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Resumo 
 

A casca do fruto de Annona crassiflora Mart., uma espécie nativa do Cerrado 

brasileiro, é uma fonte de compostos fenólicos com alta capacidade antioxidante. 

Este estudo teve como objetivo investigar as possíveis propriedades 

antinociceptivas, anti-inflamatórias e antioxidantes de frações ricas em polifenóis 

da casca dos frutos de A. crassiflora em modelos in vitro e in vivo. Citocinas pró-

inflamatórias e a produção de óxido nítrico (NO) foram avaliadas em macrófagos 

ativados por LPS. A fração acetato de etila, por ser capaz de reduzir a produção 

de mediadores inflamatórios nos macrófagos, foi administrada por via oral em 

camundongos C57BL/6/J, e os animais foram submetidos à nocicepção induzida 

por glutamato, à inflamação induzida por adjuvante de Freund completo (CFA), e 

a testes de campo aberto e rotarod para análise do desempenho motor. A fração 

n-butanol, por apresentar a maior capacidade antioxidante dentre as frações, foi 

investigada contra o estresse oxidativo e nitrosativo hepático em ratos Wistar 

diabéticos induzidos por estreptozotocina. Foram avaliados os parâmetros 

bioquímicos séricos, o estado oxidativo e nitrosativo hepático, o sistema de 

defesa da glutationa e os parâmetros farmacocinéticos in silico dos principais 

compostos da fração. Como resultados, foi observado que a fração acetato de 

etila inibiu a produção de IL-6 e NO nos macrófagos induzidos por LPS nas 

concentrações de 0,1 e 0,3 µg/mL (p < 0,001) e reduziu a nocicepção induzida 

pelo glutamato em 75 ± 7% na dose de 30 mg/kg (p < 0,001), sem alterar a 

atividade locomotora dos animais. Além disso, a fração acetato de etila (30 mg/kg) 

foi capaz de reverter a hiperalgesia aguda e tardia induzida por CFA (p < 0,05), 

além de reduzir o edema na fase aguda (p < 0,05), com reduções da atividade da 

mieloperoxidase (40 ± 12%, p < 0,05) e da infiltração de células inflamatórias 

polimorfonucleares no tecido da pata (40 ± 9%, p < 0,001). O tratamento dos ratos 

diabéticos com a fração n-butanol durante 30 dias, na dose de 50 mg/kg, diminuiu 

as atividades séricas de alanina aminotransferase, aspartato aminotransferase e 

fosfatase alcalina (p < 0,01), além de reduzir no fígado a peroxidação lipídica, a 

carbonilação e nitração de proteínas, o nível de óxido nítrico sintase induzível e as 

atividades e expressões de glutationa peroxidase, superóxido dismutase e 

catalase (p < 0,05). Houve também aumentos na capacidade antioxidante, na 
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atividade da glutationa redutase e no nível de glutationa reduzida (p < 0,05). As 

predições in silico dos compostos fenólicos presentes na fração mostraram 

absorção e distribuição favoráveis, sem possíveis sinais de hepatotoxicidade. Os 

resultados apoiam os efeitos antinociceptivos, anti-inflamatórios e 

hepatoprotetores da casca do fruto de A. crassiflora, e sugerem que esses efeitos 

são desencadeados pela supressão de citocinas pró-inflamatórias, redução da 

infiltração de neutrófilos, e melhoria dos parâmetros oxidativos/nitrosativos 

hepático. 

 

Palavras-chave: Annonaceae, antioxidante, araticum, estresse oxidativo, fígado, 

inflamação. 
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Abstract 

 
The fruit peel of Annona crassiflora Mart., a species native to the Brazilian 

Cerrado, is a source of phenolic compounds with high antioxidant capacity. This 

study aimed to investigate the possible antinociceptive, anti-inflammatory and 

antioxidant properties of fractions rich in polyphenols from the A. crassiflora fruit 

peels in in vitro and in vivo models. Proinflammatory cytokines and nitric oxide 

(NO) production were evaluated in LPS-activated macrophages. The ethyl acetate 

fraction, being able to reduce the production of inflammatory mediators in 

macrophages, was administered orally in C57BL/6/J mice, and the animals were 

subjected to glutamate-induced nociception, Freund's adjuvant (CFA)-induced 

inflammation, and open field and rotarod tests for motor performance analysis. 

The n-butanol fraction, which showed the highest antioxidant capacity among the 

fractions, was investigated against hepatic oxidative and nitrosative stress in 

diabetic Wistar rats induced by streptozotocin. Serum biochemical parameters, 

hepatic oxidative and nitrosative status, glutathione defense system and in silico 

pharmacokinetic parameters of the main compounds of the fraction were 

evaluated. As results, the ethyl acetate fraction inhibited IL-6 and NO production in 

LPS-induced macrophages at concentrations of 0.1 and 0.3 µg/mL (p < 0.001) and 

reduced glutamate-induced nociception by 75 ± 7% at the dose of 30 mg/kg (p < 

0.001), without changing the locomotor activity of the animals. In addition, the ethyl 

acetate fraction (30 mg/kg) was able to reverse the CFA-induced acute and late 

hyperalgesia (p < 0.05), in addition to reducing edema in the acute phase (p 

<0.05), with reductions in myeloperoxidase activity (40 ± 12%, p < 0.05) and 

inflammatory polymorphonuclear cell infiltration in the paw tissue (40 ± 9%, p < 

0.001). The treatment of diabetic rats with the n-butanol fraction for 30 days, at the 

dose of 50 mg/kg, decreased the serum activities of alanine aminotransferase, 

aspartate aminotransferase and alkaline phosphatase (p < 0.01), in addition to 

reducing in the hepatic lipid peroxidation, protein carbonylation and nitration, the 

level of inducible nitric oxide synthase and the activities and expressions of 

glutathione peroxidase, superoxide dismutase and catalase (p < 0.05). There were 

also increases in antioxidant capacity, glutathione reductase activity and reduced 
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glutathione level (p < 0.05). The in silico predictions of the phenolic compounds 

present in the fraction showed favorable absorption and distribution, without 

possible signs of hepatotoxicity. The results support the antinociceptive, anti-

inflammatory and hepatoprotective effects of A. crassiflora fruit peel, and suggest 

that these effects are triggered by the suppression of pro-inflammatory cytokines, 

reduction of neutrophil infiltration, and improvement of hepatic oxidative/nitrosative 

parameters. 

 
Keywords: Annonaceae, antioxidant, araticum, oxidative stress, liver, 

inflammation. 
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1. Introdução 
 

 
1.1. Frutos do Cerrado 

 
 Os produtos naturais têm sido utilizados na medicina tradicional para 

tratar doenças e patologias há milhares de anos, na forma de medicamentos 

tradicionais, remédios, poções e óleis, muitos destes derivados de plantas (DIAS; 

URBAN; ROESSNER, 2012). Dentre os produtos naturais, têm-se as plantas 

medicinais, sendo que, de acordo com a Organização Mundial da Saúde, entre 

65% e 80% das populações dos países em desenvolvimento atualmente utilizam-

nas como remédios (PALHARES; GONÇALVES DRUMMOND; DOS SANTOS 

ALVES FIGUEIREDO BRASIL et al., 2015).  

 Está bem documentado que os produtos naturais desempenharam papéis 

críticos no desenvolvimento de medicamentos modernos, especialmente para 

agentes antibacterianos e antitumorais (VEERESHAM, 2012). Embora a 

popularidade dos produtos sintéticos tenha aumentado devido ao seu custo de 

produção, eficácia no tempo, fácil controle de qualidade, regulamentação rigorosa 

e efeitos rápidos, sua segurança e eficácia sempre permaneceram questionáveis, 

resultando na dependência dos produtos naturais em mais de 80% da população 

total no mundo em desenvolvimento, devido à sua segurança e eficácia 

comprovadas pelo tempo (DIAS; URBAN; ROESSNER, 2012; VEERESHAM, 

2012). Um grande número de compostos derivados de produtos naturais em 

vários estágios de desenvolvimento clínico destacou a viabilidade existente e a 

importância do uso de produtos naturais como fontes de novos candidatos a 

medicamentos. 

 O primeiro produto natural puro comercial introduzido para uso 

terapêutico foi a morfina, comercializada pela Merck em 1826, e a primeira droga 

semissintética pura foi a aspirina, com base no produto natural salicina isolada de 

Salix alba, introduzida pela Bayer em 1899 (VEERESHAM, 2012). A partir disso, 

ocorreu o isolamento de outras drogas, como cocaína, codeína, digitoxina, quinina 

e pilocarpina, das quais algumas ainda estão em uso, e vários outros compostos 

derivados de plantas que foram desenvolvidos e comercializados como drogas, 

tais como o paclitaxel, da planta Taxus brevifolia, para câncer de pulmão, de 
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ovário e de mama, artemisinina, da planta tradicional chinesa Artemisia annua, 

para combater a malária multirresistente, silimarina, extraída das sementes de 

Silybum marianum para o tratamento de doenças do fígado (VEERESHAM, 

2012). 

 A flora diversificada do Brasil representa um grande potencial para o 

fornecimento de espécies ricas em compostos bioativos com inúmeras aplicações 

na fabricação de cosméticos, agroquímicos, aditivos alimentares e, 

especialmente, produtos farmacêuticos (DE OMENA; NAVARRO; DE PAULA et 

al., 2007). Dentre os recursos vegetais com potencial terapêutico, os frutos do 

bioma Cerrado (savana brasileira) podem ter maior teor de compostos bioativos e 

maior atividade antioxidante em comparação com frutos comestíveis 

convencionais, provavelmente devido a fatores abióticos adversos que estimulam 

a produção de compostos bioativos, especialmente antioxidantes (BAILÃO; 

DEVILLA; DA CONCEIÇÃO et al., 2015; JUSTINO; DE MOURA; FRANCO et al., 

2020). 

 O Cerrado é um bioma de savana tropical que cobre 1,8 milhões de Km2 

do Brasil, o que corresponde a aproximadamente 23% do território brasileiro, 

sendo detentor de uma grande parte da biodiversidade encontrada no país 

(DRAGANO; DE VENANCIO; PAULA et al., 2010; MITTERMEIER; DA 

FONSECA; RYLANDS et al., 2005). Diversas espécies vegetais com alto 

potencial econômico são encontrados nesse bioma, principalmente por causa da 

diversidade de árvores frutíferas nativas com elevado valor nutricional e 

propriedades medicinais (CARAMORI; LIMA; FERNANDES, 2004; RIBEIRO; 

RODRIGUES, 2006). Um trabalho recente demonstrou o potencial antioxidante e 

anti-glicante de extratos aquosos e etanólicos obtidos da polpa de frutos do 

Cerrado, como Annona crassiflora, Brosimum gaudichaudii, Butia capitata, 

Byrsonima sp., Campomanesia xanthocarpa, Caryocar brasiliense, Eugenia 

dysenterica, Genipa americana, Hancornia speciosa, Hymenaea stigonocarpa e 

Mauritia flexuosa (JUSTINO; DE MOURA; FRANCO et al., 2020). No entanto, 

muitas espécies vegetais presentes nesse bioma ainda são pouco exploradas. 

 Dentro deste contexto, faz-se necessário avaliar o potencial farmacológico 

desses produtos naturais assim como a segurança de uso, para contribuir com o 
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desenvolvimento de possíveis novos produtos na área da saúde e/ou obtenção de 

moléculas bioativas. 

 

1.2. Compostos fenólicos  
 

 Muitos dos compostos bioativos das plantas são provenientes de 

metabólitos secundários. Os metabólitos secundários geralmente não são 

essenciais para o crescimento, desenvolvimento ou reprodução de um organismo, 

sendo produzidos como resultado de adaptação ao ambiente circundante ou para 

atuar como um possível mecanismo de defesa contra predadores (CROTEAU; 

KUTCHAN; LEWIS, 2000; JEANDROZ; LAMOTTE, 2017). A biossíntese desses 

metabólitos é derivada dos processos fundamentais da fotossíntese, glicólise e 

ciclo do ácido cítrico, os quais fornecem intermediários biossintéticos que 

resultam na formação de metabólitos secundários (CROTEAU; KUTCHAN; 

LEWIS, 2000). Os produtos formados normalmente são armazenados em 

pequenas quantidades e podem ser divididos de acordo com a sua rota 

biossintética de origem: terpenoides, compostos nitrogenados (alcaloides, 

glucosinolatos e cianidrinas) e compostos fenólicos (CROTEAU; KUTCHAN; 

LEWIS, 2000). 

Os compostos fenólicos são encontrados em grande parte nos frutos, 

vegetais, cereais e bebidas, e geralmente estão envolvidos na defesa contra a 

radiação ultravioleta ou agressão por patógenos (PANDEY; RIZVI, 2009). Todos 

os compostos fenólicos de plantas surgem de um intermediário comum, a 

fenilalanina ou um precursor próximo, o ácido chiquímico (GOBBO-NETO; 

LOPES, 2007). As principais classes incluem ácidos fenólicos, flavonoides, 

estilbenos e lignanas (Figura 1) (PANDEY; RIZVI, 2009).  
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Figura 1: Estruturas químicas dos principais compostos fenólicos: ácidos 

fenólicos, lignanas, estilbenos e flavonoides. Adaptado de PANDEY e RIZVI 

(2009). 

 

Os polifenóis têm apresentado diversas propriedades biológicas benéficas 

à saúde humana, o que os tornam objeto de crescente interesse científico 

(KUMAR; PANDEY, 2013; PANDEY; RIZVI, 2009). As evidências geradas por 

estudos em animais e em humanos mostram que as propriedades antioxidantes e 

anti-inflamatórias dos polifenóis podem potencialmente prevenir ou servir como 

tratamento contra muitas doenças não transmissíveis (CORY; PASSARELLI; 

SZETO et al., 2018). A literatura sugere que o consumo a longo prazo de dietas 

ricas em polifenóis protege contra certos tipos de câncer, doenças 

cardiovasculares, diabetes mellitus tipo 2, osteoporose, pancreatite, problemas 

gastrointestinais, danos nos pulmões e doenças neurodegenerativas (BEDEKAR; 

SHAH; KOFFAS, 2010; CORY; PASSARELLI; SZETO et al., 2018; GRAF; 

MILBURY; BLUMBERG, 2005; KHAN; LIU; WANG et al., 2020; QAZI; SIDDIQUI; 
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JAHAN et al., 2018). Muitas dessas propriedades protetoras são atribuídas à 

capacidade dos polifenóis de neutralizar os radicais livres através da doação de 

hidrogênio e formar complexos químicos estáveis, impedindo novas reações que 

possam ser prejudiciais ao organismo, pela quelatação de metais envolvidos no 

estresse oxidativo ou pela inibição de enzimas envolvidas na geração de espécies 

reativas de oxigênio (ROS, do inglês reactive oxygen species) (HUANG; OU; 

PRIOR, 2005; KUMAR; PANDEY, 2013). 

O potencial antioxidante dos polifenóis é responsável por proteger o 

organismo contra o estresse oxidativo e processos inflamatórios, além de regular 

as ações da resposta imune (ARULSELVAN; FARD; TAN et al., 2016; ARUOMA, 

1999; DEY; LAKSHMANAN, 2013; JOHANSEN; HARRIS; RYCHLY et al., 2005). 

Além disso, estudos têm elucidado efeito da farmacocinética da absorção na 

eficácia dos polifenóis como antioxidantes e outros mecanismos potencialmente 

promotores de saúde (SCALBERT; MORAND; MANACH et al., 2002; SCALBERT; 

RÉMÉSY; MORAND et al., 2004). 

Assim, estudos com extratos ricos em compostos fenólicos são 

promissores no controle do estresse oxidativo e inflamação relacionados a 

doenças crônicas. Plantas com propriedades antioxidantes e anti-inflamatórias 

conhecidas estão recebendo muita atenção, pois acredita-se ter menos efeitos 

adversos, além de poder melhorar a qualidade de vida dos pacientes quando 

utilizado de forma complementar ao tratamento padrão (ELOSTA; GHOUS; 

AHMED, 2012). Recentemente, foi demonstrado que a casca do fruto de Annona 

crassiflora Mart., um fruto nativo do Cerrado brasileiro, é uma fonte de compostos 

fenólicos, incluindo flavonoides e proantocianidinas, com propriedades 

antioxidantes e anti-glicantes in vitro (JUSTINO; PEREIRA; VILELA et al., 2016), o 

que a torna um possível objeto de estudo para novos ensaios in vivo em modelos 

de estresse oxidativo e inflamação. 

 

1.3. Annona crassiflora Mart. 
 

Annona crassiflora Mart., uma espécie vegetal da família Annonaceae 

encontrada no Cerrado, tem sido usada para o tratamento de reumatismo, feridas, 

doenças venéreas, piolhos, mordidas de cobra e infecções microbianas 
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(ALMEIDA; PROENÇA; RIBEIRO, 1994; ALMEIDA; SILVA; RIBEIRO, 1987; 

RIBEIRO; WALTER, 1998; SILVA; CERDEIRA; CHAVASCO et al., 2014; VILAR; 

FERREIRA; FERRI et al., 2008). O fruto da A. crassiflora (Figura 2) é 

popularmente conhecido como araticum, articum, marolo e panã, sendo sua polpa 

utilizada para a produção de sucos, geleias, doces, sorvetes e licores (ALMEIDA; 

SILVA; RIBEIRO, 1987).   

 

 
Figura 2: Fruto araticum da espécie Annona crassiflora Mart. Fonte: autor. 

 

Estudos anteriores mostraram várias propriedades biológicas de extratos 

de diferentes partes dessa espécie. Atividades antioxidantes in vitro e in vivo de 

extratos/frações de diferentes partes botânicas de A. crassiflora (fruto e planta) 

foram estudados (ARRUDA; PASTORE, 2019). Extratos hidroetanólicos da polpa 

e casca do fruto apresentaram alta capacidade antioxidante (ARRUDA; PEREIRA; 

PASTORE, 2018; JUSTINO; PEREIRA; VILELA et al., 2016; ROESLER; 

CATHARINO; MALTA et al., 2007). Extratos da semente do fruto araticum 

também foram capazes de inibir a peroxidação lipídica de microssomas do fígado 

de ratos (ROESLER; MALTA; CARRASCO et al., 2006). Além disso, ROESLER 

(2011) mostrou o efeito hepatoproteror de extratos etanólico da casca e sementes 

do fruto do araticum na prevenção da peroxidação lipídica e manutenção das 

enzimas antioxidantes hepáticas. 

Estudos também têm demonstrado efeitos anti-inflamatórios de extratos e 

frações do araticum. Extrato metanólico e frações hidroetanólicas das folhas 

inibiram parâmetros inflamatórios induzidos por carragenina em camundongos, 
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como edema de pata, atividade da mieloperoxidase e migração de leucócitos (DA 

COSTA OLIVEIRA; DE MATOS; DE CARVALHO VELOSO et al., 2018; ROCHA; 

KASSUYA; FORMAGIO et al., 2016). Em um outro estudo realizado em um 

modelo de cicatrização de feridas in vivo, uma formulação contendo frações ricas 

em polifenóis da casca do fruto foi capaz de reduzir a infiltração de neutrófilos e 

macrófagos e induzir a síntese de colágeno tipo I e tipo III em feridas cutâneas 

(DE MOURA; JUSTINO; FERREIRA et al., 2018).  

Atividades antitumorais também foram observadas em diversos extratos, 

frações e compostos isolados da A. crassiflora. Crassiflorina, uma acetogenina 

isolada das sementes do fruto, foi altamente citotóxica para células de carcinoma 

do pulmão, adenocarcinoma do cólon, carcinoma da mama, melanoma e 

carcinoma do sistema nervoso central (SANTOS; BOAVENTURA; DE OLIVEIRA, 

1994). Extratos hidroetanólico, etanólico, metanólico e hexânico de várias partes 

da A. crassiflora, como casca e madeira da raíz, sementes e folhas, apresentaram 

propriedades antiproliferativas contra diversas linhagens de células tumorais 

(glioma, leucemia, carcinoma do cólon, melanoma e linhagens de células de 

câncer cervical) (DE MESQUITA; DE PAULA; PESSOA et al., 2009; SILVA; 

ALVES; ROSA et al., 2019). Outro estudo mostrou a propriedade antitumoral in 

vivo de uma fração rica em acetogeninas da madeia de A. crassiflora, no qual um 

pronunciado efeito antitumoral foi observado em camundongs com apenas uma 

única administração da fração (1,25 mg/kg) por via intratumoral e via intravenosa 

(PIMENTA; MENDONÇA; PRETTI et al., 2011). Propriedades antimutagênicas 

das sementes dos frutos, folhas e raízes também foram demonstrados por 

DRAGANO; DE VENANCIO; PAULA et al. (2010) e VILAR; FERREIRA; FERRI et 

al. (2008). 

Extratos hidroetanólicos filtrados e precipitados das folhas de A. crassiflora 

também apresentaram efeito antinociceptivo em camundongos (DA COSTA 

OLIVEIRA; DE MATOS; DE CARVALHO VELOSO et al., 2018). Os resultados 

deste estudo mostraram que a administração oral de ambas as frações reduziu a 

resposta inflamatória e a nocicepção induzida por formalina. Outras atividades 

biológicas também foram demonstradas por extratos obtidos de diferentes partes 

da planta, ocomo atividades antibacteriana, nematicida e antimalárica da folha 

(MACHADO; FERREIRA; DA SILVA MEDEIROS et al., 2015; PIMENTA; 
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GARCIA; GONCALVES et al., 2014; TAKAHASHI; PEREIRA; PIMENTA et al., 

2006) e ações larvicida e moluscicida da raiz, casca do caule e frutos (DE 

OMENA; NAVARRO; DE PAULA et al., 2007; DOS SANTOS; SANT'ANA, 2001).  

Durante a produção de sucos e alimentos, uma grande quantidade da 

casca do fruto é descartada. Esses subprodutos geralmente não são utilizados 

pois possuem um sabor adstringente devido ao alto teor de compostos fenólicos 

(ROESLER; CATHARINO; MALTA et al., 2007). No entanto, a casca dos frutos de 

A. crassiflora foi recentemente demonstrada por nosso grupo como uma fonte de 

alcaloides (JUSTINO; BARBOSA; NEVES et al., 2020; PEREIRA; JUSTINO; 

MARTINS et al., 2017), flavonoides e proantocianidinas (JUSTINO; FRANCO; 

SILVA et al., 2019; JUSTINO; PEREIRA; VILELA et al., 2016).  

Previamente, uma pré-purificação do extrato bruto etanólico da casca dos 

frutos de A. crassiflora foi realizada, com a obtenção de frações não citotóxicas 

ricas em polifenóis (frações acetato de etila e n-butanol) (JUSTINO; PEREIRA; 

VILELA et al., 2016). A análise por cromatografia líquida de alta eficiência 

acoplada a espectrometria de massas com ionização por eletrospray  (CLAE-ESI-

EM/EM) mostrou a presença de vários compostos fenólicos em ambas as frações 

acetato de etila e n-butanol, como ácido quínico, cafeoil-glicosídeo, (epi) 

catequina, feruloil-galactosídeo e procianidina B2, enquanto que quercetina-

glicosídeo, kaempferol-rutinosídeo, kaempferol-glicosídeo e procianidina C1 foram 

identificados apenas na fração acetato de etila, e ácido clorogênico na fração n-

butanol (Figuras 3, 4 e 5). 
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Figura 4: Estruturas químicas das moléculas sugeridas pela análise de CLAE-

ESI-EM/EM (modo negativo) da fração acetato de etila do extrato etanólico da 

casca dos frutos de Annona crassiflora. 
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Figura 5: Estruturas químicas das moléculas sugeridas pela análise de CLAE-

ESI-EM/EM (modo negativo) da fração n-butanol do extrato etanólico da casca 

dos frutos de Annona crassiflora. 

 

Além disso, no mesmo estudo, as frações acetato de etila e n-butanol da 

casca dos frutos de A. crassiflora apresentaram alta capacidade antioxidante e 

potencial inibitório contra hidrolases glicosídicas e glicação não enzimática, o que 

pode auxiliar no controle da hiperglicemia e complicações relacionadas ao 

diabetes mellitus (JUSTINO; PEREIRA; VILELA et al., 2016). Além disso, um 

estudo feito por DE MOURA; JUSTINO; FERREIRA et al. (2019) mostrou a 

capacidade pró-fibrogênica e propriedades anti-inflamatórias das frações acetato 

de etila e n-butanol no reparo tecidual. 

Como se espera que indutores antioxidantes e sequestradores de ROS 

atuem contra o estresse oxidativo e nitrosativo, e tenham ou aumentem as 

atividades anti-hiperalgésica e anti-inflamatória (SINGH; VINAYAK, 2015), 

decidimos investigar os efeitos das frações ricas em polifenóis da casca dos frutos 

de A. crassiflora em modelos experimentais in vivo de dor inflamatória aguda e 

tardia, e de diabetes mellitus, uma vez que o estresse oxidativo tem sido 

reportado como resultado da hiperglicemia.  
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1.4. Dor e inflamação 
 
A dor é a queixa mais comum na área médica, o que prejudica a qualidade 

de vida de muitos pacientes (KING; FRASER, 2013). A literatura define dor como 

uma “experiência sensorial e emocional desagradável associada a um dano real 

ou potencial ao tecido”, alertando o sistema contra estímulos nocivos, sendo 

classificada em dor nociceptiva, dor inflamatória e dor neuropática (LOESER; 

TREEDE, 2008). A hiperalgesia mecânica é um aumento da sensibilidade à dor 

que pode ser produzido por estímulos mecânicos, sendo característica de dor 

patológica (RAKEL; VANCE; ZIMMERMAN et al., 2015). A inflamação articular é 

uma das causas de dor inflamatória patológica sensível ao estímulo mecânico 

(RAKEL; VANCE; ZIMMERMAN et al., 2015). As desordens inflamatórias como as 

artrites estão entre as situações crônicas que mais frequentemente afetam a 

população mundial e têm um forte impacto na qualidade de vida, no uso de 

recursos e de cuidados médicos, e na economia de um país (BRENNAN-OLSEN; 

COOK; LEECH et al., 2017). 

Na artrite, os nervos articulares tornam-se sensibilizados, produzindo dor 

aguda e crônica (VON BANCHET; RICHTER; HUCKEL et al., 2007). O 

desenvolvimento de artrite inflamatória nas articulações envolve a migração de 

células T patogênicas ativadas dos tecidos linfoides periféricos para o tecido 

articular (tecido sinovial), que é mediada principalmente por um processo 

quimiotático (GUO; WANG; XU et al., 2018). Essas células T iniciam atividades 

destrutivas das articulações secretando citocinas e outros mediadores, que 

proporcionam um ambiente inflamatório que atrai outros tipos de células, como 

neutrófilos, macrófagos e fibroblastos, para o local. Assim, diversas moléculas, 

tais como interleucina 1 (IL-1), interleucina 6 (IL-6), fator de necrose tumoral α 

(TNF-α, do inglês tumor necrosis factor α) e NO têm implicações na destruição 

local do tecido durante o progresso da artrite (JIANG; HE; YANG et al., 2014; 

NAGY; KONCZ; TELARICO et al., 2010). Em alguns casos, danos à cartilagem e 

ao osso podem causar destruição das articulações (GUO; WANG; XU et al., 

2018). O uso de adjuvante completo de Freund (CFA, do inglês complete Freund's 

adjuvant) tem sido empregado como um modelo de roedor para estudar novas 

terapias para a dor inflamatória (OLIVEIRA; SILVA; WENTZ et al., 2014; VON 
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BANCHET; RICHTER; HUCKEL et al., 2007; WANDJI; BOMBA; NKENG-

EFOUET et al., 2018). 

O tratamento da dor inflamatória consiste principalmente no uso de anti-

inflamatórios não esteroidais, corticosteroides e analgésicos como opioides 

(EMERY, 2006; GUO; WANG; XU et al., 2018; KHANNA; JAISWAL; GUPTA, 

2017; LEE, 2013). No entanto, muitos dos tratamentos farmacológicos atualmente 

disponíveis têm efeitos adversos indesejáveis, como desconforto gástrico, 

reações de hipersensibilidade, erosão gástrica e aumento da suscetibilidade à 

infecção (MCDOUGALL, 2006; OLIVEIRA; SILVA; WENTZ et al., 2014; ONG; 

LIRK; TAN et al., 2007). 

Na última década, vários estudos mostraram que compostos derivados de 

produtos naturais, como plantas superiores, são potencialmente interessantes 

para intervenções terapêuticas em várias doenças inflamatórias (BUDOVSKY; 

YARMOLINSKY; BEN-SHABAT, 2015; CALIXTO; KASSUYA; ANDRE et al., 

2005; MIDDLETON, 1998; QUINTANS; ANTONIOLLI; ALMEIDA et al., 2014). 

Exemplos são os compostos fenólicos, como os flavonoides, que são conhecidos 

por terem atividade anti-inflamatória nas células de mamíferos (LEYVA-LOPEZ; 

GUTIERREZ-GRIJALVA; AMBRIZ-PEREZ et al., 2016; SERAFINI; PELUSO; 

RAGUZZINI, 2010). Além disso, sua ação anti-inflamatória está associada à sua 

capacidade antioxidante e capacidade de reduzir a produção de citocinas pró-

inflamatórias e NO (HUGHES; KETHEESAN; HALEAGRAHARA, 2017; KIM; 

CHEON; KIM et al., 1999; LEYVA-LOPEZ; GUTIERREZ-GRIJALVA; AMBRIZ-

PEREZ et al., 2016; SERAFINI; PELUSO; RAGUZZINI, 2010). Assim, a 

modulação da atividade inflamatória, por meio do uso terapêutico de compostos 

naturais encontrados no Cerrado brasileiro, representa um grande potencial para 

o desenvolvimento de novas estratégias com o objetivo de prevenir e/ou controlar 

a progressão de doenças crônico-inflamatória. 

 

1.5. Diabetes mellitus 
 

O diabetes mellitus é um distúrbio metabólico caracterizado por 

hiperglicemia persistente resultante de uma secreção defeituosa de insulina (tipo 

1) e/ou ineficiência da ação desse hormônio (tipo 2) (ROLO; PALMEIRA, 2006). 
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Segundo a Organização Mundial da Saúde, a patologia do diabetes mellitus tipo 2 

afeta cerca de 422 milhões de pessoas em todo o mundo (ZHENG; LEY; HU, 

2018). O atendimento dos pacientes com diabetes tipo 2 a nível mundial consome 

entre 5 e 10% do orçamento destinado ao sistema de saúde devido a uma maior 

frequência das consultas, internações e tratamentos mais complexos (RIOS; 

FRANCINI; SCHINELLA, 2015). Todos esses dados justificam a busca de 

terapias apropriadas e o desenvolvimento de medicamentos que possam tratar os 

indivíduos afetados.  

O hormônio insulina é responsável pela promoção da absorção de glicose 

nos locais de armazenamento, por meio da interação com o seu receptor (BERG; 

STRYER; TYMOCZKO, 2014). Essa interação desencadeia uma via de 

sinalização downstream responsável por diversos efeitos metabólicos sobre os 

tecidos-alvo metabólicos, incluindo a manutenção da homeostase de glicose,  

lipogênese, aumento da síntese protéica e do crescimento e diferenciação celular 

(WILCOX, 2005). A resistência à insulina na maioria dos casos se manifesta a 

nível celular por meio de defeitos pós-receptor, o que pode tornar o efeito desse 

hormônio ineficiente (BERG; STRYER; TYMOCZKO, 2014). Os mecanismos 

possíveis incluem regulação negativa, deficiências ou polimorfismos genéticos da 

fosforilação da tirosina do receptor de insulina, de proteínas do receptor de 

insulina IRS ou da fosfatidilinositol 3-fosfato quinase, ou ainda anormalidades da 

função do receptor de glicose GLUT 4 (WILCOX, 2005). A patogênese da 

resistência à insulina envolve acúmulo de gordura ectópica, estresse do retículo 

endoplasmático e/ou inflamação sistêmica (SAMUEL; SHULMAN, 2012). 

A hiperglicemia crônica é responsável pelo aumento da auto-oxidação da 

glicose, da fosforilação oxidativa e da formação de produtos finais de glicação 

avançada (AGEs, do inglês advanced glycation end-products), que podem induzir 

reações de estresse oxidativo e nitrosativo por meio da geração de ROS e 

espécies reativas de nitrogênio (RNS, do inglês reactive nitrogen species) (LI; 

TAN; WANG et al., 2015). Além disso, a hiperglicemia, juntamente com a 

hiperlipidemia (níveis aumentados de ácidos graxos, triacilgliceróis e lipoproteínas 

modificadas), induz respostas imune-inflamatórias (PICKUP, 2004). Assim, o 

estresse oxidativo e processos inflamatórios induzidos pela hiperglicemia pode 
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causar danos aos tecidos, sendo o fígado o principal órgão afetado por ROS 

(SANCHEZ-VALLE; CHAVEZ-TAPIA; URIBE et al., 2012). 

As células hepáticas possuem os sistemas antioxidantes enzimático e não 

enzimático para reparar os danos resultantes do estresse oxidativo (DEY; 

LAKSHMANAN, 2013). As principais moléculas antioxidantes nas células são 

glutationa peroxidase (GPx), superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT), 

glutationa redutase (GR), glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH) e glutationa 

reduzida (GSH) (DEY; LAKSHMANAN, 2013; LI; TAN; WANG et al., 2015; 

MEDINA; MORENO-OTERO, 2005). Estudos sugerem que, quando há aumentos 

nos níveis de ROS e RNS causados por um não controle da hiperglicemia, as 

espécies oxidativas e nitrosativas acabam superando o sistema de defesa 

antioxidante endógeno, levando a um desequilíbrio oxidante-antioxidante 

(MATSUNAMI; SATO; SATO et al., 2009; PACHER; OBROSOVA; MABLEY et al., 

2005). A depleção de antioxidantes pelas complicações do diabetes tem sido bem 

documentadas (BAYNES; THORPE, 1999; GIACCO; BROWNLEE, 2010; 

JOHANSEN; HARRIS; RYCHLY et al., 2005). Portanto, a razão para o uso 

terapêutico dos antioxidantes no tratamento e prevenção de complicações 

diabéticas é forte.  

O uso de plantas medicinais era a principal forma de controle do diabetes 

antes do advento da insulina exógena (GRAY; FLATT, 1999). Os principais 

constituintes incluem os polifenóis, que podem atuar no aumento da liberação de 

insulina, na modificação do metabolismo de glicose e de lipídeos e/ou na inibição 

de fatores hiperglicemiantes (BAHADORAN; MIRMIRAN; AZIZI, 2013; PATEL; 

PRASAD; KUMAR et al., 2012). Além disso, eles atuam como antioxidantes 

capazes de inibir várias enzimas produtoras de ROS, como xantina oxidase, 

ciclooxigenase, lipoxigenase, mono-oxigenase microssomal, glutationa-S-

transferase, succinoxidase mitocondrial e NADH oxidase (LU; LIN; YAO et al., 

2010). Estudos ainda mostram a atuação dos polifenóis na modulação da 

expressão gênica, aumentando a expressão de enzimas antioxidantes, tais como 

CAT, SOD e GPx, que estão envolvidas em diversos mecanismos intracelulares 

contra os processos oxidativos degenerativos, como alterações no DNA e 

peroxidação lipídica (KANG; FRANCIS; HILL et al., 2019; LU; LIN; YAO et al., 

2010). 
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1.6. Estresse oxidativo e nitrosativo 
 

O estresse oxidativo é o resultado da formação escessiva e/ou remoção 

insuficiente de moléculas altamente reativas, como ROS e RNS (BURTON; 

JAUNIAUX, 2011). Além disso, as AGEs podem ser formadas em condições 

hiperglicêmicas (AHMED, 2005). Assim, o estresse oxidativo, ROS e AGEs estão 

envolvidos na patogênese do diabetes mellitus e suas complicações (BAYNES; 

THORPE, 1999; BROWNLEE; CERAMI; VLASSARA, 1988). 

As ROS incluem radicais livres como superóxido (•O2-), hidroxil (•OH), 

peroxil (•RO2), hidroperoxil (•HRO2-), assim como espécies não-radicais, como 

peróxido de hidrogênio (H2O2) e ácido hipocloroso (HOCl), enquanto que as RNS 

incluem radicais livres como óxido nítrico (•NO) e dióxido de nitrogênio (•NO2-), e 

não-radicais como peroxinitrito (ONOO-), óxido nitroso (HNO2) e peroxinitratos de 

alquila (RONOO) (FUBINI; HUBBARD, 2003). Dessas moléculas reativas, •O2-, 
•NO e ONOO- são as espécies mais amplamente estudadas e desempenham 

papéis importantes nas complicações diabéticas (JOHANSEN; HARRIS; RYCHLY 

et al., 2005). 

O radical superóxido (•O2-) é produzido pela redução de um elétron do 

oxigênio por várias oxidases diferentes, incluindo NAD(P)H oxidase, xantina 

oxidase, ciclooxigenase e óxido nítrico sintase endotelial (eNOS, do inglês 

endothelial nitric oxide synthase) sob certas condições, assim como pela cadeia 

transportadora de elétrons mitocondrial durante o curso da fosforilação oxidativa 

(TANIYAMA; GRIENDLING, 2003). Sob condições normais, o radical •O2- é 

rapidamente eliminado por mecanismos de defesa antioxidante, sendo desmutado 

em H2O2 pela Mn-SOD nas mitocôndrias e pelo Cu-SOD no citosol (TANIYAMA; 

GRIENDLING, 2003). O H2O2 é convertido em H2O e O2 pela GPx ou CAT nas 

mitocôndrias e lisossomos, respectivamente. O H2O2 também pode ser convertido 

no radical •OH altamente reativo na presença de elementos de transição como 

ferro e cobre (JOHANSEN; HARRIS; RYCHLY et al., 2005) (Figura 6). 
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Figura 6: Desenho esquemático do sistema antioxidante endógeno destacando 

as principais moléculas antioxidantes que atuam sobre as espécies reativas de 

oxigênio. Nota: GS-SG: glutationa oxidada; GSH: glutationa reduzida; Glc6PDH: 

glicose 6-fosfato desidrogenase; GR: glutationa redutase; Gpx: glutationa 

peroxidase; SOD: superóxido dismutase; cat: catalase; ROS: espécies reativas de 

oxigênio; C.T.E.: cadeia transportadora de elétrons. Fonte: autor. 

 

O radical •NO é normalmente produzido a partir de L-arginina pela eNOS 

na vasculatura, atuando como molécula vasculoprotetora (GELLER; BILLIAR, 

1998). No entanto, •NO reage facilmente com o superóxido, gerando a molécula 

ONOO-, que é altamente reativa (PACHER; BECKMAN; LIAUDET, 2007).  O 

peroxinitrito interage com lipídios, DNA e proteínas por meio de reações 

oxidativas diretas ou por mecanismos indiretos mediados por radicais, que 

desencadeiam uma cascata de eventos prejudiciais, comprometendo as células à 

necrose ou apoptose (PACHER; BECKMAN; LIAUDET, 2007). A presença e 

quantidade de •O2-, determina se o •NO exerce efeitos protetores ou prejudiciais 

(JOHANSEN; HARRIS; RYCHLY et al., 2005). 
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Em relação à geração de um desequilíbrio oxidante-antioxidante no fígado 

causado pela hiperglicemia, alguns estudos utilizando modelos diabetes induzido 

por estreptozotocina mostraram distúrbios metabólicos que afetam o potencial 

redox celular (DIAZ-FLORES; IBANEZ-HERNANDEZ; GALVAN et al., 2006; 

MORAES; MANZAN-MARTINS; DE GOUVEIA et al., 2015). As principais 

consequências do estresse induzido pelo diabetes são alterações nas enzimas 

antioxidantes, como GPx, SOD, CAT e GR, além do aumento da peroxidação 

lipídica, da carbonilação protéica e do conteúdo de óxido nítrico sintase indutível 

(iNOS), além de uma diminuição da atividade da G6PDH e dos níveis de GSH no 

fígado (CUMAOǦLU; CEVIK; RACKOVA et al., 2007; DIAZ-FLORES; IBANEZ-

HERNANDEZ; GALVAN et al., 2006; MADAR; KALET-LITMAN; STARK, 2005; 

MORAES; MANZAN-MARTINS; DE GOUVEIA et al., 2015). Devido à importância 

do estresse oxidativo no diabetes mellitus e suas complicações, a administração 

de antioxidantes foi postulada para evitar os danos causados por ROS e RNS 

(DEY; LAKSHMANAN, 2013). Assim, a descoberta de agentes antioxidantes mais 

eficazes, acessíveis e seguros a partir de produtos naturais torna-se uma 

abordagem atraente para o tratamento e controle do estresse oxidativo e 

nitrosativo associado ao diabetes. 

 
2. Objetivos 

 
2.1. Objetivo geral 
 

Este trabalho teve como objetivo avaliar as propriedades antioxidante, 

antinociceptiva e anti-inflamatória de frações ricas em polifenóis pré-purificadas 

do extrato etanólico da casca dos frutos de Annona crassiflora em modelos in vivo 

de estresse oxidativo e nitrosativo induzido por diabetes, e de dor inflamatória 

induzida por CFA. 

 
2.2. Objetivos específicos 
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• Fracionar o extrato etanólico da casca do fruto de Annona crassiflora por 

meio de partição líquido-líquido, utilizando solventes de polaridade 

crescente para a obtenção das frações ricas em polifenóis;  

• Dosar os níveis de NO, IL-6 e TNF-α em cultura de macrófagos 

estimulados com lipopolissacarídeo (LPS), na presença das frações 

orgânicas da casca do fruto de Annona crassiflora;  

• Avaliar o efeito antinociceptivo da fração rica em polifenóis da casca do 

fruto de Annona crassiflora (fração acetato de etila) na dor induzida pela 

injeção intraplantar de glutamato em camundongos; 

• Investigar o efeito anti-inflamatório da fração rica em polifenóis da casca do 

fruto de Annona crassiflora (fração acetato de etila) na inflamação induzida 

pela injeção intraplantar de adjuvante completo de Freund (CFA) em 

camundongos sobre os seguintes parâmetros: nocicepção mecânica, 

espontânea a ao frio; edema; infiltração de neutrófilos e análise 

histomorfológica; 

• Avaliar a coordenação motora espontânea e forçada dos camundongos 

tratados com a fração rica em polifenóis da casca do fruto de Annona 

crassiflora (fração acetato de etila); 

• Dosar os níveis séricos de alanina aminotransferase (ALT), aspartato 

aminotransferase (AST), fosfatase alcalina (ALP), γ-glutaryltransferase (γ-

GT), triacilglicerois e colesterol em ratos diabéticos induzidos por 

estreptozotocina tratados com a fração rica em polifenóis da casca do fruto 

da Annona crassiflora (fração n-butanol); 

• Investigar no fígado de ratos submetidos ao protocolo de diabetes induzido 

por estreptozotocia os efeitos do diabetes e do tratamento utilizando 

diferentes doses da fração n-butanol sobre os seguintes parâmetros: 

atividade das enzimas antioxidantes SOD, CAT, GPx e GR; níveis dos 

biomarcadores antioxidantes GSH, peroxidação lipídica e carbonilação de 

proteínas; alterações na expressão de biomarcadores proteicos do 

estresse oxidativo (SOD, CAT e GPx) e nitrosativo (iNOS e nitrotirosina); 

alterações histomorfológicas; 
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• Avaliar in silico o perfil de absorção, distribuição, metabolismo, excreção e 

toxicidade (ADMET) dos principais compostos das frações ricas em 

polifenóis da casca do fruto de Annona crassiflora. 

 

3. Materiais e métodos 
 

3.1. Reagentes 
 
Reagentes e solventes de grau analítico foram adquiridos da Sigma 

(Sigma, St Louis, MO, EUA) ou de fornecedores locais. A água utilizada foi Milli-Q 

obtida por água desionizada filtrada em um filtro milipore. 

 

3.2. Material vegetal 
 

O Conselho Nacional de Desenvolvimento Científico e Tecnológico (CNPq), 

nos termos Deliberação 246/2009, do Conselho de Gestão do Patrimônio 

Genético, autorizou o acesso e a remessa de componente do patrimônio genético, 

nº 010743/2015-4. Os frutos de A. crassiflora foram coletados na região norte de 

Minas Gerais em março de 2017 (período de frutificação). A planta foi identificada 

por André Vito Scatigna do Instituto de Biologia da Universidade Federal de 

Uberlândia, Uberlândia-MG, Brasil. Um espécime de comprovante (HUFU68467) 

foi depositado no Herbarium Uberlandense. As cascas do fruto de A. crassiflora 

foram separadas das polpas, e as cascas secas (secagem à temperatura 

ambiente po 24 h) e em pó (7,0 kg) foram extraídas pelo método de maceração 

por três dias com etanol a 98% (18 L) em temperatura ambiente (25 ºC). Este 

processo foi realizado 6 vezes. Após a filtração, o etanol foi removido utilizando 

um evaporador rotativo (Bunchi Rotavapor R-210, Suíça) em banho-maria a 40 ºC 

sob pressão reduzida (344,7 g, 4,92%). O extrato bruto etanólico (100,0 g) foi 

ressuspendido em solução de metanol:água (9:1, v/v, 500 mL), filtrado (resíduo 

insolúvel 15,7 g) e submetido à extração líquido-líquido de acordo com um 

protocolo proposto por JUSTINO; MIRANDA; FRANCO et al. (2018) usando n-

hexano (5 × 200 mL, 4,7 g), diclorometano (5 × 200 mL, 8,3 g), acetato de etila (5 

× 200 mL, 4,7 g) e n-butanol (5 × 200 mL, 37,0 g). Além disso, uma fração aquosa 
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(15,2 g) foi obtida. Os solventes extrativos foram removidos usando um 

evaporador rotativo sob pressão reduzida a 40 °C e as frações foram congeladas 

e liofilizadas (L101, Liobras, SP, Brasil) para remover a água restante.  

 

3.3. Geração de macrófagos derivados da medula óssea (BMDM) 
 

Este método foi baseado em LARMONIER; GHIRINGHELLI; LARMONIER 

et al. (2003). Os macrófagos foram obtidos por diferenciação de células da 

medula óssea de camundongos C57BL/6 machos com 6-8 semanas de idade. As 

células da medula óssea foram extraídas lavando a cavidade óssea com RPMI-

1640 em um tubo de polipropileno estéril de 15 mL. As células foram 

homogeneizadas e a suspensão celular foi centrifugada (400 xg por 8 min, 4 ºC). 

O sedimento foi homogeneizado em RPMI-1640 suplementado com 20% de soro 

fetal bovino (Gibco), 2 mM de L-glutamina, 100 U/mL de penicilina, 100 µg/mL de 

estreptomicina e meio condicionado de 30% de células L929 (LCCM), que foi 

usado como fonte de fator estimulador de colônias de macrófagos (M-CSF, do 

inglês macrophage colony stimulating factor). As células foram mantidas a 37 ºC e 

5% de atmosfera de CO2; 5,0 x 106 células foram cultivadas para gerar os 

macrófagos derivados da medula óssea (BMDM, do inglês bone marrow-derived 

macrophages). BMDM foram coletado após 4 dias, removendo o sobrenadante 

das placas de cultura e removendo as células aderentes usando tampão fosfato-

salino estéril gelado (PBS). Todos os procedimentos com animais foram 

previamente aprovados pelo Comitê de Ética em Animais institucional (protocolo 

número 032/18). 

 

3.4. Análise da produção de NO, IL-6 e TNF-α 
 

BMDM foram transferidas para placas de 96 poços e tratadas com 

diferentes concentrações das frações n-hexano, diclorometano, acetato de etila e 

n-butanol da casca dos frutos de A. crassiflora (0,1; 0,3 e 1,0 μg/mL). Após 24 h, 

os macrófagos foram estimulados por lipopolissacarídeo (LPS) (100 ng/mL) e 6 h 

após a coleta do sobrenadante, foram analisados os níveis de mediadores 

inflamatórios (NO, IL-6 e TNF-α). O acúmulo de nitrito, um indicador da produção 
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de NO, foi determinada por um ensaio colorimétrico usando a reação de Griess 

(GRANGER; TAINTOR; BOOCKVAR et al., 1996). IL-6 e TNF-α foram detectados 

usando o kit DuoSet para IL-6 e TNF-α específico de camundongo, de acordo 

com o protocolo do fabricante (Sistema de P&D). A fração que apresentou maior 

potencial inibitório contra NO, IL-6 e TNF-α foi utilizada nos ensaios in vivo de dor 

inflamatória. 

 

3.5. Modelo de nocicepção e inflamação 
 

3.5.1. Animais 
 

Camundongos machos C57BL/6/J/, pesando 20-25 g com seis semanas de 

idade, foram utilizados nos ensaios. Os animais foram alojados em um ambiente 

controlado (22 ± 2 °C) com um ciclo de 12 horas claro/escuro (luzes acesas entre 

6:00 e 18:00) e alimentados ad libitum. Os animais foram aclimatados para a sala 

experimental por pelo menos 1 hora antes do experimento. Cada animal foi usado 

apenas uma vez. Todos os procedimentos e manuseio de animais foram 

cumpridos com as diretrizes da ARRIVE e aprovados pelo Comitê de Ética em 

Experimentação Animal da Universidade Federal de Uberlândia (CEUA/UFU-

105/17). 

 

3.5.2. Nocicepção induzida por glutamato 
 

Um modelo agudo de dor induzido por injeção intraplantar (ipl) de 

glutamato (10 μmol/pata) foi utilizado na pata traseira direita de camundongos; o 

volume final de injeções foi de 20 μL (CAVALCANTI, 2017). Para este ensaio, três 

grupos de animais foram pré-tratados por via oral (gavagem) com a fração acetato 

de etila da casca dos frutos de A. crassiflora (10, 30 e 100 mg/kg, diluída em água 

destilada) 30 min antes da injeção ipl de glutamato. O grupo controle recebeu 

injeção ipl de glutamato (10 μmol/pata) e tratamento oral com veículo. 

Imediatamente após as injeções, os animais foram colocados em câmaras de 

vidro planas (9 x 11 x 13 cm) e a resposta nociceptiva (tempo de lamber e 
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agitação das patas) foi cronometrada por 30 min e os resultados foram expressos 

como tempo de respostas nociceptivas em segundos (s). 

 

3.5.3. Dor inflamatória induzida por CFA 
 

Como modelo de dor inflamatória aguda e tardia, a injeção ipl de adjuvante 

completo de Freund (CFA, do inglês complete Freund’s adjuvant) foi realizada de 

acordo com OLIVEIRA; SILVA; WENTZ et al. (2014). Os animais receberam 

injeção ipl de 20 μL de CFA (1 mg/mL) na pata traseira direita. Os parâmetros 

nociceptivos observados nas 1, 2, 4, 6 e 24 h após a injeção de CFA foram 

considerados respostas agudas, enquanto que a resposta tardia foi avaliada 48 h 

após a administração de CFA. Os animais foram tratados oralmente (gavagem) 

com a fração acetato de etila (30 mg/kg) e, 30 minutos depois, receberam a 

injeção de CFA; após 48 h, os mesmos animais foram tratados novamente com a 

fração e as medidas de dor foram realizadas 1, 2, 4, 6 e 24 h após esse segundo 

tratamento. O grupo controle recebeu a injeção ipl de CFA e foi tratado com 

veículo. O efeito antinociceptivo do tratamento testado foi avaliado por meio de 

vários parâmetros nociceptivos: alodinia mecânica estática, nocicepção 

espontânea e alodinia fria. 

 

3.5.3.1. Nocicepção mecânica 
 

Os animais foram ambientalizados em caixas de vidro transparentes 

individuais (9 x 7 x 11 cm) em plataformas de rede de arame elevadas para 

acessar a superfície ventral das patas traseiras. A sensibilidade mecânica foi 

então analisada com os filamentos de Von Frey de diferentes intensidades (0,008-

6 g) aplicados na superfície das patas traseiras direitas dos animais. O limiar de 

retirada da pata foi determinado pelo método de subida e descida descrito por 

CHAPLAN; BACH; POGREL et al. (1994), com modificações. Quando o animal 

respondeu ao estímulo, foi aplicado o próximo filamento de menor intensidade e, 

quando o animal não respondeu ao estímulo, foi aplicado o próximo filamento de 

maior intensidade. O filamento de menor intensidade capaz de provocar uma 

resposta foi considerado o limiar nociceptivo mecânico (log mg). Os limiares de 
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retirada foram verificados em vários momentos após a injeção de CFA (fases 

aguda e tardia, como citado acima) e foram comparados com os valores basais 

(antes da injeção de CFA). 

 

3.5.3.2. Nocicepção espontânea 
 

Para avaliar a nocicepção espontânea, antes das medidas de sensibilidade 

mecânica, o comportamento de apoiar a pata injetada pelos animais foi 

classificado conforme uma escala que varia de 0 a 3, conforme CODERRE e 

WALL (1987), com modificações. Nesta escala, 0 é considerado para o peso 

corporal normalmente distribuído nas quatro patas; 1 para o peso corporal 

ligeiramente depositado na ponta da pata injetada; 2 para o peso corporal 

depositado na pata injetada e 3 para a pata injetada totalmente retraída. 

 

3.5.3.3. Nocicepção a frio 
 

A sensibilidade ao frio dos animais foi avaliada por um estímulo com 

acetona (20 µl), de acordo com CASPANI; ZURBORG; LABUZ et al. (2009), com 

modificações. Para este ensaio, foram observadas e cronometradas as respostas 

de lamber e sacudir as patas do animal após o resfriamento causado pela 

evaporação da acetona aplicada topicamente na pata traseira direita. Os 

resultados foram expressos como tempo de respostas nociceptivas em segundos 

(s). 

 

3.5.3.4. Edema da pata 
 

O edema da pata induzido pela injeção de CFA foi considerado como o 

aumento da espessura da pata, medido com um paquímetro digital (SILVA; 

OLIVEIRA; HOFFMEISTER et al., 2016). A espessura da pata foi verificada em 

vários momentos após a injeção de CFA, nas fases aguda e tardia, e comparada 

aos valores basais. Os resultados foram expressos como espessura da pata 

(mm). A posição do paquímetro foi realizada no centro da pata traseira em todas 

as medidas. 
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3.5.3.5. Infiltração de neutrófilos 
 

Para avaliar a infiltração de neutrófilos no tecido da pata, foram coletadas 

amostras de pele da pata 4 h após a injeção ipl de veículo ou CFA (4,5 h após o 

tratamento com 30 mg/kg da fração acetato de etila) e a atividade de 

mieloperoxidase (MPO) foi avaliada. Primeiramente, as amostras foram obtidas e 

homogeneizadas com um homogeneizador motorizado em tampão acetato de 

sódio contendo 0,5% de brometo de hexadeciltrimetilamónio e centrifugadas. O 

sobrenadante foi então incubado com tampão acetato e 3,3'5,5 'tetrametil-

benzidina durante 3 min a 37 °C e a reação foi avaliada por um espectrofotômetro 

a 630 nm (Molecular Devices, Menlo Park, CA, EUA). Os valores foram expressos 

em densidades ópticas, corrigidas pelo teor de proteínas, medido de acordo com 

BRADFORD (1976). 

 

3.5.3.6. Análises histológicas 
 

As amostras de pata foram coletadas 4 h após injeções de CFA (4,5 h após 

o tratamento com 30 mg/kg da fração acetato de etila) e fixadas em formaldeído a 

10% em solução tampão fosfato 0,1 M por 24 h. As patas foram desmineralizadas 

em solução de EDTA a 4,13%, pH 7,4, por 4 semanas e depois embebidas em 

parafina. De cada pata, foram obtidos 6 cortes histológicos semi-seriados (5 μm) e 

corados com hematoxilina-eosina (HE) (n = 4 animais/grupo). Todas as seções 

histológicas foram escaneadas com o scanner Aperio AT Turbo (Copyright 2013 

Leica Biosystems Imaging, Inc. Nußloch, Baden-Württemberg/Alemanha) com 

uma ampliação de 20 ×. Três campos aleatórios foram observados em cada 

lâmina corada com HE para quantificar a presença de células inflamatórias 

(leucócitos polimorfonucleares) na camada da derme no tecido da pata usando o 

software NIH Image J 13.6 (NIH, Bethesda, MD, EUA). Os resultados foram 

expressos como o número de células polimorfonucleares por campo. 

 

3.5.4. Testes de campo aberto e rotarod 
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Os testes de campo aberto e rotarod também foram realizados para excluir 

possíveis efeitos sedativos e de relaxamento muscular inespecíficos da fração 

acetato de etila sobre a atividade locomotora espontânea ou forçada, 

respectivamente (DE PRA; FERRO; MILIOLI et al., 2017). Os camundongos 

foram testados em um aparelho equipado com uma barra rotativa (velocidade = 5 

voltas/min; diâmetro = 1 cm; comprimento = 5 cm). Todos os animais foram 

submetidos a uma seção de treinamento, onde foram excluídos os animais com 

três ou mais quedas durante uma seção de 120 s. 24 h depois, os animais foram 

tratados com 30 mg/kg de fração, veículo ou 10 mg/kg de diazepam 120 min 

antes do teste do rotarod (n = 6/grupo). O número de quedas e a latência até a 

primeira queda do aparelho foram registrados por uma duração de 240 s. No teste 

de campo aberto, o aparato consistia em uma caixa medindo 28 × 18 × 12 cm 

com um piso dividido em 15 áreas idênticas. Os animais foram tratados com 30 

mg/kg de fração ou veículo. Após 120 min, os animais foram transferidos para o 

aparelho e observados por 5 min. O número de áreas cruzadas com todas as 

patas (cruzamentos) e o número de levantamentos foram registrados. 

 

3.6. Modelo de estresse oxidativo e nitrosativo 
 

3.6.1. Animais 
 

Ratos Wistar machos (cerca de 7 semanas de idade e pesando 200-270 g) 

foram mantidos em condições padrão (22 ± 1 °C, umidade 60 ± 5% e 12 horas 

claras/12 horas escuras) e receberam comida e água ad libitum. Todas os 

experimentos com os animais estavam em conformidade com as diretrizes da 

ARRIVE e foram realizadas de acordo com NIH Publications No. 8023 (revisada 

em 1978). Foram adotados os procedimentos de manuseio e uso dos ratos, 

propostos pela Sociedade Brasileira de Ciência Animal de Laboratório e pelo 

Comitê de Ética em Pesquisa Animal da Universidade Federal de Uberlândia, 

Brasil (CEUA/UFU 090/15). 

 

3.6.2. Indução do diabetes por estreptozotocina 
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Os ratos foram submetidos a jejum por 24 horas e receberam uma injeção 

intraperitoneal de estreptozotocina (STZ, 45 mg/kg, dissolvida em tampão citrato 

de sódio 0,01 M, pH 4,5) para induzir o diabetes. Os ratos do grupo controle 

receberam o mesmo volume de tampão citrato. A glicose no sangue foi 

determinada pela retirada de sangue, com uma lanceta, da cauda e medida com 

tiras de teste (Accu-Chek Performa, Roche Diagnostics, Basiléia Suíça) 7 dias 

após a injeção de STZ. Os ratos com glicemia de jejum > 250 mg/dL foram 

classificados como diabéticos. 

 

3.6.3. Grupos e tratamento 
 
Os animais foram divididos em 6 grupos de 6 animais: grupo controle não 

diabético (ND), diabéticos não tratados (D), diabéticos tratados com 2 unidades 

diária de insulina (DI), diabéticos tratados com a fração n-butanol do extrato 

etanólico da casca do fruto de Annona crassiflora, nas doses de 25 mg/kg (D25), 

50 mg/kg (D50) e 100 mg/kg (D100). A fração n-butanol foi escolhida por ter 

apresentando maior atividade antioxidante in vitro do que as demais frações 

orgânicas da casca do fruto de A. crassiflora em um estudo prévio (JUSTINO; 

PEREIRA; VILELA et al., 2016). A fração foi diluída em água filtrada e 

administrada uma vez por dia no período da tarde por gavagem, durante 30 dias. 

O peso corporal e os níveis glicêmicos foram monitorados. Ao final do 

experimento, os animais foram mantidos em jejum de 12 horas e, após anestesia 

com xilazina/quetamina (1:1), foram sacrificados.  

 

3.6.4. Parâmetros bioquímicos séricos 
 

No final do tratamento, o sangue foi coletado e centrifugado a 1500 xg por 

10 min para obtenção do soro para análise bioquímica: triglicerídeos, colesterol, 

fosfatase alcalina (ALP), aspartato aminotransferase (AST), alanina 

aminotransferase (ALT) e γ- glutariltransferase (γ-GT). Todos esses parâmetros 

foram medidos no Laboratório de Análises Clínicas da Faculdade de Medicina 

Veterinária da Universidade Federal de Uberlândia, com analisador automático 

(Cobas Mira; Roche Diagnostic Systems, Basileia, Suíça), utilizando kits 
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comerciais (Labtest Diagnóstica; Lagoa Santa, Brasil). Os níveis de glicose foram 

medidos por punção das veias da cauda usando tiras reativas (Accu-Chek 

Performa; Roche Diagnostic Systems, Basileia, Suíça). 

 

3.6.5. Coleta das amostras e preparação dos tecidos 
 

O fígado foi rapidamente removido e lavado em solução salina normal 

(NaCl a 0,9%). Parte do tecido foi congelada em nitrogênio líquido e armazenado 

a -80 ºC para análises bioquímicas e a outra parte foi fixada em formaldeído 10% 

e incluída em parafina para fins morfológicos. Para a análise dos marcadores de 

estresse oxidativo e Western Blotting, o tecido foi homogeneizado em tampão 

fosfato de sódio (20 mM) contendo KCl a 140 mM (1:10 m/v, pH 7,4). Os 

homogeneizados foram centrifugados a 800 xg por 10 min a 4 °C, e a 

concentração total de proteínas no sobrenadante das amostras foi determinada 

seguindo o ensaio de Bradford (BRADFORD, 1976). 

 

3.6.6. Níveis dos biomarcadores antioxidantes no fígado 
 
3.6.6.1. Capacidade antioxidante total 
 
 A capacidade antioxidante total hepática foi avaliada pelo método do poder 

antioxidante redutor férrico (FRAP, do inglês ferric reducing antioxidant power) 

(BENZIE; STRAIN, 1996). Os antioxidantes presentes nas amostras reduzem Fe3+ 

a Fe2+, que é quelado por 2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazina (TPTZ), formando o 

complexo Fe2+-TPTZ. Os homogeneizados hepáticos foram incubados com o 

reagente FRAP (10 volumes de tampão acetato de sódio 0,3 M, pH 3,6, 1 volume 

de TPTZ a 10 mM e 1 volume de cloreto férrico a 20 mM) a 37 °C por 6 min. A 

absorbância foi medida a 593 nm (Molecular Devices, Menlo Park, CA, EUA); um 

valor de absorbância do branco (de poços sem homogeneizado de fígado) foi 

subtraído de todos os valores de absorbância. A atividade antioxidante foi 

determinada usando uma curva analítica, construída com trolox como padrão. 

 

3.6.6.2. Peroxidação lipídica 



 
 

29 
 

 

 A peroxidação lipídica foi determinada de acordo com as substâncias 

reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS, do inglês thiobarbituric acid reactive 

substances) pela reação entre o malondialdeído presente nas amostras de fígado 

(MDA) e o ácido tiobarbitúrico (0,67% de TBA) (DINIZ VILELA; GOMES 

PEIXOTO; TEIXEIRA et al., 2016). A fluorescência da fase orgânica foi medida a 

515 nmex e 553 nmem (Perkin-Elmer LS 55, Massachusetts, EUA); um valor de 

fluorescência do branco (de poços sem homogeneizado de fígado) foi subtraído 

de todos os valores de fluorescência. A peroxidação lipídica foi determinada 

usando uma curva analítica construída com MDA. 

 

3.6.6.3. Carbonilação proteica 
 

A carbonilação das proteínas foi avaliada por meio de derivatização do 

grupo carbonila com 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH), com a formação do produto 

estável 2,4-dinitrofenil (DNP), cuja detecção foi feita a 370 nm (Molecular Devices, 

Menlo Park, CA, EUA). A carbonilação das proteínas foi determinada de acordo 

com o espectro de diferença entre a amostra tratada com DNPH em HCl e a 

amostra tratada apenas com HCl (LEVINE; GARLAND; OLIVER et al., 1990). 

 

3.6.6.4. Nível de glutationa reduzida (GSH) 
 

As proteínas do homogeneizado de fígado foram precipitadas com ácido 

metafosfórico e as amostras foram centrifugadas a 7000 xg por 10 min. O 

sobrenadante foi incubado com 100 mM de tampão fosfato de sódio, pH 8,0, 5 

mM de EDTA e 1 mg/mL de orto-ftalialdeído diluído em metanol. A fluorescência 

foi medida a 350 nmex e 420 nmem (Perkin-Elmer LS 55, Massachusetts, EUA); um 

valor de fluorescência do branco (de poços sem homogeneizado de fígado) foi 

subtraído de todos os valores de fluorescência. Uma curva analítica construída 

com GSH como padrão foi usada para determinar o conteúdo de GSH (DINIZ 

VILELA; GOMES PEIXOTO; TEIXEIRA et al., 2016). 

 

3.6.7. Atividade das enzimas antioxidantes 
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3.6.7.1. Atividade da superóxido dismutase (SOD) 
 
 A atividade da SOD foi avaliada pela inibição da auto-oxidação do pirogalol 

pela SOD presente nas amostras. Os homogeneizados de fígado foram 

incubados com 50 mM de tampão Tris-HCl (pH 8,2) contendo 1 mM de EDTA, 80 

U/mL de catalase e 24 mM de pirogalol, e o ensaio cinético foi monitorado durante 

10 min a 420 nm (Molecular Devices, Menlo Park, CA, EUA) usando uma curva 

analítica construída com SOD como padrão (MARKLUND; MARKLUND, 1974). 

 

3.6.7.2. Atividade da catalase (CAT) 
 

 A avaliação da atividade da CAT foi baseada na decomposição do peróxido 

de hidrogênio pela CAT presente nas amostras. Os homogeneizados de fígado 

foram incubados com 10% de Triton X-100 e misturados com 10 mM de tampão 

fosfato de potássio, pH 7,0, contendo 0,2% de peróxido de hidrogênio. A 

decomposição do peróxido de hidrogênio foi monitorada a 240 nm durante 10 min 

(Perkin-Elmer LS 55, Massachusetts, EUA) (AEBI, 1984). 

 

3.6.7.3. Atividade da glutationa peroxidase (GPx) 
  

A atividade da GPx foi medida de acordo com a redução de nicotinamida 

adenina dinucleotídeo fosfato (NADPH) pela glutationa redutase que reduziu uma 

ponte dissulfeto de glutationa criada pela GPx presente nas amostras. Os 

homogeneizados de fígado foram incubados com tampão fosfato de potássio a 

100 mM, pH 7,7, 1 mM de EDTA, 40 mM de azida de sódio, 100 mM de glutationa 

reduzida (GSH) diluída em ácido metafosfórico a 5%, 4,5 U de glutationa redutase 

(GR), 2 mM NADPH diluído em bicarbonato de sódio a 5% e 0,5 mM de terc-butil. 

A decomposição do NADPH foi avaliada por 10 min a 340 nm (Molecular Devices, 

Menlo Park, CA, EUA) (DINIZ VILELA; GOMES PEIXOTO; TEIXEIRA et al., 

2016). 

  

3.6.7.4. Atividade da glutationa redutase (GR) 
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 A atividade da GR foi avaliada de acordo com o consumo de NADPH 

usando glutationa oxidada como substrato. Os homogeneizados de fígado foram 

incubados com 200 mM de tampão fosfato de sódio, pH 7,5, 6,3 mM de EDTA, 10 

mM de glutationa oxidada e 3 mM de NADPH. O decaimento da concentração de 

NADPH foi avaliado por 10 min a 340 nm (Molecular Devices, Menlo Park, CA, 

EUA) (DINIZ VILELA; GOMES PEIXOTO; TEIXEIRA et al., 2016). 

 

3.6.7.5. Atividade da glicose 6-fosfato desidrogenase (G6PDH) 
 

 A atividade da G6PDH foi monitorada pela produção de NADPH com um 

consequente aumento na absorbância a 340 nm. Os homogeneizados de fígado 

foram incubados com 100 mM de tampão Tris-HCl, pH 7,5, 2 mM de MgCl2, 0,5 

mM de NADP+ e 1 mM de  glicose-6-fosfato, e a cinética do ensaio foi monitorada 

por 10 min (Molecular Devices, Menlo Park, CA, EUA) (DINIZ VILELA; GOMES 

PEIXOTO; TEIXEIRA et al., 2016). 

 

3.6.8. Expressão dos biomarcadores proteicos do estresse oxidativo 
 

A análise da expressão dos biomarcadores proteicos do estresse oxidativo 

foi realizada por Western Blotting. Alíquotas do sobrenadante das amostras foram 

solubilizados em tampão de amostra de eletroforese contendo 100 mM de Tris-

HCl pH 8,0 e 25% de glicerol. 20 µg de proteína foram submetidos à eletroforese 

em gel de poliacrilamida com dodecil-sulfato de sódio (SDS-PAGE, 5-22%) e, em 

seguida, foram eletrotransferidos para membranas de nitrocelulose (Hybond® 

ECL™) em tampão Tris-glicina (TOWBIN; STAEHELIN; GORDON, 1992) durante 

2 h a 100 mA. As membranas foram bloqueadas com 5% de leite desnatado em 

PBS-Tween (0,05% de Tween 20) por 4 h e, em seguida, foram incubadas com 

anticorpos primários de CAT, SOD, GPx, óxido nítrico sintase induzível (iNOS) e 

nitrotirosina (N-Tir) (0,1 µg/mL) overnight. As amostras foram incubadas com um 

anticorpo secundário conjugado com peroxidase por 4 h. Os anticorpos ligados às 

membranas foram visualizados por quimioluminescência (Amersham ECL, GE 

Healthcare, Buckinghamshire, Reino Unido). A intensidade das bandas de 
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proteínas foi analisada pelo software ImageQuantTL e os resultados foram 

expressos em densitometria.  

 
3.6.9. Análises histológicas 
 

A histologia foi determinada pela fixação dos fígados em formalina 

tamponada com fosfato a 10%, incorporação em parafina e depois coloração com 

hematoxilina e eosina (HE). As lâminas coradas foram analisadas e capturadas 

em um microscópio OLYMPUS (Tóquio, Japão), equipado com uma câmera 

OPTICAM OPT 10 MP. 

 

3.7. Predição das propriedades farmacocinéticas in silico 
 

As propriedades farmacocinéticas foram previstas pelo pKCSM, uma 

plataforma integrada que usa assinaturas baseadas em gráficos, que são 

representações matemáticas de entidades químicas, das quais diferentes 

descritores que abrangem estrutura molecular e química podem ser extraídos 

(PIRES, D. E.; BLUNDELL, T. L.; ASCHER, D. B., 2015). Essas assinaturas foram 

usadas para avaliar a absorção intestinal, volume de distribuição no estado 

estacionário (Vdss), fração não ligada, inibição do citocromo p, toxicidade aguda 

por via oral (LD50), toxicidade crônica por via oral (LOAEL) e hepatotoxicidade da 

procianidina B2, epicatequina, catequina, ácido clorogênico e cafeoilglicosídeo, 

que foram identificados na fração n-butanol por análise por CLAE-ESI-MS/MS 

(JUSTINO; PEREIRA; VILELA et al., 2016). 

 

3.8. Análises estatísticas 
 

As análises estatísticas e gráficos foram feitos no software GraphPad Prism 

6.0. Todas as análises foram realizadas em triplicata e os dados foram expressos 

como média ± erro padrão da média. A significância da diferença foi calculada 

usando ANOVA unidirecional e bidirecional e pós-testes de Dunnett e Tukey para 

múltiplas comparações. Valores de p < 0,05 foram considerados significativos. A 
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normalidade na distribuição dos dados foi avaliada por meio do teste Kolmogorov-

Smirnov. 

 

4. Resultados 
 

4.1. Rendimento da extração 
 

A extração etanólica da casca dos frutos de A. crassiflora teve um 

rendimento total de cerca de 5%. Entre as frações orgânicas do extrato etanólico, 

as frações n-hexano, diclorometano, acetato de etila, n-butanol e aquosa 

apresentaram os rendimentos 5,5; 9,8; 5,5; 43,8 e 18,0%, respectivamente (em 

relação ao extrato bruto etanólico). 

 

4.2. Efeito das frações nos níveis de NO, IL-6 e TNF-α 
 

Como o estímulo inflamatório induz a liberação de diferentes mediadores 

inflamatórios como citocinas e NO (JIANG; HE; YANG et al., 2014), as frações do 

extrato bruto etanólico da casca dos frutos de A. crassiflora foram primeiramente 

testadas sobre a produção de NO, IL-6 e TNF-α (Figura 7). O LPS estimulou a 

produção de NO, IL-6 e TNF-α nos macrófagos diferenciados (p < 0,001). Os 

tratamentos com as frações acetato de etila, nas concentrações de 0,1 e 0,3 

µg/mL, e n-butanol a 1 µg/mL, reduziram a produção de NO (Figura 7b) e IL-6 

(Figura 7d) nos macrófagos estimulados por LPS (p < 0,001). As frações n-

hexano e diclorometano não foram capazes de reduzir os níveis de NO e IL-6. 

Com relação ao TNF-α, não foi observada redução em sua produção após os 

tratamentos nos macrófagos estimulados por LPS (Figura 7f). 
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Figura 7. Efeito das frações orgânicas da casca dos frutos de Annona crassiflora 

sobre a produção de NO (a), IL-6 (c) e TNF-α (e) por macrófagos diferenciados e 

macrófagos diferenciados estimulados por LPS (b, d e f). As colunas representam 

a média + erro padrão da média. Os níveis de significância são indicados por *p < 

0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001 quando comparado às células não tratadas (LPS) 

estimuladas por LPS; #p < 0,05, ##p < 0,01, ###p < 0,001, $$p < 0,01 e $$$p < 0,001 

versus controle (ANOVA unidirecional e Dunnett como pós-teste). Nota: -: controle 
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sem LPS e fração, n-hexano: fração n-hexano, CH2Cl2: fração diclorometano, 

AcEt: fração acetato de etila, n-But: fração n-butanol, V: veículo. 

 

Interessantemente, os macrófagos induzidos por LPS e posteriormente 

tratados com a fração diclorometano mostraram aumentos nos níveis de NO e IL-

6 a 0,3 µg/mL, e de TNF-α a 0,1 µg/mL. A fração n-hexano também estimulou a 

produção de IL-6 (0,3 e 1 µg/mL) e TNF-α (0,1 µg/mL) nos macrófagos induzidos 

por LPS. Em relação aos macrófagos sem indução de LPS, as frações 

diclorometano (a 0,3 µg/mL) e n-butanol (a 0,1 µg/mL) estimularam a produção de 

NO (Figura 7a). Como a fração acetato de etila não estimulou as produções de 

NO, IL-6 e TNF-α e foi capaz de reduzir a produção de NO e IL-6 nos macrófagos 

estimulados por LPS, essa fração foi utilizada para os ensaios in vivo. 

 

4.3. Propriedades antinociceptiva e anti-inflamatória da fração acetato de 
etila da casca dos frutos de A. crassiflora 

 

4.3.1. Efeito da fração acetato de etila na nocicepção induzida por glutamato 
  

 Para investigar os possíveis efeitos antinociceptivos in vivo da fração rica 

em polifenóis da casca dos frutos de A. crassiflora (acetato de etila), foi testada a 

nocicepção aguda induzida pela injeção intraplantar de glutamato, uma vez que 

os receptores de glutamato e NO estão envolvidos na indução da nocicepção 

(LEONG; LIU; YEO, 2000; MELLER; DYKSTRA; GEBHART, 1996; 

ZIMMERMANN, 1983). Uma curva dose-resposta foi construída com a fração 

acetato de etila administrada por via oral. Como mostrado na Figura 8, o 

glutamato a 10 µmol/20 µL por pata induziu um comportamento de lambida que 

caracteriza o desenvolvimento da nocicepção, que foi reduzida pela administração 

oral da fração acetato de etila nas doses de 30 e 100 mg/kg (p < 0,05), com 

inibições de 75 ± 7 e 44 ± 9%, respectivamente. A dose de 30 mg/kg foi 

selecionada para realizar os próximos ensaios. 

 



 
 

36 
 

L
a

m
b

id
a

 d
e

 p
a

ta
 (

s)

V e íc u lo G luta m a to 1 0 3 0 1 0 0
0

1 0 0

2 0 0

3 0 0

*

G lu ta m a to  +  A c E t (m g /k g )

* * * 1 5 % 7 5 % 4 4 %

* * *

 
Figura 8: Efeito do tratamento oral com a fração acetato de etila da casca dos 

frutos de Annona crassiflora (10 - 100 mg/kg) ou veículo (10 mL/kg) no 

comportamento da dor induzida pela administração intraplantar de glutamato em 

camundongos (n = 6). As colunas representam a média + erro padrão da média, 

com valores percentuais de redução de lambida de pata. ANOVA unidirecional 

seguida pelo pós-teste de Dunnett, *p < 0,05, ***p < 0,001 em comparação com o 

grupo glutamato. Nota: AcEt: fração de acetato de etila. 

 

4.3.2. Efeito da fração acetato de etila na dor inflamatória 
 

 Para avaliar o possível efeito antinociceptivo da fração acetato de etila na 

dor aguda e tardia, foi utilizando o modelo de CFA em camundongos. Foi 

observado o desenvolvimento de uma hiperalgesia mecânica aguda e tardia, 

quando comparada à medida basal, caracterizada por uma redução significativa 

no limiar de retirada da pata quando os filamentos de von Frey foram aplicados na 

pata injetada (p < 0,01) (Figura 9). O pré-tratamento dos camundongos com a 

fração acetato de etila (30 mg/kg) apresentou uma redução na hiperalgesia aguda 

induzida por CFA (2,0 - 4,0 h após sua administração, p < 0,01) (Figura 9a). Além 

disso, a fração (30 mg/kg) foi capaz de reverter a hiperalgesia tardia induzida por 

CFA (1,0 - 6,0 h após a sua administração, p < 0,05) (Figura 9b). Também foi 

observado que a fração acetato de etila reduziu as respostas nociceptivas ao frio 

no tempo de 4 h (fases aguda e tardia, p < 0,05), indicadas pela diminuição do 

lamber e sacudir de pata quando a pata injetada foi exposta à acetona (Figura 

10). No entanto, a resposta à dor espontânea foi semelhante entre os grupos nas 

fases aguda e tardia (Figuras 11a e 11b, respectivamente). 
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Figura 9: Avaliação do tempo-resposta da fração acetato de etila da casca dos 

frutos de Annona crassiflora (30 mg/kg) sobre a hipersensibilidade mecânica na 

fase aguda (a) e tardia (b) em camundongos (n = 8). A fração foi administrada 0,5 

h antes da injeção de CFA e 48 h após a injeção de CFA. B0 indica o limiar basal 

antes da injeção intraplantar de CFA e da administração oral da fração, e B indica 

o limiar 48 h após a injeção intraplantar de CFA e antes da segunda 

administração oral da fração. Resultados expressos como média ± erro padrão da 

média. ANOVA bidirecional seguida pelo teste post hoc de Bonferroni, ##p < 0,01, 
###p < 0,001 quando comparado com o limiar basal (B0); *p < 0,05, **p < 0,01 e ***p 

< 0,001 em comparação com o grupo que recebeu apenas a injeção intraplantar 

de CFA. Nota: AcEt: fração de acetato de etila. 
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Figura 10: Avaliação do tempo-resposta da fração acetato de etila da casca dos 

frutos de Annona crassiflora (30 mg/kg) sobre a hiperalgesia a frio na fase aguda 
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(a) e tardia (b) em camundongos (n = 8). A fração foi administrada 0,5 h antes da 

injeção de CFA e 48 h após a injeção de CFA. Resultados expressos como média 

+ erro padrão da média. ANOVA bidirecional seguida pelo teste post hoc de 

Bonferroni, *p < 0,05 em comparação com o grupo que recebeu apenas a injeção 

intraplantar de CFA. Nota: AcEt: fração de acetato de etila. 
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Figura 11: Avaliação do tempo-resposta da fração acetato de etila da casca dos 

frutos de Annona crassiflora (30 mg/kg) sobre a nocicepção espontânea na fase 

aguda (a) e tardia (b) em camundongos (n = 8). A fração foi administrada 0,5 h 

antes da injeção de CFA e 48 h após a injeção de CFA. Resultados expressos 

como mediana ± intervalo interquartil. ANOVA bidirecional seguida pelo teste post 

hoc de Bonferroni. Nota: AcEt: fração de acetato de etila. 

 

4.3.3. Efeito da fração acetato de etila na inflamação induzida por CFA 
 

 Os camundongos que receberam CFA apresentaram edema caracterizado 

pelo aumento da espessura da pata, quando comparado com a medida basal, 

principalmente às 24 e 48 h após a injeção de CFA (de 3,9 ± 0,1 para 4,5 ± 0,2 

mm, p < 0,05) (Figuras 12a e 12b). O pré-tratamento com a fração acetato de etila 

impediu a formação de edema causado por CFA às 2, 4 e 24 h após a 

administração na fase aguda (p < 0,05) (Figura 12a). A fração não foi capaz de 

reduzir o edema na fase tardia (Figura 12b). 
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Para verificar se a reversão da hiperalgesia e edema promovida pela fração 

acetato de etila (30 mg/kg) também foi associada a uma redução na infiltração de 

leucócitos, 4 h após a injeção de CFA, a infiltração de leucócitos foi avaliada pela 

medida da atividade da mieloperoxidase (MPO, marcador de neutrófilos) nos 

tecidos da pata traseira. O CFA aumentou a atividade da MPO quando 

comparada ao grupo veículo (p < 0,001) (Figura 12c). O tratamento diminuiu esse 

parâmetro inflamatório com uma inibição de 40 ± 12% (Figura 12c). 
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Figura 12: Avaliação do tempo-resposta da fração acetato de etila da casca dos 

frutos de Annona crassiflora (30 mg/kg) no edema de pata induzido por injeção 

intraplantar de CFA em camundongos (n = 8) nas fases aguda (a) e tardia (b). A 

fração foi administrada 0,5 h antes da injeção de CFA e 48 h após a injeção de 

CFA. B0 indica o limiar basal antes da injeção intraplantar de CFA e da 

administração oral da fração, e B indica o limiar 48 h após a injeção intraplantar 

de CFA e antes da segunda administração oral da fração. (c) mostra a atividade 
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da mieloperoxidase do tecido da pata de camundongos 4 h após a injeção 

intraplantar de veículo ou CFA e 4,5 h após o tratamento com a fração acetato de 

etila (n = 4). As colunas representam a média + erro padrão da média. ANOVA 

bidirecional seguida pelo teste post hoc de Bonferroni e ANOVA unidirecional 

seguida por Dunnett como pós-teste, #p < 0,05, ##p < 0,01, ###p < 0,001 quando 

comparado com o limiar basal (B0) ou grupo veículo; *p < 0,05 e ***p < 0,001 em 

comparação com o grupo que recebeu apenas a injeção intraplantar de CFA. 

Nota: AcEt: fração de acetato de etila. 

 

Além disso, a análise histológica foi feita para confirmar a infiltração de 

leucócitos no tecido da pata, 4 h após a injeção de CFA. Foi observado que o 

CFA aumentou a infiltração de leucócitos no tecido cutâneo da pata quando 

comparado ao grupo veículo (controle) (Figura 13). O número de células 

inflamatórias infiltradas foi menor no grupo tratado com a fração acetato de etila 

(30 mg/kg) quando comparado ao grupo que recebeu apenas CFA, com inibição 

de 40 ± 9% (p < 0,001) (Figura 13). 

 

 
Figura 13: Efeito da administração oral da fração acetato de etila da casca dos 

frutos de Annona crassiflora na infiltração de células polimorfonucleares. 

Microfotografias ópticas representativas do tecido da pata de camundongos 
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tratados apenas com veículo (10 mL/kg) (a), 4 h após injeção intraplantar de CFA 

(b), e 4 h após injeção intraplantar de CFA e 4,5 h após tratamento com a fração 

AcEt (30 mg/kg) (c). Gráfico representativo do número de células 

polimorfonucleares por campo (d). Cada coluna representa a média + erro padrão 

da média para 4 animais. ANOVA unidirecional seguida por Dunnett como pós-

teste, ###p < 0,001 comparado ao grupo veículo, ***p < 0,001 comparado ao grupo 

que recebeu apenas a injeção intraplantar de CFA. Nota: AcEt: fração de acetato 

de etila. 

 

4.3.4. Coordenação motora nos testes de campo aberto e rotarod 
 

A Tabela 1 mostra que o desempenho motor não foi significativamente 

influenciado pelo tratamento com a fração acetato de etila (30 mg/kg) em 

comparação com o grupo veículo. 

 

Tabela 1. Atividade locomotora espontânea (campo aberto) e forçada (rotarod) 

observada 1 e 2 h, respectivamente, após a administração do veículo (10 mL/kg), 

fração acetato de etila (30 mg/kg) ou controle positivo Diazepam (10 mg/kg) (n = 

4). Resultados expressos como média ± erro padrão da média. ANOVA seguida 

pelo teste post hoc de Tukey, *p < 0,05 comparado ao grupo veículo. 

  Campo aberto Rotarod 
Tratamento Cruzamentos Levantamentos Latência à 1ª queda 
Veículo (10 mL/kg) 45.3 ± 8.6 11.3 ± 2.7  120 ± 6 s 
Fração acetato de etila (30 
mg/kg) 53.2 ± 2.6 10.5 ± 2.2 120 ± 10 s 
Diazepam (10 mg/kg) - - 42 ± 16* s 
 

4.4. Propriedades hepatoprotetoras da fração n-butanol da casca dos 
frutos de A. crassiflora contra o estresse oxidativo e nitrosativo 
induzido pelo diabetes 

 

4.4.1. Massa corpórea e parâmetros glicêmicos 
 

A massa corpórea média dos ratos diabéticos (D) foi inferior ao dos 

controles não diabéticos (ND) (p < 0,001) (Tabela 2). O tratamento com a fração 
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n-butanol não alterou esse parâmetro nos ratos diabéticos; os ratos tratados com 

insulina (DI) apresentaram aumento da massa corpórea (p < 0,05). Após 30 dias 

de tratamento, o nível de glicose no sangue dos ratos tratados com 100 mg/kg da 

fração (D100) e do grupo DI diminuiu quando comparados ao grupo D (p < 0,05 e 

p < 0,001, respectivamente); as demais doses testadas da fração não foram 

capazes de reduzir esse parâmetro (Tabela 2).  

 

Tabela 2: Massa corpórea e níveis glicêmicos de ratos não diabéticos (ND), ratos 

diabéticos induzidos por estreptozotocina (D) e ratos diabéticos induzidos por 

estreptozotocina que foram tratados com 25, 50 e 100 mg/kg da fração n-butanol 

da casca dos frutos de Annona crassiflora (D25, D50 e D100, respectivamente) ou 

insulina (DI), avaliados 7 dias após a administração de estreptozotocina e 30 dias 

após o tratamento. 

  

Massa corpórea 

inicial (g) 

Massa corpórea 

final (g) 

Glicemia inicial  

(mg/dL) 

Glicemia final 

(mg/dL) 

ND 290,8 ± 10,8 348,7 ± 12,2c 66,1 ± 2,3 56,1 ± 3,0c 

D 270,8 ± 9,6 271,7 ± 7,2 465,1 ± 29,0 560,7 ± 18,9 

D25 257,3 ± 5,3 254,1 ± 7,0 434,9 ± 26,0 446,5 ± 50,7 

D50 279,4 ± 8,2 280,4 ± 11,8 443,0 ± 32,5 441,8 ± 36,9 

D100 274,8 ± 2,4 272,8 ± 9,6 437,9 ± 28,9 422,8 ± 44,6a 

DI 260,4 ± 5,7 308,7 ± 6,1a 437,4 ± 27,2 147,5 ± 46,6c 

Valores expressos como media ± erro padrão da média. ap < 0,05 versus grupo D, 
bp < 0,01 versus grupo D e cp < 0,001 versus grupo D. 

 

4.4.2. Parâmetros bioquímicos séricos 
 

Os parâmetros bioquímicos séricos são mostrados na Tabela 3. Os ratos 

diabéticos (D) apresentaram maior atividade das enzimas ALT (p < 0,001), AST (p 

< 0,001), γ-GT (p < 0,01) e ALP (p < 0,001) e um maior nível de triglicerídeos (p < 

0,05) quando comparados com os ratos não diabéticos (ND). Os tratamentos com 

25, 50 e 100 mg/kg da fração n-butanol (D25, D50 e D100, respectivamente) 

reduziram as atividades de ALT e AST (p < 0,01), enquanto que o tratamento com 

50 mg/kg (D50) reduziu a atividade de ALP (p < 0,001), em comparação com os 

ratos diabético. Essas reduções também foram observadas com o tratamento com 
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insulina. No entanto, a fração e a insulina não reduziram a atividade de γ-GT e os 

níveis de triglicerídeos. O colesterol total e o HDL não apresentaram diferenças 

significativas entre os grupos.  

 

Tabela 3: Parâmetros bioquímicos séricos de ratos não diabéticos (ND), ratos 

diabéticos induzidos por estreptozotocina (D), e ratos diabéticos induzidos por 

estreptozotocina tratados com 25, 50 e 100 mg/kg da fração n-butanol da casca 

dos frutos de Annona crassiflora (D25, D50 e D100, respectivamente) ou insulina 

(DI). 

 
ND D D25 D50 D100 DI 

ALT (U/L) 56,3 ± 3,3c 143,2 ± 13,1 89,5 ± 7,2c 100,8 ± 10,1b 94,5 ± 11,6b 56,0 ± 2,6c 

AST (U/L) 129,6 ± 8,6c 282,8 ± 7,2 129,8 ± 15,8c 176,5 ± 50,3c 184,7 ± 25,0b 113,2 ± 10,3c 

γ-GT (U/L) 4,7 ± 1,0b 16,6 ± 2,3 7,8 ± 2,4 8,5 ± 2,1 6,5 ± 3,5 10,5 ± 3,7 

ALP (U/L) 170,8 ± 24,6c 409,0 ± 61,3 302,4 ± 48,4 191,5 ± 23,8c 353,3 ± 55,4 155,5 ± 11,5c 

Triglicerídeos 

(mg/dL) 58,1 ± 10,6a 159,3 ± 28,1 124,2 ± 21,4 131,6 ± 22,0 117,0 ± 16,5 163,4 ± 26,6 

Colesterol 

(mg/dL) 54,4 ± 2,6 62,6 ± 2,9 50,6 ± 3,2 60,1 ± 4,3 56,6 ± 2,3 62,0 ± 4,8 

Colesterol HDL 

(mg/dL) 
22,0 ± 0,5 22,5 ± 1,9 24,0 ± 0,9 26,1 ± 2,2 26,2 ± 1,7 27,6 ± 1,1 

Valores expressos em média ± erro padrão da média. ap < 0,05 versus grupo D, 
bp < 0,01 versus grupo D e cp < 0,001 versus grupo D. Nota: alanina 

aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), γ-glutariltransferase 

(γ-GT) e fosfatase alcalina (ALP). 

 

4.4.3. Análise dos marcadores de estresse oxidativo 
 

Os ratos diabéticos apresentaram menor atividade antioxidante hepática 

que os não diabéticos (p < 0,01). O tratamento dos animais diabéticos com 50 

mg/kg da fração n-butanol recuperou a capacidade antioxidante no fígado (p < 

0,01), quando comparado com os ratos diabéticos não tratados (Figura 14a). 

Além disso, o diabetes induziu a peroxidação lipídica e elevou o conteúdo de 

proteínas carboniladas (p < 0,01) (Figuras 14b e 14c, respectivamente). Todas as 

doses da fração (25, 50 e 100 mg/kg) foram capazes de reduzir a peroxidação 

lipídica (p < 0,05), enquanto que as doses de 50 e 100 mg/kg reduziram o 

conteúdo de proteínas carboniladas no fígado (p < 0,05), em comparação com os 
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ratos diabéticos não tratados. Os ratos diabéticos tratados com insulina não 

mostraram diferença na capacidade antioxidante total e no conteúdo de proteínas 

carboniladas. 
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Figura 14: Análise da capacidade antioxidante total (a), peroxidação lipídica (b) e 

conteúdo de proteínas carboniladas (C) no fígado de ratos não diabéticos (ND), 

diabéticos induzidos por estreptozotocina (D) e ratos diabéticos induzidos por 

estreptozotocina que foram tratados durante 30 dias com 25, 50 e 100 mg/kg da 

fração n-butanol da casca dos frutos de Annona crassiflora (D25, D50 e D100, 

respectivamente) ou insulina (DI). Valores expressos em média + erro padrão da 
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média. ANOVA unidirecional seguida por Dunnett como pós-teste, ap < 0,05 

versus grupo D, bp < 0,01 versus grupo D e cp < 0,001 versus grupo D. 

 

O conteúdo e as atividades das enzimas antioxidantes hepáticas são 

mostrados na Figura 15. Os conteúdos de GPx, SOD e CAT foram maiores nos 

ratos D do que nos ratos ND (p < 0,05) (Figuras 15a, 15c e 15e, respectivamente). 

Todas as doses da fração n-butanol (25, 50 e 100 mg/kg) reduziram as 

concentrações de SOD (p < 0,05, p < 0,01 e p < 0,01, respectivamente) e CAT (p 

< 0,05), enquanto que as doses de 50 e 100 mg/kg reduziram o conteúdo de GPx 

(p < 0,01 e p < 0,05, respectivamente). Além disso, as atividades de SOD e CAT 

foram maiores no grupo D do que no grupo ND (p < 0,05) (Figuras 15d e 15f, 

respectivamente). No entanto, os grupos D25, D50 e D100 apresentaram 

reduções nas atividades de SOD e CAT quando comparados aos ratos do grupo 

D (p < 0,05, p < 0,01 e p < 0,05, respectivamente). Embora os ratos não 

diabéticos não tenham demonstrado diferença na atividade da GPx em relação 

aos ratos diabéticos não tratados (Figura 15b), os diabéticos tratados com todas 

as doses da fração n-butanol apresentaram menor atividade da GPx (p < 0,05). O 

tratamento de ratos diabéticos com insulina reduziu apenas o conteúdo de GPx (p 

< 0,01). 
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Figura 15: Análise do conteúdo (a) e atividade (b) de glutationa peroxidase, 

conteúdo (c) e atividade (d) de superóxido dismutase, e conteúdo (e) e atividade 

(f) de catalase no fígado de ratos não diabéticos (ND), ratos diabéticos induzidos 

por estreptozotocina (D) e ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina que 

foram tratados durante 30 dias com 25, 50 e 100 mg/kg da fração n-butanol da 

casca dos frutos de Annona crassiflora (D25, D50 e D100, respectivamente) ou 

insulina (DI). Valores expressos em média + erro padrão da média. ANOVA 
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unidirecional seguida por Dunnett como pós-teste, ap < 0,05 versus grupo D, bp < 

0,01 versus grupo D e cp < 0,001 versus grupo D. 

 

 As atividades da GR e G6PDH e o conteúdo de GSH estão representados 

na Figura 16. 
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Figura 16: Análise da atividade da glutationa redutase (a), conteúdo de glutationa 

reduzida (b) e atividade da glicose 6-fosfato desidrogenase (c) no fígado de ratos 
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não diabéticos (ND), ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina (D), e ratos 

diabéticos induzidos por estreptozotocina que foram tratados durante 30 dias com 

25, 50 e 100 mg/kg da fração n-butanol da casca dos frutos de Annona crassiflora 

(D25, D50 e D100, respectivamente) ou insulina (DI). Valores expressos em 

média + erro padrão da média. ANOVA unidirecional seguida por Dunnett como 

pós-teste, ap < 0,05 versus grupo D, bp < 0,01 versus grupo D e cp < 0,001 versus 

grupo D. 

 

A atividade da GR hepática e o conteúdo de GSH foram menores nos ratos 

diabéticos não tratados (D) (p < 0,05 e p < 0,01, respectivamente) (Figuras 16a e 

16b). O tratamento com 100 mg/kg da fração n-butanol e o tratamento com 

insulina (D100 e DI, respectivamente) impediram a redução da atividade da GR (p 

< 0,01 e p < 0,05, respectivamente) e, consequentemente, o conteúdo de GSH (p 

< 0,001). Além disso, a atividade da G6PDH foi menor no grupo D do que no 

grupo ND (p < 0,001) (Figura 16c); entretanto, os ratos tratados com a fração 

(D25, D50 e D100 mg/kg) e os ratos tratados com insulina (DI) não apresentaram 

diferença na atividade da G6PDH em relação ao grupo D. 

 

4.4.4. Análise dos marcadores de estresse nitrosativo 
 

Os conteúdos hepáticos de iNOS e N-Tir são mostrados na Figura 17. Os 

ratos diabéticos não tratados (D) apresentaram maior conteúdo de iNOS do que 

os não diabéticos (ND) (p < 0,05). Os tratamentos dos ratos diabéticos com 25 e 

50 mg/kg da fração n-butanol reduziram o nível de iNOS (p < 0,05) (Figura 17a). 

Em relação à nitração de proteínas (Figura 17b), não houve diferença no 

conteúdo de N-Tir entre os ratos não diabéticos e diabéticos não tratados. No 

entanto, os ratos diabéticos tratados com 50 e 100 mg/kg da fração e tratados 

com insulina apresentaram menor conteúdo de N-Tyr do que os ratos diabéticos 

não tratados (p < 0,05). 
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Figura 18: Fotomicrografias de cortes hepáticos de ratos não diabéticos (a), 

diabéticos induzidos por estreptozotocina não tratados (b), diabéticos induzidos 

por estreptozotocina tratados com 25 mg/kg (c), 50 mg/kg (d) e 100 mg/kg (e) da 

fração n-butanol da casca dos frutos de Annona crassiflora ou insulina (f). HE 

(barra de escala para a-f = 50 𝜇m). A veia central é mostrada em todas as 

imagens. 
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4.5. Predição das propriedades farmacocinéticas in silico 
 

A predição de propriedades farmacocinéticas da procianidina B2, 

epicatequina, catequina, ácido clorogênico e cafeoil-glicosídeo é mostrada na 

Tabela 4. Todos os compostos apresentaram absorção intestinal acima de 40%, 

valores de fração não ligada superiores a 0,2 Fu e não tiveram interferência sobre 

o metabolismo pela não inibição de enzimas do citocromo P. A absorção intestinal 

prevista foi baseada nos compostos originais. Além disso, epicatequina e 

catequina apresentaram valores de Vdss acima de 0,7 L/kg, indicando 

biodistribuição maior nos tecidos do que no plasma. O ácido clorogênico 

apresentou baixo volume de distribuição, indicando uma alta ligação às proteínas 

plasmáticas e/ou não distribuição aos tecidos. Todos os polifenóis apresentaram 

valores baixos de toxicidade aguda por via oral (LD50 < 2,5 mol/kg) e de 

toxicidade crônica por via oral (LOAEL < log 4,4 mg/kg/dia), e não apresentaram 

hepatotoxicidade. 

 

Tabela 4: Propriedades farmacocinéticas in silico para procianidina B2, 

epicatequina, catequina, ácido clorogênico e cafeoil-glicosídeo. Absorção 

intestinal, volume de distribuição no estado estacionário (Vdss), fração não ligada, 

inibição das enzimas do citocromo P (CYP), toxicidade aguda (LD50) e crônica 

(LOAEL) em ratos por via oral e análise de hepatotoxicidade. 

Composto 

Absorção 

intestinal 

(% absorvida) 

Vdss 

(L/kg) 

Fração não 

ligada (Fu) 

Inibição 

de CYP 

LD50 

(mol/kg) 

LOAEL 

(log 

mg/kg/dia) 

Hepatotoxicidade 

Procianidina 

B2 
60,38 0,132 0,249 Não 2,483 4,18 Não 

Epicatequina 69,21 1,346 0,373 Não 2,331 2,99 Não 

Catequina 69,21 1,346 0,373 Não 2,331 2,99 Não 

Ácido 

clorogênico 
42,52 -0,955 0,579 Não 1,993 4,35 Não 

Cafeoil-

glicosídeo 
50,44 0,141 0,616 Não 1,920 4,34 Não 

Nota: enzimas do citocromo P: CYP1A2, CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6 and 

CYP3A4. 
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5. Discussão 
 

A busca por compostos bioativos naturais de baixa toxicidade e com 

capacidades antioxidantes e anti-inflamatórias tem ganhado destaque no controle 

e tratamento de diversas condições fisiopatológicas, quando comparados aos 

compostos sintéticos (BAHADORAN; MIRMIRAN; AZIZI, 2013; BEDEKAR; SHAH; 

KOFFAS, 2010; MAROON; BOST; MAROON, 2010; PANDEY; RIZVI, 2009; 

QUINTANS; ANTONIOLLI; ALMEIDA et al., 2014). Plantas inteiras ou 

misturas/extratos de plantas podem ser alternativas ao invés de compostos 

isolados devido à fácil acessibilidade em relação à aquisição de moléculas 

isoladas (WAGNER; ULRICH-MERZENICH, 2009). Além disso, a interação 

sinérgica ou efeitos multifatoriais entre os compostos presentes nos extratos 

podem aumentar os seus efeitos biológicos (WAGNER; ULRICH-MERZENICH, 

2009). 

Annona crassiflora Mart. é uma planta medicinal popularmente usada no 

tratamento de doenças inflamatórias e dolorosas, como reumatismo, feridas, 

doenças venéreas, picadas de cobra e infecções microbianas (SILVA; 

CERDEIRA; CHAVASCO et al., 2014; VILAR; FERREIRA; FERRI et al., 2008). No 

entanto, pouco é mostrado na literatura sobre os efeitos antioxidantes, anti-

inflamatórios e analgésicos dessa planta, mais especificamente da casca de seus 

frutos. Assim, buscamos avaliar os possíveis mecanismos que a casca dos frutos 

pode exercer em modelos in vitro e in vivo de dor inflamatória aguda e tardia, e 

modelo in vivo de estresse oxidativo e nitrosativo. 

Frações ricas em polifenóis foram obtidas a partir de uma partição líquido-

líquido do extrato bruto etanólico da casca dos frutos de A. crassiflora. Foram 

demonstrados pela primeira vez os efeitos protetores das frações acetato de etila 

e n-butanol na produção de IL-6 e NO a partir de macrófagos ativados por LPS. 

Além disso, também foram observados os efeitos antinociceptivos da fração 

acetato de etila na nocicepção induzida por glutamato, assim como na dor 

inflamatória aguda e tardia induzida por CFA em camundongos. Este estudo 

relatou também o efeito hepatoprotetor da fração n-butanol, avaliando seus 

efeitos antioxidantes e antinitrosativos no tecido hepático de ratos diabéticos. 
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Um estudo anterior mostrou a presença dos principais compostos fenólicos 

nas frações polares acetato de etila e n-butanol, como ácido quinínico, cafeoil-

glicosídeo, (epi) catequina, procianidina B2 e feruloil-galactosídeo, identificados 

em ambas as frações (JUSTINO; PEREIRA; VILELA et al., 2016). Além disso, 

procianidina C1, quercetina-glicosídeo, kaempferol-rutinosídeo e kaempferol-

glicosídeo foram identificados na fração acetato de etila, enquanto que os ácidos 

cítrico e clorogênico foram identificados apenas na fração n-butanol (JUSTINO; 

PEREIRA; VILELA et al., 2016). A caracterização fitoquímica das frações acetato 

de etila e n-butanol das cascas dos frutos de A. crassiflora utilizando CLAE-ESI-

EM/EM corroborou seu alto conteúdo de fenois totais, flavonoides e 

proantocianidinas (JUSTINO; PEREIRA; VILELA et al., 2016), que podem 

contribuir para a melhoria observada nos parâmetros nociceptivos, inflamatórios e 

antioxidantes. Além disso, as frações mais apolares n-hexano e diclorometano 

também foram analisadas previamente, mostrando a presença de alcaloides, 

sendo a estefalagina o principal alcaloide aporfínico da casca dos frutos 

(JUSTINO; BARBOSA; NEVES et al., 2020; PEREIRA; JUSTINO; MARTINS et 

al., 2017). 

Interessantemente, a fração alcaloidal diclorometano estimulou a produção 

de NO nos macrófagos. Alguns estudos mostraram o papel dos alcaloides 

aporfínicos na produção de NO via NO sintase induzível (CHANG; CHUNG; WU 

et al., 2004; LAU; LING; MURUGAN et al., 2015; ZHU; QIAN, 2006). A fração n-

butanol também aumentou os níveis de NO nos macrófagos, o que pode ser 

atribuído à presença de ácido clorogênico, uma vez que estudos anteriores 

mostraram que esse composto fenólico aumenta a produção de NO (JIANG; 

HODGSON; MAS et al., 2016; YAMAGATA, 2018). 

Vários estudos sugerem que mediadores inflamatórios como citocinas e 

NO são importantes para dor aguda e crônica nos níveis periférico e central 

(BEIRITH; SANTOS; CALIXTO, 2002; DA SILVA; PASZCUK; PASSOS et al., 

2011; ROSSATO; HOFFMEISTER; TREVISAN et al., 2019; SINGH; VINAYAK, 

2015; SPILLER; OLIVEIRA FORMIGA; FERNANDES DA SILVA COIMBRA et al., 

2019). Dessa forma, primeiramente foi observado que a fração acetato de etila da 

casca dos frutos de A. crassiflora foi capaz de reduzir a produção de NO e IL-6 

nos macrófagos estimulados por LPS. No entanto, isso não foi observado para o 
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TNF-α. Estas são citocinas diferentes, com vias de sinalização distintas, portanto, 

uma fração extraída de um produto natural em que moléculas diferentes podem 

ser encontradas não necessariamente inibirá todas as citocinas inflamatórias. Em 

conformidade, um grande número de compostos fenólicos foi relatado para inibir a 

secreção e expressão de citocinas pró-inflamatórias e modular a 

biodisponibilidade do NO, agindo sobre a expressão e/ou atividade das enzimas 

produtoras de NO (DUARTE; FRANCISCO; PEREZ-VIZCAINO, 2014; LEYVA-

LOPEZ; GUTIERREZ-GRIJALVA; AMBRIZ-PEREZ et al., 2016). 

Alguns estudos demonstraram que proantocianidinas e flavonoides, como 

os encontrados na fração acetato de etila, como catequina, kaempferol e 

quercetina, incluindo suas formas glicosiladas, reduziram os níveis de NO, IL-6 e 

TNF-α em macrófagos estimulados por LPS (LEYVA-LOPEZ; GUTIERREZ-

GRIJALVA; AMBRIZ-PEREZ et al., 2016). Os efeitos anti-inflamatórios dos 

flavonoides pela inibição da expressão e secreção de citocinas e NO estão 

envolvidos na modulação de fatores transcricionais, como o fator nuclear kappa B 

(NF-κB, do inglês nuclear factor kappa B) e a proteína ativadora 1 (AP-1, do inglês 

activator protein 1), e a inibição da iNOS, respectivamente (DUARTE; 

FRANCISCO; PEREZ-VIZCAINO, 2014; HÄMÄLÄINEN; NIEMINEN; VUORELA et 

al., 2007; LEYVA-LOPEZ; GUTIERREZ-GRIJALVA; AMBRIZ-PEREZ et al., 2016; 

LIMTRAKUL; YODKEEREE; PITCHAKARN et al., 2016; OLSZANECKI; GEBSKA; 

KOZLOVSKI et al., 2002).  

Estudos têm mostrado que os polifenóis derivados de plantas, 

especificamente flavonoides, têm efeitos antinociceptivos e anti-inflamatórios em 

diferentes modelos de dor, com modulação dos receptores de glutamato e da 

produção de NO e citocinas pró-inflamatórias (DE OLIVEIRA; ZAMBERLAM; 

RÊGO et al., 2016; DUARTE; FRANCISCO; PEREZ-VIZCAINO, 2014; LEYVA-

LOPEZ; GUTIERREZ-GRIJALVA; AMBRIZ-PEREZ et al., 2016). Assim, o 

potencial antinociceptivo da fração acetato de etila foi investigado em um modelo 

de nocicepção aguda induzida por glutamato. A fração nas doses de 30 e 100 

mg/kg foi capaz de reduzir a dor induzida pelo glutamato quando administrada por 

via oral. O glutamato é um importante neurotransmissor excitatório no sistema 

nervoso central (CODERRE, 1993). Os receptores de glutamato são importantes 

na neurotransmissão nociceptiva periférica, espinhal e supraespinhal, que é 
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mediada pelos receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) e receptores não NMDA, 

assim como pela liberação de NO, os quais podem produzir hiperalgesia 

(BEIRITH; SANTOS; CALIXTO, 2002). 

Os efeitos antinociceptivos da fração acetato de etila podem ser atribuídos 

à presença de flavonoides (ALI KHAN; AHMED; MISBAH et al., 2018). Tem 

relatos na literatura que mostram que a quercetina e a epicatequina, presentes na 

fração, inibem a nocicepção induzida por glutamato por meio de mecanismos que 

envolvem interação com a via de produção de NO via L-arginina, com serotonina 

e sistemas GABAérgicos (FILHO; FILHO; OLINGER et al., 2008; LOPES; 

MARQUES; FERNANDES et al., 2012). Portanto, um efeito da fração rica em 

polifenóis diretamente nos receptores ou segundos mensageiros relacionados a 

esses transmissores pode evitar a resposta nociceptiva. O efeito da casca dos 

frutos de A. crassiflora contra a nocicepção induzida pelo glutamato é de grande 

interesse, uma vez que o glutamato desempenha um papel significativo no 

processamento nociceptivo no sistema nervoso central e periférico (MILLAN, 

1999). 

Interessantemente, os efeitos antinociceptivos/anti-inflamatórios foram 

observados quando a fração acetato de etila foi administrada dentro de um 

intervalo de doses limitado. Isso pode ser justificado pelo fato de que essas 

atividades não são alcançadas pelos principais compostos presentes na fração 

em doses mais baixas. Além disso, quando a quantidade da fração excedeu um 

certo ponto, seu impacto terapêutico diminuiu. Em altas doses, pode haver efeitos 

antagônicos entre os compostos presentes na fração, locais de ligação múltipla ou 

alvos múltiplos que formam agregados coloidais, os quais podem contribuir para a 

perda de atividade em concentrações mais altas (OWEN; DOAK; GANESH et al., 

2014). 

Os potenciais efeitos antinociceptivo e anti-inflamatório da fração acetato 

de etila também foram explorados em um modelo de dor aguda e tardia 

inflamatória induzida por CFA. Estímulos inflamatórios, como o CFA, induzem a 

uma cascata de mediadores inflamatórios, como citocinas, resultando em 

hiperalgesia inflamatória, que é a intensidade da dor exacerbada, e alodinia, que 

é a dor à estímulos inócuos (CUNHA; VERRI; SILVA et al., 2005; LOESER; 

TREEDE, 2008). De acordo a hipótese desse trabalho, o tratamento da fração 
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acetato de etila a 30 mg/kg reduziu a alodinia aguda e tardia induzida pelo CFA, 

estando de acordo com os efeitos antinociceptivos da fração no modelo de 

nocicepção induzida por glutamato. Além disso, a fração rica em polifenóis 

diminuiu a resposta de hiperalgesia ao frio em camundongos injetados com CFA. 

Vale ressaltar que o estresse oxidativo é um componente importante da dor 

inflamatória (CAI; HUANG; ZHAO et al., 2013). Foi demonstrado que a terapia 

antioxidante e os “sequestradores” de ROS são considerados por suas possíveis 

atividades antinociceptivas (CAI; HUANG; ZHAO et al., 2013; SINGH; VINAYAK, 

2015; TREVISAN; ROSSATO; TONELLO et al., 2014). Nesse sentido, foi 

observado anteriormente o potencial antioxidante da fração acetato de etila 

(JUSTINO; PEREIRA; VILELA et al., 2016). 

Os camundongos que receberam a injeção intraplantar de CFA 

apresentaram um aumento acentuado na espessura da pata, que foi revertida 

pela fração acetato de etila na fase aguda da inflamação. É importante ressaltar 

que o tratamento com a fração foi capaz de reduzir não só o edema da pata, mas 

também impedir a infiltração de neutrófilos induzida pelo CFA. O aumento da 

atividade da mieloperoxidase (que é uma evidência indireta da infiltração de 

neutrófilos) foi observado no tecido da pata inflamada 4 h após a injeção de CFA. 

De acordo os resultados de atividade da MPO, a infiltração celular também foi 

confirmada por análise histológica, demonstrando a infiltração de leucócitos, pelo 

menos até 4 h após a injeção de CFA. A administração oral da fração acetato de 

etila a 30 mg/kg reduziu a atividade da MPO, o que foi reforçado pelas análises 

histológicas que mostraram uma redução nas células inflamatórias infiltradas nos 

camundongos injetados com CFA e tratados com a fração. Assim, a ação 

antinociceptiva da fração acetato de etila parece estar associada a uma ação anti-

inflamatória local. Os resultados sugerem que a fração rica em polifenóis da casca 

dos frutos de A. crassiflora apresenta notáveis atividades anti-inflamatórias e 

antinociceptivas que podem ser mediadas pela supressão de citocinas pró-

inflamatórias e infiltração de neutrófilos. 

Esses efeitos anti-inflamatórios observados nas frações da casca dos 

frutos de A. crassiflora podem ter sido mediados por proantocianidinas e 

flavonoides presentes na fração rica em polifenóis, como a quercetina e a 

catequina, que anteriormente mostraram efeitos significativos no processo crônico 
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e subcrônico da artrite e desempenharam um papel inibindo a liberação de NO, 

IL-1 e IL-6 (GUARDIA; ROTELLI; JUAREZ et al., 2001; JHUN; MOON; YOON et 

al., 2013). O mecanismo anti-inflamatório dos flavonoides é atribuído às suas 

estruturas químicas, por exemplo, um sistema de anéis planares na molécula, 

insaturação no anel C na posição C2-C3 e o número e a posição dos grupos OH 

nos anéis A e B (HÄMÄLÄINEN; NIEMINEN; VUORELA et al., 2007; LEYVA-

LOPEZ; GUTIERREZ-GRIJALVA; AMBRIZ-PEREZ et al., 2016). Portanto, ser 

capaz de regular negativamente a expressão e secreção de citocinas representa 

uma alternativa muito promissora para ser usada como tratamento de doenças 

inflamatórias, como a artrite. 

Também é importante notar que a fração acetato de etila a 30 mg/kg não 

demonstrou alterações nas atividades locomotoras de camundongos, como 

evidenciado pelos testes de campo aberto e rotarod. Além disso, foi demonstrado 

em um estudo anterior que a fração acetato de etila não possui citotoxicidade 

quando analisada pelo teste MTT in vitro em células de fibroblastos NIH/3T3 

(JUSTINO; PEREIRA; VILELA et al., 2016). 

Para a avaliação do estresse oxidativo e nitrosativo, o modelo de indução 

da hiperglicemia por estreptozotocina foi utilizado em ratos Wistar. A 

estreptozotocina danifica as células β pancreáticas e resulta em diabetes mellitus, 

caracterizada por hiperglicemia associada ao aumento da produção de ROS e 

RNS (LI; TAN; WANG et al., 2015). Os animais diabéticos apresentaram reduções 

na massa corporal reduzida, capacidade antioxidante total, conteúdo de GSH e 

atividades de GR e G6PDH. Além disso, houve aumentos na glicemia, nível de 

triglicerídeos, ALT, AST, γ-GT e ALP, assim como nos conteúdos e atividades de 

SOD, CAT, GPx e iNOS.  

A fração n-butanol foi escolhida para o modelo de estresse oxidativo e 

nitrosativo induzido por hiperglicemia por ter apresentado maior capacidade 

antioxidante in vitro (DPPH IC50 0,8 ± 0,1 µg/mL, ORAC 2714 ± 79 µmol 

equivalentes de trolox/g e FRAP 921 ± 9 µmol equivalentes de trolox/g) e maior 

conteúdo de flavonoides (45.3 ± 4.2 mg de equivalentes de quercetina/g), em 

relação às outras frações e ao extrato bruto, como demonstrado em um estudo 

anterior (JUSTINO; PEREIRA; VILELA et al., 2016). Esses resultados prévios 

corroboram a melhora observada nos parâmetros de estresse oxidativo/nitrosativo 
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nos ratos hiperglicêmicos tratados com a fração n-butanol. Os flavonoides são 

considerados benéficos para a saúde humana, por contribuírem na prevenção de 

doenças crônico-degenerativas, por meio da redução do estresse oxidativo e 

nitrosativo e inibição da oxidação e a nitração das macromoléculas (CUMAOǦLU; 

CEVIK; RACKOVA et al., 2007; VINAYAGAM; XU, 2015). Esses compostos são 

capazes de eliminar os radicais livres e quelar os metais, assim como modular a 

transcrição gênica e expressão de enzimas antioxidantes (CUMAOǦLU; CEVIK; 

RACKOVA et al., 2007; DEY; LAKSHMANAN, 2013; RICE-EVANS; MILLER; 

PAGANGA, 1997). 

A fração n-butanol não foi capaz de aumentar a massa corporal ou 

controlar a hiperglicemia de ratos diabéticos, indicando que esta não apresenta 

atividade mimética à insulina e/ou capacidade de reparo do tecido pancreático. No 

entanto, o tratamento com a fração n-butanol foi responsável por reduzir as 

atividades séricas de ALT, AST e ALP. Em relação aos parâmetros de estresse 

oxidativo e nitrosativo no tecido hepático dos ratos diabéticos tratados com a 

fração n-butanol, foram observadas reduções na peroxidação lipídica, 

carbonilação e nitração de proteínas e no conteúdo de iNOS, assim como nas 

atividades e conteúdos de GPx, SOD e CAT. Além disso, houve aumentos na 

capacidade antioxidante total, atividade de GR e níveis de GSH, e a 

histoarquitetura hepática foi preservada. 

A hiperglicemia causa alterações estruturais e funcionais no fígado de 

animais diabéticos, conforme demonstrado por DEY e SWAMINATHAN (2010). 

No presente estudo, não houve alterações na histoarquitetura hepática dos ratos 

diabéticos; nenhuma evidência significativa de inflamação, necrose, fibrose, 

proliferação, destruição ou regeneração do parênquima foi observada. Isso pode 

ser explicado pelo fato de que os danos no tecido hepático devido ao diabetes 

ocorrem após um período crônico de cerca de 12 semanas (INOUE; OHTAKE; 

MOTOMURA et al., 2005). O objetivo de avaliar animais diabéticos tratados com a 

fração n-butanol também foi elucidar possíveis efeitos hepatotóxicos por meio de 

análises de histoarquitetura, que é comum pelo uso de produtos naturais. No 

entanto, esse efeito não foi observado para essa fração. 

Uma vez que os ratos diabéticos não apresentaram alterações na 

histoarquitetura hepática, a elevação das atividades séricas de ALT e AST pode 
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ser devida ao efeito prejudicial da hiperglicemia em outros órgãos, como músculo 

esquelético e rim. Entretanto, ALP e γ-GT aumentados em ratos diabéticos estão 

associados à colestase devido à obstrução biliar induzida pelo estresse 

(ROSALKI, 1975; WOLF, 1978). Todas as doses da fração n-butanol foram 

capazes de reduzir a atividade de ALT e AST, enquanto que a dose de 50 mg/kg 

reduziu a atividade da ALP. A normalização da AST, ALT e ALP pode ser devida 

à presença de flavonoides na fração, uma vez que estes são relatados como 

agentes hepatoprotetores (VINAYAGAM; XU, 2015). Além disso, os ratos 

diabéticos apresentaram maior nível de triglicerídeos que os não diabéticos, como 

consequência da deficiência de insulina e hiperglicemia (BRIONES; MAO; 

PALUMBO et al., 1984). O tratamento com a fração n-butanol não foi capaz de 

reduzir os níveis de triglicerídeos, pois não teve efeito na hiperglicemia. Os níveis 

de colesterol total e HDL não apresentaram diferenças entre os ratos diabéticos e 

não diabéticos, corroborando dados de HOLMGREN e BROWN (1993). 

Embora ROS e RNS não tenham sido medidos diretamente, os resultados 

mostraram um aumento na peroxidação lipídica e na carbonilação e nitração de 

proteínas, indicando que a hiperglicemia induzida por estreptozotocina foi capaz 

de reduzir a capacidade antioxidante e gerar espécies oxidativas e nitrosativas, 

fatores que desencadeiam a patogênese do diabetes mellitus crônico (PACHER; 

OBROSOVA; MABLEY et al., 2005). A peroxidação lipídica aumenta sob a 

condição patológica do diabetes (DINIZ VILELA; GOMES PEIXOTO; TEIXEIRA et 

al., 2016; LEE; KIM; CHO et al., 2007). Sob condições hiperglicêmicas, a glicose 

oxida e produz superóxido, levando à produção de radicais livres que, por sua 

vez, causam peroxidação lipídica nas lipoproteínas, prejudicando suas funções 

devido à diminuição da fluidez da membrana (BANDEIRA SDE; GUEDES GDA; 

DA FONSECA et al., 2012). A formação de equivalentes de malondialdeído foi 

menor nos ratos diabéticos tratados com a fração n-butanol. Estudos anteriores 

demonstraram o potencial do ácido clorogênico e proantocianidinas, que estão 

presentes na fração, na redução da peroxidação lipídica e no aumento da 

capacidade antioxidante em ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina (GU; 

HOUSE; WU et al., 2006; LEE; KIM; CHO et al., 2007; YE; LI; ZHENG et al., 

2016). 
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As ROS e RNS também podem danificar proteínas. Os principais 

mecanismos moleculares que levam ao dano proteico são a oxidação 

caracterizada pela formação de carbonilas e nitrotirosinas e a perda de grupos tiol 

(CUMAOǦLU; CEVIK; RACKOVA et al., 2007; DEAN; FU; STOCKER et al., 1997; 

PACHER; OBROSOVA; MABLEY et al., 2005). A conversão de proteínas em 

derivados de proteínas carboniladas por oxidação direta causada por ROS pode 

alterar várias funções celulares (DEAN; FU; STOCKER et al., 1997). No presente 

estudo, os ratos diabéticos não tratados apresentaram maior conteúdo de 

proteínas carboniladas do que os não diabéticos, corroborando os resultados de 

CUMAOǦLU; CEVIK; RACKOVA et al. (2007) e JANG; SONG; SHIN et al. (2000). 

A administração da fração n-butanol foi capaz de reduzir a carbonilação de 

proteínas no fígado. Um estudo realizado por TABASSUM; PARVEZ; REHMAN et 

al. (2007) mostrou que a catequina, um flavonoide previamente identificado nessa 

fração, impediu a carbonilação de proteínas no fígado, indicando seu potencial em 

inibir a formação de proteínas carboniladas. 

A atividade e o conteúdo de SOD, CAT e GPx também foram maiores nos 

ratos diabéticos não tratados do que nos ratos não diabéticos, em resposta ao 

aumento do estresse oxidativo hepático. O aumento da atividade de GPx e CAT 

pode ter ocorrido como resposta compensatória ao aumento da produção 

endógena de H2O2 no fígado dos ratos diabéticos, uma vez que a deficiência de 

insulina promove a oxidação de ácidos graxos com a consequente formação de 

H2O2 (HORIE; ISHII; SUGA, 1981). O aumento da atividade da SOD pode ter 

ocorrido devido ao aumento da produção de superóxido, com H2O2 atuando como 

indutor de SOD tecidual (DIAS; PORAWSKI; ALONSO et al., 2005). O tratamento 

com a fração n-butanol contribuiu com a redução do conteúdo e da atividade 

dessas enzimas antioxidantes nos ratos diabéticos. Os compostos fenólicos 

presentes na fração, por meio de suas propriedades de eliminação de ROS, 

podem ter sido responsáveis pela prevenção da elevação de GPx, SOD e CAT no 

tecido hepático, uma vez que estudos mostram a atividade antioxidante de 

flavonoides contra o estresse oxidativo (COSKUN; KANTER; KORKMAZ et al., 

2005; DIAS; PORAWSKI; ALONSO et al., 2005; LEE; KIM; CHO et al., 2007). 

Embora os níveis de GPx, SOD e CAT tenham aumentado no fígado dos 

ratos diabéticos não tratados, sua capacidade antioxidante total hepática foi 
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menor. Isso pode ser explicado pela redução na atividade de G6PDH e GR, assim 

como nos níveis de GSH, corroborando estudos anteriores (AL-NUMAIR; 

CHANDRAMOHAN; VEERAMANI et al., 2015; DIAZ-FLORES; IBANEZ-

HERNANDEZ; GALVAN et al., 2006; MORAES; MANZAN-MARTINS; DE 

GOUVEIA et al., 2015). A atividade reduzida de G6PDH observada no fígado dos 

ratos diabéticos pode ser explicada pela redução na secreção e ação da insulina, 

uma vez que a atividade da G6PDH hepática varia proporcionalmente de acordo 

com os níveis de insulina (DIAZ-FLORES; IBANEZ-HERNANDEZ; GALVAN et al., 

2006). A depleção do nível de GSH nos ratos diabéticos pode ser devido ao seu 

uso para aliviar o estresse oxidativo induzido pelo diabetes (COSKUN; KANTER; 

KORKMAZ et al., 2005). Em relação ao tratamento com a fração n-butanol, os 

resultados mostraram que, quanto maior a dose, maior a atividade de GR e dos 

níveis de GSH. 

Os polifenóis, especialmente as proantocianidinas, têm a capacidade de 

estimular a biossíntese de GSH e/ou reduzir o estresse oxidativo, levando a uma 

menor depleção de GSH, conforme relatado por AL-NUMAIR; 

CHANDRAMOHAN; VEERAMANI et al. (2015) e LEE; KIM; CHO et al. (2007). No 

entanto, a atividade da G6PDH permaneceu reduzida nos ratos diabéticos 

tratados com a fração n-butanol. Como os ratos tratados com a fração 

permaneceram hiperglicêmicos e com deficiência na secreção de insulina devido 

à estreptozotocina, a atividade da G6PDH continuou reduzida, mesmo usando 

doses crescentes da fração n-butanol. 

O diabetes mellitus também pode levar ao aumento da expressão da iNOS 

hepática, como observado neste estudo. A formação de NO pode ser resultado da 

ativação de vias de sinalização sensíveis ao estresse, que podem causar danos 

celulares e complicações tardias do diabetes (PRABHAKAR, 2004). A 

combinação de NO com radicais superóxido (O2.-) pode levar à formação de 

peroxinitrito (ONOO-), cuja produção está associada à origem e progressão do 

dano oxidativo das proteínas (PACHER; BECKMAN; LIAUDET, 2007; PACHER; 

OBROSOVA; MABLEY et al., 2005). A nitração na posição orto da tirosina é um 

dos principais produtos do ataque do ONOO- às proteínas, levando à formação de 

nitrotirosina (LI; TAN; WANG et al., 2015; MADAR; KALET-LITMAN; STARK, 

2005; PACHER; OBROSOVA; MABLEY et al., 2005). O presente estudo mostrou 
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que os ratos diabéticos não tratados não apresentaram alteração significativa na 

expressão de nitrotirosina quando comparados aos não diabéticos, semelhante 

aos resultados encontrados por CHANG; CHANG; HUANG et al. (2012). No 

entanto, o tratamento utilizando a fração n-butanol reduziu a expressão de iNOS e 

nitrotirosina. Estudos anteriores demonstraram o potencial das proantocianidinas 

na regulação negativa da expressão da iNOS (DIAS; PORAWSKI; ALONSO et al., 

2005; KOWLURU; KOPPOLU; CHAKRABARTI et al., 2003; LEE; KIM; CHO et al., 

2007), o que justifica a redução da iNOS observada nos ratos diabéticos tratados 

com a fração n-butanol. 

As propriedades farmacocinéticas preditas de absorção, metabolismo e 

distribuição mostraram absorção intestinal favorável (> 40%) para todos os 

compostos (PIRES, D. E. V.; BLUNDELL, T. L.; ASCHER, D. B., 2015), 

corroborando os dados de OLTHOF; HOLLMAN e KATAN (2001), ACTIS-

GORETTA; LEVEQUES; REIN et al. (2013) e SPENCER; SCHROETER; 

SHENOY et al. (2001), que mostraram valores semelhantes de absorção intestinal 

para ácido clorogênico, epicatequina e procianidina B2. Além disso, não houve 

interferência negativa sobre o metabolismo, uma vez que esses compostos não 

inibem as enzimas do citocromo P, como CYP1A2, CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6 

e CYP3A4. Os valores de fração não ligada foram acima de 0,24 Fu, indicando 

que os compostos da fração n-butanol não se ligam à proteínas plasmáticas 

(PIRES, D. E. V.; BLUNDELL, T. L.; ASCHER, D. B., 2015). Os resultados de 

Vdss mostraram uma biodistribuição maior nos tecidos para catequina e 

epicatequina, e baixa biodistribuição para o ácido clorogênico; procianidina B2 e 

cafeoil-glicosídeo apresentaram distribuição uniforme (PIRES, D. E. V.; 

BLUNDELL, T. L.; ASCHER, D. B., 2015). O Vdss é uma das medidas 

farmacocinéticas primárias do volume teórico para permitir a distribuição uniforme 

da dose total e fornecer a mesma concentração de um determinado composto no 

sangue e no tecido (YATES; ARUNDEL, 2008). Quanto à toxicidade, todos os 

compostos não apresentaram hepatotoxicidade e mostraram baixa toxicidade 

aguda e crônica por via oral, corroborando dados de SUNDARRAJAN e 

ARUMUGAM (2017) e YAMAKOSHI; SAITO; KATAOKA et al. (2002), que 

apresentaram baixos valores de LD50 para catequina e procianidina B2, 

respectivamente. 
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6. Conclusão 
 

Os resultados apoiam os efeitos antinociceptivos e anti-inflamatórios da 

fração acetato de etila da casca dos frutos de A. crassiflora sem alterar a 

atividade motora e sugerem que esses efeitos são desencadeados pela 

supressão de citocinas pró-inflamatórias e infiltração de neutrófilos. Além disso, o 

tratamento com a fração n-butanol da casca dos frutos de A. crassiflora diminuiu 

as atividades de ALT, AST e ALP, peroxidação lipídica, carbonilação e nitração de 

proteínas e conteúdo de iNOS, além das atividades e conteúdos de GPx, SOD e 

CAT. Além disso, houve aumentos na capacidade antioxidante total, atividade de 

GR e níveis de GSH. Baixos teores de malondialdeído e proteínas carboniladas e 

a normalização do sistema antioxidante enzimático e não enzimático hepático em 

ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina tratados com a fração n-butanol, 

combinados com análises farmacocinéticas in silico, confirmam a análise in vitro 

anterior e o efeito antioxidante deste tratamento.  

Portanto, os resultados atuais demonstram que a casca dos frutos de A. 

crassiflora, uma espécie nativa do cerrado brasileiro, um hotspot da 

biodiversidade global, é uma fonte natural promissora de moléculas antioxidantes 

e anti-inflamatórias bioativas para aplicações clínicas, incluindo a prevenção e 

terapia de complicações do diabetes mellitus e tratamento da dor inflamatória. 
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