromégeno CPRG (clorofenol verme-
Iho B-D-galactopiranosideo), comparando-se os dados obtidos a uma curva-
padrao. A leitura da densidade 6ptica foi realizada em A = 570 nm. Os resulta-
dos estdo expressos como média + S.E.M dos dados obtidos em um experi-
mento realizado em sextuplicata. As comparagdes entre o numero de taquizo-
itas de T. gondii entre as duas linhagens foram analisadas utilizando-se o teste
de Mann Whitney (p > 0,05).
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A figura 5 representa uma microplaca utilizada para os ensaios de
proliferacdo e ilustra a coloragdo desenvolvida na reagéo colorimétrica entre a
enzima B-galactosidase, expressa em taquizoitas da cepa 2F1, e o substrato
cromogeno CPRG.

Os parasitos da cepa 2F1 de Toxoplasma gondii expressam
constitutivamente a enzima citoplasmatica -galactosidase. Esta enzima catalisa
a hidrolise de B-galactosideos, incluindo lactose e o galactosideo analogo
clorofenol red--D-galactopiranosideo (CPRG), de coloragdo amarelo-laranja,
convertendo-o em galactose e no croméforo vermelho clorofenol. Isto resulta em
uma coloragado vermelho-escuro, cuja absorbancia € determinada a 570 nm. A
D.O mensurada, correspondente a intensidade de cor desenvolvida, € uma
medida indireta do numero de parasitos. Quanto mais intensa a coloracdo em

vermelho, maior a quantidade de parasitos.
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Figura 5. Microplaca ilustrativa da reacado colorimétrica do ensaio de
proliferagcao de T. gondii em células RAW 264.7. Colunas 1 a 12, linhas A, B,
C: células RAW 264.7 (2x10* células/200uL/pogo) + extrato Annona crassiflora
(1000 a 0,487 ug/mL) + T. gondii (6x10° parasitos/pogo). Colunas 1 a 6, linha
D: células RAW 264.7 + T. gondii. Colunas 7 a 11, linha D: células HeLa + T.
gondii. Colunas 1 a 6 e 7 a 11, linha E: células RAW 264.7 e Hela,
respectivamente, néo infectadas em meio RPMI 5%. Colunas 1 a 12, linhas G
e H: curva—padrdo, em duplicata, de taquizoitos em quantidades
decrescentes/pogo, a partir de uma suspenséo de parasitos a 1x10%50 uL/pogo.
A intensidade de cor desenvolvida € diretamente proporcional ao numero de
taquizoitos/pogo.
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7 Discussao

Neste estudo, para que fosse possivel analisar a proliferagao intracelular
de T. gondii em células RAW 264.7 previamente tratadas com o extrato aquoso
de Annona crassiflora, verificou-se previamente o efeito do extrato, em diferentes
concentracgdes, sobre a viabilidade dessas células. Para isso, usamos o ensaio
de MTT (tetrazdlio de metiltiazol), o qual demonstrou que n&o houve
citotoxicidade, em todas as concentragdes testadas, e, embora, foi observada
uma tendéncia a indugdo de proliferacdo celular, este efeito nao foi
estatisticamente significativo.

O ensaio de MTT (tetrazodlio de metiltiazol) € amplamente utilizado para
avaliar a viabilidade celular de varios tipos celulares, como no estudo de Cacciola
et al. (2019), no qual foram utilizados extratos aquosos de casca de castanha
para tratar seis linhagens celulares tumorais (DU 145, PC-3, LNCaP, MDA-MB-
231, MCF-7 e HepG2) e uma linhagem celular epitelial da prostata normal
(PNT2), e assim realizou-se a avaliagao da viabilidade celular por meio desse
ensaio de MTT.

Segundo Ribeiro et al. (2004), o MTT € um sal de tetrazolium que ao ser
reduzido por enzimas desidrogenases, forma cristais de formazam soluveis em
etanol, tendo sua forma oxidada com coloragao amarela e a forma reduzida com
coloragao purpura.

Liu et al. (2016) também fizeram um estudo com uma planta do género
Annona sp., a Annona muricata, utilizando um extrato etandlico dessa planta
para avaliar seus efeitos apoptéticos sobre células cancerigenas HepG2 do
figado. Para realizar a avaliacdo da viabilidade celular, também foi utilizado o
ensaio de MTT.

A toxoplasmose, segundo Loo et al. (2017), atinge um grande numero de
animais de sangue quente, e estima-se que haja infeccao, cronicamente, em até
um terco da populagdo humana do mundo. Porém, atualmente, existem poucas
terapias eficazes contra a toxoplasmose, tais como a combinacdo dos
medicamentos sulfadiazina e pirimetamina (DAVID; TIM, 2001 apud LOO et al.,
2017), que causam efeitos colaterais hematoldgicos; outro tratamento é a
combinagao de trimetoprim e sulfametoxazol (cotrimoxazol), mas pode ocorrer
passagem pela barreira placentaria, sendo desencorajado para mulheres

gravidas (MASTERS et al., 2003). Assim, evidenciamos a importancia de buscar
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novos tratamentos contra essa doencga.

Uma alternativa de tratamento seria o uso de fitoterapicos, como € o caso
da artemisinina, um produto extraido da planta Artemisia annua, e seus
derivados, que segundo estudos realizados por Loo et al. (2017), revelaram-se
uma forma de tratamento anti-protozoario de custo relativamente baixo e de
baixa toxicidade, sendo promissores medicamentos contra protozoarios,
incluindo contra T. gondii, tanto de forma isolada ou, até mesmo, em combinagao
com os atuais anti-protozoarios. Esse fato indica a possibilidade de outras
plantas serem usadas para a infec¢ao por T. gondii.

Além disso, como um mesmo produto da planta Artemisia annua é capaz
de atuar contra varios protozoarios, leva a possibilidade do tratamento com
Annona crassiflora, se bem sucedido contra o T. gondii, ser eficaz contra outros
protozoarios que causam doencas importantes, como o Neospora caninum.
Esse parasito € um protozoario apicomplexano, estritamente relacionado ao T.
gondii (DUBEY et al.,, 1988 apud NARDONI et al., 2019), sendo de grande
impacto na veterinaria, pois, de acordo com Kobayashi et al. (2001), citado por
Nardoni et al. (2019), ele é responsavel por causar doenga neuromuscular em
caes e é considerado um importante agente abortivo em ruminantes.

Em estudos realizados por Mesquita e seus colaboradores (2005), ava-
liaram in vitro trinta e um extratos de plantas, consideradas medicinais, do Cer-
rado brasileiro, incluindo Annona crassiflora, para determinar suas atividades an-
tiprotozoaria contra promastigotas de Leishmania donovani e formas amastigo-
tas de Trypanosoma cruzi. Os resultados relacionados a Annona crassiflora mos-
traram que extratos etandlicos de casca de raiz de Annona crassiflora, de acordo
com os valores IC50 (média das inibigdes de um composto (50% de inibigao),
forneceram uma das maiores atividades contra as formas promastigotas de L.
donovani, e sua atividade contra as formas amastigotas de T. cruzi indicou valo-
res de IC50 variando de 5 a 10 pg / ml para os extratos etandlicos de madeira
da raiz e de casca da raiz de Annona crassiflora. Também foram realizados
ensaios preliminares de citotoxicidade sobre os animais, avaliando células L6,
as quais mostraram que o extrato hexanico da casca de raiz de Annona
crassiflora € fracamente citotoxica, dessa forma, pode-se considerar que os
extratos de Annona crassiflora sédo eficientes contra os dois parasitas, como os

medicamentos antiprotozdéarios comumentemente utilizados para esses
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protozotozoarios. Nesse sentido, sugere-se uma possivel relagdo do tipo de
extrato utilizado, e o ensaio antiprotozoario realizado, com os efeitos
farmacolégicos obtidos por ele, pois nesse modelo experimental, os resultados
observados com o extrato etanolico de Annona crassiflora inferem um potecial
efeito antiprotozoario sobre Leishmania donovani e Trypanosoma cruzi, diferente
do que foi relatado com extrato aquoso da mesma espécie vegetal contra o T.
gondii, no presente estudo.

Ha a possibilidade de que diferentes partes de Annona crassiflora gere
diferentes efeitos sobre um mesmo parasito, como foi relatado no estudo feito
por Pimenta et al. (2014), em que se avaliou a agado antimalarica de diferentes
fracdes de Annona crassiflora, como acetogenina, alcaloides e fragdes ricas em
flavondides, utilizando modelo in vivo com camundongos infectados com
Plasmodium berghei e, posteriormente, a toxicidade foi avaliada por ensaio de
salmoura. Essas fragbes de Annona crassiflora foram administradas em doses
de 12,5 mg / kg / dia, por quatro dias, nos animais. Foi relatado que as fragdes
de madeira ndo apresentaram atividade antimalarica significativa e produziu alta
toxicidade aos animais, enquanto as fracdes foliares demonstraram um tempo
meédio de sobrevida (MST) dos camundongos infectados, maior do que os
animais controle ndo tratados, indicando uma melhor eficacia e menor toxicidade
do que as fracdes de madeira. As fragcdes foliares, ricas em flavondides, foram
melhores na redugao da parasitemia e indicam ser menos téxicas que as fragdes
ricas com acetogenina. Em relacdo a uma fragao foliar em que alcaléides foram
detectados, houve um aumento de MST dos animais tratados, além de reduzir a
parasitemia. Assim, evidenciaram que as fracdes foliares ricas em alcaldides e
flavoides apresentaram melhor acdo antimalarica. Podemos considerar que a
fracdo da planta utilizada no presente estudo n&o gerou o efeito esperado sobre
o T. gondii, mas que se outra fracdo fosse usada, os efeitos poderiam ser
diferentes.

Ao considerar os resultados obtidos neste estudo, a auséncia de efeito
antimicobrobiano pelo extrato da Annona crassiflora, foi observado em um
trabalho feito por Takahachi et al. (2006), cujo objetivo foi avaliar atividade
antibacteriana de espécies brasileiras da familia Annonaceae, tais como Xylopia
frutescens, Xylopia aromatica, Xylopia amazdnica, Xylopia benthamii, Annona

ambotay, Annona crassiflora, Annona muricata e Annona Cherimélia. Foram
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colhidas de Annona crassiflora as sementes e as folhas para a preparagao do
extrato, sendo obtidos extratos de hexano de suas folhas e extrato etandlico de
suas sementes. Os microorganismos utilizados foram Bacillus subtilis ATCC
6633, Escherichia coli ATCC 25922, Micrococcus Iluteus ATCC 9341,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27835 e Staphylococcus aureus ATCC 25923.
A atividade antibacteriana foi avaliada pelo método de difusdo em agar. No total
foram obtidos dezesseis extratos das plantas selecionadas, tais como extrato
hexéanicos das folhas de Anonna crassiflora (18,7% peso seco; TM3) e extrato
etandlico das folhas de Annona crassiflora (41,0% em peso; TM12), os quais nao
apresentaram atividades antibacterianas, apenas mostrou no rastreio fitoquimico
a presenca de flavondides em seus extratos ativos.

Em contrapartida, estudos realizados por Ribeiro et al. (2018), em que se
avaliou os efeitos antimicrobianos de varias plantas do Cerrado brasileiro contra
Staphylococcus spp. € Escherichia coli, através do método de difusdo em agar-
disco, realizado com triplicata, teve Annona crassiflora como parte da avaliagao,
utilizando os extratos aquoso e etandlico. O extrato etandlico com os taninos de
Annona crassiflora apresentou antagonismo sobre todas as estirpes de
Staphylococcus spp., 0 qual gerou grandes zonas de inibigdo. Além disso, em
outro estudo realizado por Silva e seus colaboradores (2014), a atividade
antibacteriana dos extratos das espécies Bidens pilosa e Annona classiflora
foram avaliadas em modelos in vitro contra cepas de Staphylococus aureus
resistentes a oxacilina, por meio dos métodos de difusdo em agar e microdiluicao
de caldo, tendo os extratos hidroalcodlicos de diferentes partes (casca, polpa,
caule e folhas) de Annona crassiflora inibindo o crescimento dos isolados de
Staphylococus aureus resistentes a oxacilina em ambos os métodos utilizados.
Dessa forma, podemos observar a possivel agao antimicrobiana do extrato de

Annona crassiflora.
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8 Conclusoes
v O extrato aquoso das folhas da Annona crassiflora ndo apresentou
citotoxicidade em células RAW 264.7.

v' O extrato aquoso das folhas da Annona crassiflora nao reduziu de modo
estatisticamente significativo a proliferagcao de T. gondii em células RAW
264.7; contudo, nas maiores doses (500 e 1.000 pg/mL), o extrato

mostrou tendéncia a reduzir a proliferagao do parasito.
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