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Resumo

A casca do fruto de Annona crassiflora Mart., uma espécie nativa do Cerrado
brasileiro, € uma fonte de compostos fendlicos com alta capacidade antioxidante.
Este estudo teve como objetivo investigar as possiveis propriedades
antinociceptivas, anti-inflamatérias e antioxidantes de fragbes ricas em polifendis
da casca dos frutos de A. crassiflora em modelos in vitro e in vivo. Citocinas pro-
inflamatorias e a produgéao de éxido nitrico (NO) foram avaliadas em macréfagos
ativados por LPS. A fragao acetato de etila, por ser capaz de reduzir a producéo
de mediadores inflamatérios nos macréfagos, foi administrada por via oral em
camundongos C57BL/6/J, e os animais foram submetidos a nocicepgéo induzida
por glutamato, a inflamagéo induzida por adjuvante de Freund completo (CFA), e
a testes de campo aberto e rotarod para analise do desempenho motor. A fragao
n-butanol, por apresentar a maior capacidade antioxidante dentre as fragdes, foi
investigada contra o estresse oxidativo e nitrosativo hepatico em ratos Wistar
diabéticos induzidos por estreptozotocina. Foram avaliados os parametros
bioquimicos séricos, o estado oxidativo e nitrosativo hepatico, o sistema de
defesa da glutationa e os parametros farmacocinéticos in silico dos principais
compostos da fracdo. Como resultados, foi observado que a fragdo acetato de
etila inibiu a producédo de IL-6 e NO nos macrofagos induzidos por LPS nas
concentragbes de 0,1 e 0,3 ug/mL (p < 0,001) e reduziu a nocicepgao 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 fragao 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 redugdes da atividade da
mieloperoxidase (40 + 12%, p < 0,05) e da infiltragdo de células inflamatdrias
polimorfonucleares no tecido da pata (40 £ 9%, p < 0,001). O tratamento dos ratos
diabéticos com a fracado 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 figado a peroxidagéo lipidica, a
carbonilagao e nitracdo de proteinas, o nivel de éxido nitrico sintase induzivel e as
atividades e expressbes de glutationa peroxidase, superoxido dismutase e

catalase (p < 0,05). Houve também aumentos na capacidade antioxidante, na
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atividade da glutationa redutase e no nivel de glutationa reduzida (p < 0,05). As
predicdes in silico dos compostos fendlicos presentes na fragdo mostraram
absorcao e distribuicdo favoraveis, sem possiveis sinais de hepatotoxicidade. Os
resultados apoiam os efeitos antinociceptivos, anti-inflamatérios e
hepatoprotetores da casca do fruto de A. crassiflora, e sugerem que esses efeitos
sdo desencadeados pela supressao de citocinas pro-inflamatdrias, reducao da
infiltracdo de neutréfilos, e melhoria dos parametros oxidativos/nitrosativos

hepatico.

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

inflamacéo.
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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 pg/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. Introducgao

1.1. Frutos do Cerrado

Os produtos naturais tém sido utilizados na medicina tradicional para
tratar doengas e patologias ha milhares de anos, na forma de medicamentos
tradicionais, remédios, pogdes e Oleis, muitos destes derivados de plantas (DIAS;
URBAN; ROESSNER, 2012). Dentre os produtos naturais, tém-se as plantas
medicinais, sendo que, de acordo com a Organizagao Mundial da Saude, entre
65% e 80% das populagbes dos paises em desenvolvimento atualmente utilizam-
nas como remédios (PALHARES; GONCALVES DRUMMOND; DOS SANTOS
ALVES FIGUEIREDO BRASIL et al., 2015).

Esta bem documentado que os produtos naturais desempenharam papéis
criticos 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
producao, eficacia no tempo, facil controle de qualidade, regulamentagao rigorosa
e efeitos rapidos, sua seguranca e eficacia sempre permaneceram questionaveis,
resultando na dependéncia dos produtos naturais em mais de 80% da populagéo
total no mundo em desenvolvimento, devido a sua seguranga e eficacia
comprovadas pelo tempo (DIAS; URBAN; ROESSNER, 2012; VEERESHAM,
2012). Um grande numero de compostos derivados de produtos naturais em
varios estagios de desenvolvimento clinico destacou a viabilidade existente e a
importancia do uso de produtos naturais como fontes de novos candidatos a
medicamentos.

O primeiro produto natural puro comercial introduzido para uso
terapéutico 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 cocaina, codeina, digitoxina, quinina
e pilocarpina, das quais algumas ainda estdo em uso, e varios outros compostos
derivados de plantas que foram desenvolvidos e comercializados como drogas,

tais como o paclitaxel, da planta Taxus brevifolia, para cancer de pulmao, de
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ovario e de mama, artemisinina, da planta tradicional chinesa Artemisia annua,
para combater a malaria multirresistente, silimarina, extraida das sementes de
Silybum marianum para o tratamento de doencas do figado (VEERESHAM,
2012).

A flora diversificada do Brasil representa um grande potencial para o
fornecimento de espécies ricas em compostos bioativos com inumeras aplicacoes
na fabricagdo de cosméticos, agroquimicos, aditivos alimentares e,
especialmente, produtos farmacéuticos (DE OMENA; NAVARRO; DE PAULA et
al., 2007). Dentre os recursos vegetais com potencial terapéutico, os frutos do
bioma Cerrado (savana brasileira) podem ter maior teor de compostos bioativos e
maior atividade antioxidante em comparagdo com frutos comestiveis
convencionais, provavelmente devido a fatores abioticos adversos que estimulam
a producdo de compostos bioativos, especialmente antioxidantes (BAILAO;
DEVILLA; DA CONCEICAO et al., 2015; JUSTINO; DE MOURA; FRANCO et al.,
2020).

O Cerrado é um bioma de savana tropical que cobre 1,8 milhdes de Km?
do Brasil, o que corresponde a aproximadamente 23% do territério brasileiro,
sendo detentor de uma grande parte da biodiversidade encontrada no pais
(DRAGANO; DE VENANCIO; PAULA et al, 2010; MITTERMEIER; DA
FONSECA; RYLANDS et al., 2005). Diversas espécies vegetais com alto
potencial econbmico sdo encontrados nesse bioma, principalmente por causa da
diversidade de arvores frutiferas 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 etandlicos 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 sdo pouco exploradas.

Dentro deste contexto, faz-se necessario avaliar o potencial farmacolégico

desses produtos naturais assim como a seguranga de uso, para contribuir com o



desenvolvimento de possiveis novos produtos na area da saude e/ou obtengao de

moléculas bioativas.

1.2. Compostos fendlicos

Muitos dos compostos bioativos das plantas sao provenientes de
metabolitos secundarios. Os metabdlitos secundarios geralmente ndo séo
essenciais para o crescimento, desenvolvimento ou reprodugdo de um organismo,
sendo produzidos como resultado de adaptagdo ao ambiente circundante ou para
atuar como um possivel mecanismo de defesa contra predadores (CROTEAU;
KUTCHAN; LEWIS, 2000; JEANDROZ; LAMOTTE, 2017). A biossintese desses
metabolitos é derivada dos processos fundamentais da fotossintese, glicolise e
ciclo do acido citrico, os quais fornecem intermediarios biossintéticos que
resultam na formacdo de metabdlitos secundarios (CROTEAU; KUTCHAN;
LEWIS, 2000). Os produtos formados normalmente sdo 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 fendlicos (CROTEAU; KUTCHAN;
LEWIS, 2000).

Os compostos fendlicos sdo encontrados em grande parte nos frutos,
vegetais, cereais e bebidas, e geralmente estdo envolvidos na defesa contra a
radiacao ultravioleta ou agressao por patégenos (PANDEY; RIZVI, 2009). Todos
os compostos fendlicos de plantas surgem de um intermediario comum, a
fenilalanina ou um precursor préximo, o acido chiquimico (GOBBO-NETO;
LOPES, 2007). As principais classes incluem acidos fendlicos, flavonoides,
estilbenos e lignanas (Figura 1) (PANDEY; RIZVI, 2009).
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Figura 1: Estruturas quimicas dos principais compostos fendlicos: &acidos
fendlicos, lignanas, estilbenos e flavonoides. Adaptado de PANDEY e RIZVI
(2009).

Os polifendis tém apresentado diversas propriedades bioldgicas benéficas
a saude humana, o que os tornam objeto de crescente interesse cientifico
(KUMAR; PANDEY, 2013; PANDEY; RIZVI, 2009). As evidéncias geradas por
estudos em animais e em humanos mostram que as propriedades antioxidantes e
anti-inflamatdrias dos polifendis podem potencialmente prevenir ou servir como
tratamento contra muitas doencas n&o transmissiveis (CORY; PASSARELLI;
SZETO et al., 2018). A literatura sugere que o consumo a longo prazo de dietas
ricas em polifendis protege contra certos tipos de cancer, doengas
cardiovasculares, diabetes mellitus tipo 2, osteoporose, pancreatite, problemas
gastrointestinais, danos nos pulmdes e doengas neurodegenerativas (BEDEKAR;
SHAH; KOFFAS, 2010; CORY; PASSARELLI; SZETO et al., 2018; GRAF;
MILBURY; BLUMBERG, 2005; KHAN; LIU; WANG et al., 2020; QAZI; SIDDIQUI;



JAHAN et al., 2018). Muitas dessas propriedades protetoras sao atribuidas a
capacidade dos polifendis de neutralizar os radicais livres através da doagao de
hidrogénio e formar complexos quimicos estaveis, impedindo novas reagdes que
possam ser prejudiciais ao organismo, pela quelatagdo de metais envolvidos no
estresse oxidativo ou pela inibicdo de enzimas envolvidas na geragao de espécies
reativas de oxigénio (ROS, do inglés reactive oxygen species) (HUANG; OU,;
PRIOR, 2005; KUMAR; PANDEY, 2013).

O potencial antioxidante dos polifendis € responsavel por proteger o
organismo contra o estresse oxidativo e processos inflamatdrios, além de regular
as acgdes da resposta imune (ARULSELVAN; FARD; TAN et al., 2016; ARUOMA,
1999; DEY; LAKSHMANAN, 2013; JOHANSEN; HARRIS; RYCHLY et al., 2005).
Além disso, estudos tém elucidado efeito da farmacocinética da absorgdo na
eficacia dos polifendis como antioxidantes e outros mecanismos potencialmente
promotores de saude (SCALBERT; MORAND; MANACH et al., 2002; SCALBERT;
REMESY; MORAND et al., 2004).

Assim, estudos com extratos ricos em compostos fendlicos séo
promissores no controle do estresse oxidativo e inflamacado relacionados a
doencgas crbnicas. Plantas com propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias
conhecidas estdao recebendo muita atencdo, pois acredita-se ter menos efeitos
adversos, além de poder melhorar a qualidade de vida dos pacientes quando
utilizado de forma complementar ao tratamento padrédo (ELOSTA; GHOUS;
AHMED, 2012). Recentemente, foi demonstrado que a casca do fruto de Annona
crassiflora Mart., um fruto nativo do Cerrado brasileiro, € uma fonte de compostos
fendlicos, incluindo flavonoides e proantocianidinas, com propriedades
antioxidantes e anti-glicantes in vitro (JUSTINO; PEREIRA; VILELA et al., 2016), o
que a torna um possivel objeto de estudo para novos ensaios in vivo em modelos

de estresse oxidativo e inflamagao.

1.3. Annona crassiflora Mart.

Annona crassiflora Mart., uma espécie vegetal da familia Annonaceae
encontrada no Cerrado, tem sido usada para o tratamento de reumatismo, feridas,

doencas venéreas, piolhos, mordidas de cobra e infeccbes microbianas
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(ALMEIDA; PROENCA; 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 pana, sendo sua polpa
utilizada para a produgao 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 varias propriedades bioldgicas de extratos
de diferentes partes dessa espécie. Atividades antioxidantes in vitro e in vivo de
extratos/fracbes de diferentes partes botanicas de A. crassiflora (fruto e planta)
foram estudados (ARRUDA; PASTORE, 2019). Extratos hidroetandlicos 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 peroxidagao lipidica de microssomas do figado
de ratos (ROESLER; MALTA; CARRASCO et al., 2006). Além disso, ROESLER
(2011) mostrou o efeito hepatoproteror de extratos etandlico da casca e sementes
do fruto do araticum na prevencado da peroxidacao lipidica e manutencdo das
enzimas antioxidantes hepaticas.

Estudos também tém demonstrado efeitos anti-inflamatérios de extratos e
fragbes do araticum. Extrato metandlico e fragdes hidroetandlicas das folhas

inibiram parametros inflamatoérios induzidos por carragenina em camundongos,
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como edema de pata, atividade da mieloperoxidase e migragao de leucdcitos (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 cicatrizagdo de feridas in vivo, uma formulagdo contendo fragdes ricas
em polifendis da casca do fruto foi capaz de reduzir a infiltracao de neutrdfilos e
macrofagos e induzir a sintese de colageno tipo | e tipo Ill em feridas cutadneas
(DE MOURA,; JUSTINO; FERREIRA et al., 2018).

Atividades antitumorais também foram observadas em diversos extratos,
fragcbes e compostos isolados da A. crassiflora. Crassiflorina, uma acetogenina
isolada das sementes do fruto, foi altamente citotoxica para células de carcinoma
do pulmao, adenocarcinoma do célon, carcihoma da mama, melanoma e
carcinoma do sistema nervoso central (SANTOS; BOAVENTURA; DE OLIVEIRA,
1994). Extratos hidroetandlico, etandlico, metandlico e hexanico de varias partes
da A. crassiflora, como casca e madeira da raiz, sementes e folhas, apresentaram
propriedades antiproliferativas contra diversas linhagens de células tumorais
(glioma, leucemia, carcinoma do colon, melanoma e linhagens de células de
cancer 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 fragao rica em acetogeninas da madeia de A. crassiflora, no qual um
pronunciado efeito antitumoral foi observado em camundongs com apenas uma
unica administragéo da fracéo (1,25 mg/kg) por via intratumoral e via intravenosa
(PIMENTA; MENDONCA; PRETTI et al., 2011). Propriedades antimutagénicas
das sementes dos frutos, folhas e raizes também foram demonstrados por
DRAGANO; DE VENANCIO; PAULA et al. (2010) e VILAR; FERREIRA; FERRI et
al. (2008).

Extratos hidroetandlicos 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 administragao oral de ambas as fragdes reduziu a
resposta inflamatoéria e a nocicepcao induzida por formalina. Outras atividades
biolégicas também foram demonstradas por extratos obtidos de diferentes partes
da planta, ocomo atividades antibacteriana, nematicida e antimalarica 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 acbes 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 produgdo de sucos e alimentos, uma grande quantidade da
casca do fruto é descartada. Esses subprodutos geralmente ndo sao utilizados
pois possuem um sabor adstringente devido ao alto teor de compostos fendlicos
(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-purificacdo do extrato bruto etandlico da casca dos
frutos de A. crassiflora foi realizada, com a obtencao de fragcdes nao citotoxicas
ricas em polifendis (fracdes acetato de etila e n-butanol) (JUSTINO; PEREIRA;
VILELA et al., 2016). A analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a espectrometria de massas com ionizagao por eletrospray (CLAE-ESI-
EM/EM) mostrou a presenca de varios compostos fendlicos em ambas as fragbes
acetato de etila e n-butanol, como acido quinico, cafeoil-glicosideo, (epi)
catequina, feruloil-galactosideo e procianidina B2, enquanto que quercetina-
glicosideo, kaempferol-rutinosideo, kaempferol-glicosideo e procianidina C1 foram
identificados apenas na fragao acetato de etila, e acido clorogénico na fragao n-

butanol (Figuras 3, 4 e 5).
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Figura 3: Cromatogramas (CLAE-ESI-EM) das fracbes acetato de etilo (a) e n-
butanol (b) do extrato etandlico da casca dos frutos de Annona crassiflora (modo
negativo) recentemente publicadas (JUSTINO; PEREIRA; VILELA et al., 2016).
Os numeros correspondentes aos picos sao 1: acido quinico; 2: cafeoil-glicosideo;
3: acido clorogénico; 4: procianidina B2; 5: procianidina C1; 6: epi-catequina; 7:
quercetina-glicosideo; 8: kaempferol-rutinosideo; 9: kaempferol-glicosideo.



OH
OH
H
© o)
OH
OH OH HO o
OH

O OH Quercetina-3-glicosideo

OH j\/i/ Kaempferol-7-O-glicosideo
Kaempferol-3-O-rutinosideo :©/\)J\

Cafeoil-glicosideo OH OH O
(0] HO

OH OH

HO OH OH

OH O o HO OH Acido glucénico
Acido malico HOWO
O~ "OH
o
Feruloil-galactosideo
Figura 4: Estruturas quimicas das moléculas sugeridas pela analise de CLAE-
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casca dos frutos de Annona crassiflora.
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Figura 5: Estruturas quimicas das moléculas sugeridas pela anadlise de CLAE-
ESI-EM/EM (modo negativo) da fracdo n-butanol do extrato etandlico da casca

dos frutos de Annona crassiflora.

Além disso, no mesmo estudo, as fragdes acetato de etila e n-butanol da
casca dos frutos de A. crassiflora apresentaram alta capacidade antioxidante e
potencial inibitério contra hidrolases glicosidicas e glicagdo nao enzimatica, o que
pode auxiliar no controle da hiperglicemia e complicacbes 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 proé-fibrogénica e propriedades anti-inflamatoérias das fragdes 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-inflamatéria (SINGH; VINAYAK, 2015),
decidimos investigar os efeitos das fragdes ricas em polifendis da casca dos frutos
de A. crassiflora em modelos experimentais in vivo de dor inflamatéria 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 inflamagao

A dor é a queixa mais comum na area médica, o que prejudica a qualidade
de vida de muitos pacientes (KING; FRASER, 2013). A literatura define dor como
uma “experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada a um dano real
ou potencial ao tecido”, alertando o sistema contra estimulos nocivos, sendo
classificada em dor nociceptiva, dor inflamatéria e dor neuropatica (LOESER,;
TREEDE, 2008). A hiperalgesia mecénica € um aumento da sensibilidade a dor
que pode ser produzido por estimulos mecanicos, sendo caracteristica de dor
patolégica (RAKEL; VANCE; ZIMMERMAN et al., 2015). A inflamacéao articular é
uma das causas de dor inflamatéria patolégica sensivel ao estimulo mecénico
(RAKEL; VANCE; ZIMMERMAN et al., 2015). As desordens inflamatorias como as
artrites estao entre as situagdes crbnicas que mais frequentemente afetam a
populagdo mundial e tém um forte impacto na qualidade de vida, no uso de
recursos e de cuidados médicos, e na economia de um pais (BRENNAN-OLSEN;
COOK; LEECH et al., 2017).

Na artrite, os nervos articulares tornam-se sensibilizados, produzindo dor
aguda e cronica (VON BANCHET; RICHTER; HUCKEL et al, 2007). O
desenvolvimento de artrite inflamatdria nas articulacbes envolve a migragao de
células T patogénicas ativadas dos tecidos linfoides periféricos para o tecido
articular (tecido sinovial), que € mediada principalmente por um processo
quimiotatico (GUO; WANG; XU et al., 2018). Essas células T iniciam atividades
destrutivas das articulacbes secretando citocinas e outros mediadores, que
proporcionam um ambiente inflamatério que atrai outros tipos de células, como
neutréfilos, macréfagos e fibroblastos, para o local. Assim, diversas moléculas,
tais como interleucina 1 (IL-1), interleucina 6 (IL-6), fator de necrose tumoral a
(TNF-a, do inglés tumor necrosis factor a) e NO tém implicagbes na destruigéo
local do tecido durante o progresso da artrite (JIANG; HE; YANG et al., 2014;
NAGY; KONCZ; TELARICO et al., 2010). Em alguns casos, danos a cartilagem e
ao osso podem causar destruicao das articulagbes (GUO; WANG; XU et al.,
2018). O uso de adjuvante completo de Freund (CFA, do inglés complete Freund's
adjuvant) tem sido empregado como um modelo de roedor para estudar novas
terapias para a dor inflamatéria (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 inflamatodria consiste principalmente no uso de anti-
inflamatorios ndo 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 farmacoldgicos atualmente
disponiveis tém efeitos adversos indesejaveis, como desconforto gastrico,
reacdes de hipersensibilidade, erosdo gastrica e aumento da suscetibilidade a
infeccdo (MCDOUGALL, 2006; OLIVEIRA; SILVA; WENTZ et al., 2014; ONG;
LIRK; TAN et al., 2007).

Na ultima década, varios estudos mostraram que compostos derivados de
produtos naturais, como plantas superiores, sdo potencialmente interessantes
para intervengdes terapéuticas em varias doencas inflamatérias (BUDOVSKY;
YARMOLINSKY; BEN-SHABAT, 2015; CALIXTO; KASSUYA; ANDRE et al.,
2005; MIDDLETON, 1998; QUINTANS; ANTONIOLLI; ALMEIDA et al., 2014).
Exemplos sdo os compostos fendlicos, como os flavonoides, que sao conhecidos
por terem atividade anti-inflamatéria nas células de mamiferos (LEYVA-LOPEZ;
GUTIERREZ-GRIJALVA; AMBRIZ-PEREZ et al., 2016; SERAFINI; PELUSO;
RAGUZZINI, 2010). Além disso, sua acao anti-inflamatoéria esta associada a sua
capacidade antioxidante e capacidade de reduzir a producido de citocinas pro-
inflamatérias 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
modulagao da atividade inflamatdria, por meio do uso terapéutico 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 progressao de doengas cronico-inflamatéria.

1.5. Diabetes mellitus

O diabetes mellitus é um distarbio metabodlico caracterizado por
hiperglicemia persistente resultante de uma secre¢édo defeituosa de insulina (tipo
1) elou ineficiéncia da agao desse horménio (tipo 2) (ROLO; PALMEIRA, 2006).
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Segundo a Organizagao Mundial da Saude, a patologia do diabetes mellitus tipo 2
afeta cerca de 422 milhées de pessoas em todo o mundo (ZHENG; LEY; HU,
2018). O atendimento dos pacientes com diabetes tipo 2 a nivel mundial consome
entre 5 e 10% do orgcamento destinado ao sistema de saude devido a uma maior
frequéncia das consultas, internagdes 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
individuos afetados.

O horménio insulina é responsavel pela promocgéo da absorgao de glicose
nos locais de armazenamento, por meio da interagdo com o seu receptor (BERG;
STRYER; TYMOCZKO, 2014). Essa interacdo desencadeia uma via de
sinalizagdo downstream responsavel por diversos efeitos metabdlicos sobre os
tecidos-alvo metabdlicos, incluindo a manutencdo da homeostase de glicose,
lipogénese, aumento da sintese protéica e do crescimento e diferenciacao celular
(WILCOX, 2005). A resisténcia a insulina na maioria dos casos se manifesta a
nivel celular por meio de defeitos pds-receptor, o que pode tornar o efeito desse
horménio ineficiente (BERG; STRYER; TYMOCZKO, 2014). Os mecanismos
possiveis incluem regulagao negativa, deficiéncias ou polimorfismos genéticos da
fosforilagdo da tirosina do receptor de insulina, de proteinas do receptor de
insulina IRS ou da fosfatidilinositol 3-fosfato quinase, ou ainda anormalidades da
funcdo do receptor de glicose GLUT 4 (WILCOX, 2005). A patogénese da
resisténcia a insulina envolve acumulo de gordura ectopica, estresse do reticulo
endoplasmatico e/ou inflamacéao sistémica (SAMUEL; SHULMAN, 2012).

A hiperglicemia cronica é responsavel pelo aumento da auto-oxidagéo da
glicose, da fosforilagdo oxidativa e da formagdo de produtos finais de glicagao
avancgada (AGEs, do inglés advanced glycation end-products), que podem induzir
reacoes de estresse oxidativo e nitrosativo por meio da geragcdo de ROS e
espécies reativas de nitrogénio (RNS, do inglés reactive nitrogen species) (LI;
TAN; WANG et al., 2015). Além disso, a hiperglicemia, juntamente com a
hiperlipidemia (niveis aumentados de acidos graxos, triacilglicerodis e lipoproteinas
modificadas), induz respostas imune-inflamatérias (PICKUP, 2004). Assim, o

estresse oxidativo e processos inflamatérios induzidos pela hiperglicemia pode
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causar danos aos tecidos, sendo o figado o principal 6rgéo afetado por ROS
(SANCHEZ-VALLE; CHAVEZ-TAPIA; URIBE et al., 2012).

As células hepaticas possuem os sistemas antioxidantes enzimatico e nao
enzimatico para reparar os danos resultantes do estresse oxidativo (DEY;
LAKSHMANAN, 2013). As principais moléculas antioxidantes nas células sao
glutationa peroxidase (GPx), superdxido 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 ha aumentos
nos niveis de ROS e RNS causados por um nao controle da hiperglicemia, as
especies oxidativas e nitrosativas acabam superando o sistema de defesa
antioxidante endogeno, levando a um desequilibrio oxidante-antioxidante
(MATSUNAMI; SATO; SATO et al., 2009; PACHER; OBROSOVA; MABLEY et al.,
2005). A deplecao de antioxidantes pelas complicagdes do diabetes tem sido bem
documentadas (BAYNES; THORPE, 1999; GIACCO; BROWNLEE, 2010;
JOHANSEN; HARRIS; RYCHLY et al.,, 2005). Portanto, a razdo para o uso
terapéutico dos antioxidantes no tratamento e prevencdo de complicagdes
diabéticas é forte.

O uso de plantas medicinais era a principal forma de controle do diabetes
antes do advento da insulina exdégena (GRAY; FLATT, 1999). Os principais
constituintes incluem os polifendis, que podem atuar no aumento da liberacéo de
insulina, na modificacdo do metabolismo de glicose e de lipideos e/ou na inibigao
de fatores hiperglicemiantes (BAHADORAN; MIRMIRAN; AZIZI, 2013; PATEL;
PRASAD; KUMAR et al, 2012). Além disso, eles atuam como antioxidantes
capazes de inibir varias 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 atuagdo dos polifendis na modulagdo da
expressao génica, aumentando a expressao de enzimas antioxidantes, tais como
CAT, SOD e GPx, que estéo envolvidas em diversos mecanismos intracelulares
contra os processos oxidativos degenerativos, como alteragbes no DNA e
peroxidacao lipidica (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 € o resultado da formacédo escessiva e/ou remogao
insuficiente de moléculas altamente reativas, como ROS e RNS (BURTON;
JAUNIAUX, 2011). Além disso, as AGEs podem ser formadas em condicbes
hiperglicémicas (AHMED, 2005). Assim, o estresse oxidativo, ROS e AGEs estao
envolvidos na patogénese do diabetes mellitus e suas complicagbes (BAYNES;
THORPE, 1999; BROWNLEE; CERAMI; VLASSARA, 1988).

As ROS incluem radicais livres como superéxido (‘O2), hidroxil (‘OH),
peroxil ("ROz2), hidroperoxil ("HROz2"), assim como espécies nao-radicais, como
peréxido de hidrogénio (H202) e acido hipocloroso (HOCI), enquanto que as RNS
incluem radicais livres como 6xido nitrico (‘NO) e diéxido de nitrogénio (‘NO2), e
nao-radicais como peroxinitrito (ONOQO"), 6xido nitroso (HNO2) e peroxinitratos de
alquila (RONOO) (FUBINI; HUBBARD, 2003). Dessas moléculas reativas, "Oz,
‘NO e ONOO- sédo as espécies mais amplamente estudadas e desempenham
papéis importantes nas complicagdes diabéticas (JOHANSEN; HARRIS; RYCHLY
et al., 2005).

O radical superoxido (‘O2’) é produzido pela redugédo de um elétron do
oxigénio por varias oxidases diferentes, incluindo NAD(P)H oxidase, xantina
oxidase, ciclooxigenase e Oxido nitrico sintase endotelial (eNOS, do inglés
endothelial nitric oxide synthase) sob certas condigdes, assim como pela cadeia
transportadora de elétrons mitocondrial durante o curso da fosforilagdo oxidativa
(TANIYAMA; GRIENDLING, 2003). Sob condigdes normais, o radical ‘Oz é
rapidamente eliminado por mecanismos de defesa antioxidante, sendo desmutado
em H202 pela Mn-SOD nas mitocéndrias e pelo Cu-SOD no citosol (TANIYAMA;
GRIENDLING, 2003). O H202 é convertido em H20 e O2 pela GPx ou CAT nas
mitocbéndrias e lisossomos, respectivamente. O H202 também pode ser convertido
no radical "OH altamente reativo na presenca de elementos de transicdo como
ferro e cobre (JOHANSEN; HARRIS; RYCHLY et al., 2005) (Figura 6).
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Figura 6: Desenho esquematico do sistema antioxidante endégeno destacando
as principais moléculas antioxidantes que atuam sobre as espécies reativas de
oxigénio. Nota: GS-SG: glutationa oxidada; GSH: glutationa reduzida; GIc6PDH:
glicose 6-fosfato desidrogenase; GR: glutationa redutase; Gpx: glutationa
peroxidase; SOD: superdxido dismutase; cat: catalase; ROS: espécies reativas de

oxigénio; 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 superéxido, gerando a molécula
ONOO-, que é altamente reativa (PACHER; BECKMAN; LIAUDET, 2007). O
peroxinitrito interage com lipidios, DNA e proteinas por meio de reacdes
oxidativas diretas ou por mecanismos indiretos mediados por radicais, que
desencadeiam uma cascata de eventos prejudiciais, comprometendo as células a
necrose ou apoptose (PACHER; BECKMAN; LIAUDET, 2007). A presenga e
quantidade de ‘Oz, determina se o ‘NO exerce efeitos protetores ou prejudiciais
(JOHANSEN; HARRIS; RYCHLY et al., 2005).
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Em relacdo a geracdo de um desequilibrio oxidante-antioxidante no figado
causado pela hiperglicemia, alguns estudos utilizando modelos diabetes induzido
por estreptozotocina mostraram disturbios metabdlicos que afetam o potencial
redox celular (DIAZ-FLORES; IBANEZ-HERNANDEZ; GALVAN et al., 2006;
MORAES; MANZAN-MARTINS; DE GOUVEIA et al., 2015). As principais
consequéncias do estresse induzido pelo diabetes sao alteragbes nas enzimas
antioxidantes, como GPx, SOD, CAT e GR, além do aumento da peroxidacao
lipidica, da carbonilagdo protéica e do conteudo de 6xido nitrico sintase indutivel
(iINOS), além de uma diminui¢cao da atividade da G6PDH e dos niveis de GSH no
figado (CUMAOGLU; 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 a importancia
do estresse oxidativo no diabetes mellitus e suas complicagbes, a administragao
de antioxidantes foi postulada para evitar os danos causados por ROS e RNS
(DEY; LAKSHMANAN, 2013). Assim, a descoberta de agentes antioxidantes mais
eficazes, acessiveis 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-inflamatéria de fragdées ricas em polifendis pré-purificadas
do extrato etandlico da casca dos frutos de Annona crassiflora em modelos in vivo
de estresse oxidativo e nitrosativo induzido por diabetes, e de dor inflamatdria
induzida por CFA.

2.2. Objetivos especificos
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Fracionar o extrato etandlico da casca do fruto de Annona crassiflora por
meio de particdo liquido-liquido, utilizando solventes de polaridade
crescente para a obtencao das fragdes ricas em polifenais;

Dosar os niveis de NO, IL-6 e TNF-a em cultura de macroéfagos
estimulados com lipopolissacarideo (LPS), na presenga das fragbes
organicas da casca do fruto de Annona crassiflora;

Avaliar o efeito antinociceptivo da fragdo rica em polifendis da casca do
fruto de Annona crassiflora (fracdo acetato de etila) na dor induzida pela
injecao intraplantar de glutamato em camundongos;

Investigar o efeito anti-inflamatério da fragéo rica em polifendis da casca do
fruto de Annona crassiflora (fracao acetato de etila) na inflamacao induzida
pela inje¢ao intraplantar de adjuvante completo de Freund (CFA) em
camundongos sobre o0s seguintes parametros: nocicepgdo mecanica,
espontdnea a ao frio; edema; infiltragdo de neutréfilos e analise
histomorfologica;

Avaliar a coordenagdo motora esponténea e forgcada dos camundongos
tratados com a fracdo rica em polifendis da casca do fruto de Annona
crassiflora (fracao acetato de etila);

Dosar os niveis séricos de alanina aminotransferase (ALT), aspartato
aminotransferase (AST), fosfatase alcalina (ALP), y-glutaryltransferase (y-
GT), triacilglicerois e colesterol em ratos diabéticos induzidos por
estreptozotocina tratados com a fragao rica em polifendis da casca do fruto
da Annona crassiflora (fragdo n-butanol);

Investigar no figado de ratos submetidos ao protocolo de diabetes induzido
por estreptozotocia os efeitos do diabetes e do tratamento utilizando
diferentes doses da fracdo n-butanol sobre os seguintes parametros:
atividade das enzimas antioxidantes SOD, CAT, GPx e GR; niveis dos
biomarcadores antioxidantes GSH, peroxidacao lipidica e carbonilagao de
proteinas; alteragdes na expressao de biomarcadores proteicos do
estresse oxidativo (SOD, CAT e GPx) e nitrosativo (iNOS e nitrotirosina);

alteragdes histomorfolégicas;
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e Avaliar in silico o perfil de absorgao, distribuicdo, metabolismo, excregao e
toxicidade (ADMET) dos principais compostos das fragbes ricas em

polifendis da casca do fruto de Annona crassiflora.

3. Materiais e métodos

3.1. Reagentes

Reagentes e solventes de grau analitico foram adquiridos da Sigma
(Sigma, St Louis, MO, EUA) ou de fornecedores locais. A agua utilizada foi Milli-Q

obtida por agua desionizada filtrada em um filtro milipore.

3.2. Material vegetal

O Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq),
nos termos Deliberagdo 246/2009, do Conselho de Gestdao do Patriménio
Genético, autorizou 0 acesso e a remessa de componente do patrimdnio genético,
n° 010743/2015-4. Os frutos de A. crassiflora foram coletados na regido norte de
Minas Gerais em marcgo de 2017 (periodo de frutificacdo). A planta foi identificada
por André Vito Scatigna do Instituto de Biologia da Universidade Federal de
Uberléndia, Uberléandia-MG, Brasil. Um espécime de comprovante (HUFUG8467)
foi depositado no Herbarium Uberlandense. As cascas do fruto de A. crassiflora
foram separadas das polpas, e as cascas secas (secagem a temperatura
ambiente po 24 h) e em po (7,0 kg) foram extraidas pelo método de maceragao
por trés dias com etanol a 98% (18 L) em temperatura ambiente (25 °C). Este
processo foi realizado 6 vezes. Apods a filtracdo, o etanol foi removido utilizando
um evaporador rotativo (Bunchi Rotavapor R-210, Suiga) em banho-maria a 40 °C
sob pressao reduzida (344,7 g, 4,92%). O extrato bruto etandlico (100,0 g) foi
ressuspendido em solugdo de metanol:agua (9:1, v/v, 500 mL), filtrado (residuo
insoluvel 15,7 g) e submetido a extragdo liquido-liquido de acordo com um
protocolo proposto por JUSTINO; MIRANDA; FRANCO et al. (2018) usando n-
hexano (5 x 200 mL, 4,7 g), diclorometano (5 x 200 mL, 8,3 g), acetato de etila (5
x 200 mL, 4,7 g) e n-butanol (5 x 200 mL, 37,0 g). Além disso, uma fragdo aquosa
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(15,2 g) foi obtida. Os solventes extrativos foram removidos usando um
evaporador rotativo sob pressao reduzida a 40 °C e as fragdes foram congeladas

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

3.3. Geracao de macroéfagos derivados da medula 6ssea (BMDM)

Este método foi baseado em LARMONIER; GHIRINGHELLI; LARMONIER
et al. (2003). Os macrofagos foram obtidos por diferenciagdo de células da
medula 6ssea de camundongos C57BL/6 machos com 6-8 semanas de idade. As
células da medula 6ssea foram extraidas lavando a cavidade 6ssea com RPMI-
1640 em um tubo de polipropileno estérii de 15 mL. As células foram
homogeneizadas e a suspenséo celular foi centrifugada (400 xg por 8 min, 4 °C).
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 pg/mL de
estreptomicina e meio condicionado de 30% de células L929 (LCCM), que foi
usado como fonte de fator estimulador de colénias de macréfagos (M-CSF, do
inglés macrophage colony stimulating factor). As células foram mantidas a 37 °C e
5% de atmosfera de COg2; 5,0 x 10% células foram cultivadas para gerar os
macrofagos derivados da medula éssea (BMDM, do inglés bone marrow-derived
macrophages). BMDM foram coletado apds 4 dias, removendo o sobrenadante
das placas de cultura e removendo as células aderentes usando tampao fosfato-
salino estéril gelado (PBS). Todos os procedimentos com animais foram
previamente aprovados pelo Comité de Etica em Animais institucional (protocolo
numero 032/18).

3.4. Analise da producao de NO, IL-6 e TNF-a

BMDM foram transferidas para placas de 96 pocos e tratadas com
diferentes concentracdes das fragdes n-hexano, diclorometano, acetato de etila e
n-butanol da casca dos frutos de A. crassiflora (0,1; 0,3 e 1,0 ug/mL). Apds 24 h,
os macrofagos foram estimulados por lipopolissacarideo (LPS) (100 ng/mL) e 6 h
apds a coleta do sobrenadante, foram analisados os niveis de mediadores

inflamatdrios (NO, IL-6 e TNF-a). O acumulo de nitrito, um indicador da produgao
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de NO, foi determinada por um ensaio colorimétrico usando a reagédo de Griess
(GRANGER; TAINTOR; BOOCKVAR et al., 1996). IL-6 e TNF-a foram detectados
usando o kit DuoSet para IL-6 e TNF-a especifico de camundongo, de acordo
com o protocolo do fabricante (Sistema de P&D). A fragdo que apresentou maior
potencial inibitério contra NO, IL-6 e TNF-a foi utilizada nos ensaios in vivo de dor

inflamatoéria.

3.5. Modelo de nocicepcgao e inflamagao

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 € manuseio de animais foram
cumpridos com as diretrizes da ARRIVE e aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Uberlandia (CEUA/UFU-
105/17).

3.5.2. Nocicepgao induzida por glutamato

Um modelo agudo de dor induzido por injegao intraplantar (ipl) de
glutamato (10 pmol/pata) foi utilizado na pata traseira direita de camundongos; o
volume final de inje¢des foi de 20 uL (CAVALCANTI, 2017). Para este ensaio, trés
grupos de animais foram pré-tratados por via oral (gavagem) com a fragao acetato
de etila da casca dos frutos de A. crassiflora (10, 30 e 100 mg/kg, diluida em agua
destilada) 30 min antes da injecao ipl de glutamato. O grupo controle recebeu
injecdo ipl de glutamato (10 pmol/pata) e tratamento oral com veiculo.
Imediatamente apds as injecdes, os animais foram colocados em camaras de

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

como tempo de respostas nociceptivas em segundos (s).

3.5.3. Dor inflamatéria induzida por CFA

Como modelo de dor inflamatéria aguda e tardia, a injegao ipl de adjuvante
completo de Freund (CFA, do inglés complete Freund’s adjuvant) foi realizada de
acordo com OLIVEIRA; SILVA; WENTZ et al. (2014). Os animais receberam
injecao ipl de 20 uL de CFA (1 mg/mL) na pata traseira direita. Os parametros
nociceptivos observados nas 1, 2, 4, 6 € 24 h apos a injegao de CFA foram
considerados respostas agudas, enquanto que a resposta tardia foi avaliada 48 h
apos a administracdo de CFA. Os animais foram tratados oralmente (gavagem)
com a fragcdo acetato de etila (30 mg/kg) e, 30 minutos depois, receberam a
injecao de CFA; apds 48 h, os mesmos animais foram tratados novamente com a
fracdo e as medidas de dor foram realizadas 1, 2, 4, 6 e 24 h apds esse segundo
tratamento. O grupo controle recebeu a injecao ipl de CFA e foi tratado com
veiculo. O efeito antinociceptivo do tratamento testado foi avaliado por meio de
varios parametros nociceptivos: alodinia mecanica estatica, nocicepgao

espontanea e alodinia fria.

3.5.3.1. Nocicepgao mecanica

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 superficie ventral das patas traseiras. A sensibilidade mecanica foi
entao analisada com os filamentos de Von Frey de diferentes intensidades (0,008-
6 g) aplicados na superficie 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 modifica¢gdes. Quando o animal
respondeu ao estimulo, foi aplicado o proximo filamento de menor intensidade e,
quando o animal nao respondeu ao estimulo, foi aplicado o préximo filamento de
maior intensidade. O filamento de menor intensidade capaz de provocar uma

resposta foi considerado o limiar nociceptivo mecanico (log mg). Os limiares de
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retirada foram verificados em varios momentos apds a injecao de CFA (fases
aguda e tardia, como citado acima) e foram comparados com os valores basais

(antes da injecdo de CFA).

3.5.3.2. Nocicepgao espontanea

Para avaliar a nocicepg¢ao espontanea, antes das medidas de sensibilidade
mecanica, 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 modificacbes. Nesta escala, 0 é considerado para o peso
corporal normalmente distribuido 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 retraida.

3.5.3.3. Nocicepcao a frio

A sensibilidade ao frio dos animais foi avaliada por um estimulo com
acetona (20 ul), de acordo com CASPANI; ZURBORG; LABUZ et al. (2009), com
modificagdes. Para este ensaio, foram observadas e cronometradas as respostas
de lamber e sacudir as patas do animal apds o resfriamento causado pela
evaporacao 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 injecao de CFA foi considerado como o
aumento da espessura da pata, medido com um paquimetro digital (SILVA;
OLIVEIRA; HOFFMEISTER et al., 2016). A espessura da pata foi verificada em
varios momentos apos a injecao de CFA, nas fases aguda e tardia, e comparada
aos valores basais. Os resultados foram expressos como espessura da pata
(mm). A posigédo do paquimetro foi realizada no centro da pata traseira em todas

as medidas.
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3.5.3.5. Infiltragao de neutréfilos

Para avaliar a infiltragcdo de neutrofilos no tecido da pata, foram coletadas
amostras de pele da pata 4 h apds a injecéo ipl de veiculo ou CFA (4,5 h apés o
tratamento com 30 mg/kg da fracdo acetato de etila) e a atividade de
mieloperoxidase (MPO) foi avaliada. Primeiramente, as amostras foram obtidas e
homogeneizadas com um homogeneizador motorizado em tamp&o acetato de
soédio contendo 0,5% de brometo de hexadeciltrimetilamoénio e centrifugadas. O
sobrenadante foi entdo incubado com tampao acetato e 3,3'5,5 'tetrametil-
benzidina durante 3 min a 37 °C e a reacgao foi avaliada por um espectrofotobmetro
a 630 nm (Molecular Devices, Menlo Park, CA, EUA). Os valores foram expressos
em densidades Opticas, corrigidas pelo teor de proteinas, medido de acordo com
BRADFORD (1976).

3.5.3.6. Analises histolégicas

As amostras de pata foram coletadas 4 h apds injecdes de CFA (4,5 h apos
o tratamento com 30 mg/kg da fragao acetato de etila) e fixadas em formaldeido a
10% em solucdo tampao fosfato 0,1 M por 24 h. As patas foram desmineralizadas
em solucado de EDTA a 4,13%, pH 7,4, por 4 semanas e depois embebidas em
parafina. De cada pata, foram obtidos 6 cortes histoldégicos semi-seriados (5 um) e
corados com hematoxilina-eosina (HE) (n = 4 animais/grupo). Todas as sec¢des
histolégicas foram escaneadas com o scanner Aperio AT Turbo (Copyright 2013
Leica Biosystems Imaging, Inc. NuBlloch, Baden-Wurttemberg/Alemanha) com
uma ampliagcdo de 20 x. Trés campos aleatoérios foram observados em cada
ldamina corada com HE para quantificar a presenca de células inflamatérias
(leucécitos 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 numero 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
possiveis efeitos sedativos e de relaxamento muscular inespecificos da fragao
acetato de etila sobre a atividade locomotora espontanea ou forgada,
respectivamente (DE PRA; FERRO; MILIOLI et al., 2017). Os camundongos
foram testados em um aparelho equipado com uma barra rotativa (velocidade = 5
voltas/min; didmetro = 1 cm; comprimento = 5 cm). Todos os animais foram
submetidos a uma sec¢ao de treinamento, onde foram excluidos os animais com
trés ou mais quedas durante uma secao de 120 s. 24 h depois, os animais foram
tratados com 30 mg/kg de fragdo, veiculo ou 10 mg/kg de diazepam 120 min
antes do teste do rotarod (n = 6/grupo). O numero de quedas e a laténcia até a
primeira queda do aparelho foram registrados por uma duragdo de 240 s. No teste
de campo aberto, o aparato consistia em uma caixa medindo 28 x 18 x 12 cm
com um piso dividido em 15 areas idénticas. Os animais foram tratados com 30
mg/kg de fragdo ou veiculo. Apds 120 min, os animais foram transferidos para o
aparelho e observados por 5 min. O numero de areas cruzadas com todas as

patas (cruzamentos) e o numero 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 condigdes padrao (22 + 1 °C, umidade 60 + 5% e 12 horas
claras/12 horas escuras) e receberam comida e agua 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 Ciéncia Animal de Laboratério e pelo
Comité de Etica em Pesquisa Animal da Universidade Federal de Uberlandia,
Brasil (CEUA/UFU 090/15).

3.6.2. Indugao do diabetes por estreptozotocina
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Os ratos foram submetidos a jejum por 24 horas e receberam uma injecao
intraperitoneal de estreptozotocina (STZ, 45 mg/kg, dissolvida em tampao citrato
de sodio 0,01 M, pH 4,5) para induzir o diabetes. Os ratos do grupo controle
receberam o mesmo volume de tamp&o 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 Suica) 7 dias
apos a injecdo 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 ndo
diabético (ND), diabéticos nao tratados (D), diabéticos tratados com 2 unidades
diaria de insulina (Dl), diabéticos tratados com a fragdo n-butanol do extrato
etandlico da casca do fruto de Annona crassiflora, nas doses de 25 mg/kg (D25),
50 mg/kg (D50) e 100 mg/kg (D100). A fracdo n-butanol foi escolhida por ter
apresentando maior atividade antioxidante in vitro do que as demais fracoes
organicas da casca do fruto de A. crassiflora em um estudo prévio (JUSTINO;
PEREIRA; VILELA et al., 2016). A fracdo foi diluida em agua filtrada e
administrada uma vez por dia no periodo da tarde por gavagem, durante 30 dias.
O peso corporal e os niveis glicémicos foram monitorados. Ao final do
experimento, os animais foram mantidos em jejum de 12 horas e, apds anestesia

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

3.6.4. Parametros bioquimicos séricos

No final do tratamento, o sangue foi coletado e centrifugado a 1500 xg por
10 min para obten¢édo do soro para analise bioquimica: triglicerideos, colesterol,
fosfatase alcalina (ALP), aspartato aminotransferase (AST), alanina
aminotransferase (ALT) e y- glutariltransferase (y-GT). Todos esses parametros
foram medidos no Laboratério de Andlises Clinicas da Faculdade de Medicina
Veterinaria da Universidade Federal de Uberlandia, com analisador automatico

(Cobas Mira; Roche Diagnostic Systems, Basileia, Suica), utilizando Kits

27



comerciais (Labtest Diagndstica; Lagoa Santa, Brasil). Os niveis de glicose foram
medidos por puncdo das veias da cauda usando tiras reativas (Accu-Chek

Performa; Roche Diagnostic Systems, Basileia, Suica).

3.6.5. Coleta das amostras e preparacgao dos tecidos

O figado foi rapidamente removido e lavado em solugdo salina normal
(NaCl a 0,9%). Parte do tecido foi congelada em nitrogénio liquido e armazenado
a -80 °C para analises bioquimicas e a outra parte foi fixada em formaldeido 10%
e incluida em parafina para fins morfolégicos. Para a analise dos marcadores de
estresse oxidativo e Western Blotting, o tecido foi homogeneizado em tampéo
fosfato de sdédio (20 mM) contendo KCI 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
concentracao total de proteinas no sobrenadante das amostras foi determinada
seguindo o ensaio de Bradford (BRADFORD, 1976).

3.6.6. Niveis dos biomarcadores antioxidantes no figado

3.6.6.1. Capacidade antioxidante total

A capacidade antioxidante total hepatica foi avaliada pelo método do poder
antioxidante redutor férrico (FRAP, do inglés ferric reducing antioxidant power)
(BENZIE; STRAIN, 1996). Os antioxidantes presentes nas amostras reduzem Fe3*
a Fe?*, que é quelado por 2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazina (TPTZ), formando o
complexo Fe?*-TPTZ. Os homogeneizados hepaticos foram incubados com o
reagente FRAP (10 volumes de tampao acetato de sédio 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
absorbancia foi medida a 593 nm (Molecular Devices, Menlo Park, CA, EUA); um
valor de absorbéncia do branco (de pogos sem homogeneizado de figado) foi
subtraido de todos os valores de absorbancia. A atividade antioxidante foi

determinada usando uma curva analitica, construida com trolox como padrao.

3.6.6.2. Peroxidacao lipidica
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A peroxidagao lipidica foi determinada de acordo com as substancias
reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS, do inglés thiobarbituric acid reactive
substances) pela reagao entre o malondialdeido presente nas amostras de figado
(MDA) e o acido tiobarbiturico (0,67% de TBA) (DINIZ VILELA; GOMES
PEIXOTO; TEIXEIRA et al., 2016). A fluorescéncia da fase organica foi medida a
515 nmex € 553 nmem (Perkin-Elmer LS 55, Massachusetts, EUA); um valor de
fluorescéncia do branco (de pogos sem homogeneizado de figado) foi subtraido
de todos os valores de fluorescéncia. A peroxidagao lipidica foi determinada

usando uma curva analitica construida com MDA.

3.6.6.3. Carbonilagao proteica

A carbonilagdo das proteinas foi avaliada por meio de derivatizagao do
grupo carbonila com 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH), com a formagéo do produto
estavel 2,4-dinitrofenil (DNP), cuja deteccao foi feita a 370 nm (Molecular Devices,
Menlo Park, CA, EUA). A carbonilagdo das proteinas foi determinada de acordo
com o espectro de diferenga entre a amostra tratada com DNPH em HCIl e a
amostra tratada apenas com HCI (LEVINE; GARLAND; OLIVER et al., 1990).

3.6.6.4. Nivel de glutationa reduzida (GSH)

As proteinas do homogeneizado de figado foram precipitadas com acido
metafosférico e as amostras foram centrifugadas a 7000 xg por 10 min. O
sobrenadante foi incubado com 100 mM de tampao fosfato de sddio, pH 8,0, 5
mM de EDTA e 1 mg/mL de orto-ftalialdeido diluido em metanol. A fluorescéncia
foi medida a 350 nmex € 420 nmem (Perkin-Elmer LS 55, Massachusetts, EUA); um
valor de fluorescéncia do branco (de pogos sem homogeneizado de figado) foi
subtraido de todos os valores de fluorescéncia. Uma curva analitica construida
com GSH como padrao foi usada para determinar o conteudo 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 superoxido dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi avaliada pela inibicdo da auto-oxidagao do pirogalol
pela SOD presente nas amostras. Os homogeneizados de figado foram
incubados com 50 mM de tampé&o Tris-HCI (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
analitica construida com SOD como padrao (MARKLUND; MARKLUND, 1974).

3.6.7.2. Atividade da catalase (CAT)

A avaliacao da atividade da CAT foi baseada na decomposicédo do perdxido
de hidrogénio pela CAT presente nas amostras. Os homogeneizados de figado
foram incubados com 10% de Triton X-100 e misturados com 10 mM de tampao
fosfato de potassio, pH 7,0, contendo 0,2% de peroxido de hidrogénio. A
decomposicao do peroxido de hidrogénio 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 redugao de nicotinamida
adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) pela glutationa redutase que reduziu uma
ponte dissulfeto de glutationa criada pela GPx presente nas amostras. Os
homogeneizados de figado foram incubados com tampéo fosfato de potassio a
100 mM, pH 7,7, 1 mM de EDTA, 40 mM de azida de sédio, 100 mM de glutationa
reduzida (GSH) diluida em acido metafosférico a 5%, 4,5 U de glutationa redutase
(GR), 2 mM NADPH diluido em bicarbonato de sddio a 5% e 0,5 mM de terc-butil.
A decomposicao 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 figado foram
incubados com 200 mM de tampéao fosfato de sédio, pH 7,5, 6,3 mM de EDTA, 10
mM de glutationa oxidada e 3 mM de NADPH. O decaimento da concentragao 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 producido de NADPH com um
consequente aumento na absorbancia a 340 nm. Os homogeneizados de figado
foram incubados com 100 mM de tampao Tris-HCI, pH 7,5, 2 mM de MgClz, 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. Expressao dos biomarcadores proteicos do estresse oxidativo

A analise da expressado dos biomarcadores proteicos do estresse oxidativo
foi realizada por Western Blotting. Aliquotas do sobrenadante das amostras foram
solubilizados em tampao de amostra de eletroforese contendo 100 mM de Tris-
HCI pH 8,0 e 25% de glicerol. 20 ug de proteina foram submetidos a eletroforese
em gel de poliacrilamida com dodecil-sulfato de sédio (SDS-PAGE, 5-22%) e, em
seguida, foram eletrotransferidos para membranas de nitrocelulose (Hybond®
ECL™) em tampé&o 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 primarios de CAT, SOD, GPx, oxido nitrico sintase induzivel (iNOS) e
nitrotirosina (N-Tir) (0,1 ug/mL) overnight. As amostras foram incubadas com um
anticorpo secundario conjugado com peroxidase por 4 h. Os anticorpos ligados as
membranas foram visualizados por quimioluminescéncia (Amersham ECL, GE

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

expressos em densitometria.

3.6.9. Analises histolégicas

A histologia foi determinada pela fixagdo dos figados em formalina
tamponada com fosfato a 10%, incorporagao em parafina e depois coloragido com
hematoxilina e eosina (HE). As laminas coradas foram analisadas e capturadas
em um microscopio OLYMPUS (Toéquio, Japao), equipado com uma camera
OPTICAM OPT 10 MP.

3.7. Predicao das propriedades farmacocinéticas in silico

As propriedades farmacocinéticas foram previstas pelo pKCSM, uma
plataforma integrada que usa assinaturas baseadas em graficos, que sao
representacbes matematicas de entidades quimicas, das quais diferentes
descritores que abrangem estrutura molecular e quimica podem ser extraidos
(PIRES, D. E.; BLUNDELL, T. L.; ASCHER, D. B., 2015). Essas assinaturas foram
usadas para avaliar a absorgcao intestinal, volume de distribuigdo no estado
estacionario (Vdss), fragdo nao ligada, inibicdo do citocromo p, toxicidade aguda
por via oral (LD50), toxicidade crdnica por via oral (LOAEL) e hepatotoxicidade da
procianidina B2, epicatequina, catequina, acido clorogénico e cafeoilglicosideo,
que foram identificados na fracdo n-butanol por analise por CLAE-ESI-MS/MS
(JUSTINO; PEREIRA; VILELA et al., 2016).

3.8. Analises estatisticas

As andlises estatisticas e graficos foram feitos no software GraphPad Prism
6.0. Todas as analises foram realizadas em ftriplicata e os dados foram expressos
como média £ erro padrao da média. A significancia da diferenga foi calculada
usando ANOVA unidirecional e bidirecional e pés-testes de Dunnett e Tukey para

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

Smirnov.

4. Resultados

4.1. Rendimento da extragao

A extragcdo etandlica da casca dos frutos de A. crassiflora teve um
rendimento total de cerca de 5%. Entre as fragdes orgénicas do extrato etandlico,
as fragbes 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

relacdo ao extrato bruto etandlico).

4.2. Efeito das fragoes nos niveis de NO, IL-6 e TNF-a

Como o estimulo inflamatdrio induz a liberagao de diferentes mediadores
inflamatdrios como citocinas e NO (JIANG; HE; YANG et al., 2014), as fragdes do
extrato bruto etandlico da casca dos frutos de A. crassiflora foram primeiramente
testadas sobre a produgdo de NO, IL-6 e TNF-a (Figura 7). O LPS estimulou a
producdo de NO, IL-6 e TNF-a nos macréfagos diferenciados (p < 0,001). Os
tratamentos com as fragdes acetato de etila, nas concentragdes de 0,1 e 0,3
pMg/mL, e n-butanol a 1 ug/mL, reduziram a produgdo de NO (Figura 7b) e IL-6
(Figura 7d) nos macrofagos estimulados por LPS (p < 0,001). As fragdes n-
hexano e diclorometano ndo foram capazes de reduzir os niveis de NO e IL-6.
Com relagdo ao TNF-a, ndo foi observada reducdo em sua produgdo apds os

tratamentos nos macroéfagos estimulados por LPS (Figura 7f).
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Figura 7. Efeito das fracbes organicas da casca dos frutos de Annona crassiflora
sobre a produgao de NO (a), IL-6 (c) e TNF-a (e) por macrofagos diferenciados e
macrofagos diferenciados estimulados por LPS (b, d e f). As colunas representam
a média + erro padrdo da média. Os niveis de significAncia s&o indicados por p <
0,05, “"p < 0,01 e “p < 0,001 quando comparado as células nao 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 pés-teste). Nota: -: controle
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sem LPS e fracdo, n-hexano: fragdo n-hexano, CH2Cl2: fragdo diclorometano,

AcEt: fracdo acetato de etila, n-But: fragcao n-butanol, V: veiculo.

Interessantemente, os macrofagos induzidos por LPS e posteriormente
tratados com a fragao diclorometano mostraram aumentos nos niveis de NO e IL-
6 a 0,3 ug/mL, e de TNF-a a 0,1 ug/mL. A fragdo n-hexano também estimulou a
producado de IL-6 (0,3 e 1 pg/mL) e TNF-a (0,1 pg/mL) nos macréfagos induzidos
por LPS. Em relacdo aos macréfagos sem indugdo de LPS, as fragbes
diclorometano (a 0,3 ug/mL) e n-butanol (a 0,1 pg/mL) estimularam a producao de
NO (Figura 7a). Como a fragdo acetato de etila ndo estimulou as produgdes de
NO, IL-6 e TNF-a e foi capaz de reduzir a produgéo de NO e IL-6 nos macréfagos

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

4.3. Propriedades antinociceptiva e anti-inflamatéria da fragao acetato de

etila da casca dos frutos de A. crassiflora

4.3.1. Efeito da fragao acetato de etila na nocicepgao induzida por glutamato

Para investigar os possiveis efeitos antinociceptivos in vivo da fragao rica
em polifendis da casca dos frutos de A. crassiflora (acetato de etila), foi testada a
nocicepg¢ao aguda induzida pela injecédo intraplantar de glutamato, uma vez que
os receptores de glutamato e NO estdo envolvidos na indugdo da nocicepgao
(LEONG; LIU; YEO, 2000; MELLER; DYKSTRA; GEBHART, 1996;
ZIMMERMANN, 1983). Uma curva dose-resposta foi construida com a fragéo
acetato de etila administrada por via oral. Como mostrado na Figura 8, o
glutamato a 10 ymol/20 L por pata induziu um comportamento de lambida que
caracteriza o desenvolvimento da nocicepg¢ao, que foi reduzida pela administracao
oral da fragdo acetato de etila nas doses de 30 e 100 mg/kg (p < 0,05), com
inibicbes de 75 = 7 e 44 + 9%, respectivamente. A dose de 30 mg/kg foi

selecionada para realizar os proximos ensaios.
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Figura 8: Efeito do tratamento oral com a fragdo acetato de etila da casca dos
frutos de Annona crassiflora (10 - 100 mg/kg) ou veiculo (10 mL/kg) no
comportamento da dor induzida pela administragdo intraplantar de glutamato em
camundongos (n = 6). As colunas representam a média + erro padrdo da média,
com valores percentuais de reducdo de lambida de pata. ANOVA unidirecional
seguida pelo pds-teste de Dunnett, ‘p < 0,05, “'p < 0,001 em comparagdo com o

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

4.3.2. Efeito da fragao acetato de etila na dor inflamatoéria

Para avaliar o possivel efeito antinociceptivo da fracao acetato de etila na
dor aguda e tardia, foi utilizando o modelo de CFA em camundongos. Foi
observado o desenvolvimento de uma hiperalgesia mecanica aguda e tardia,
quando comparada a medida basal, caracterizada por uma reducgao 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
fracao acetato de etila (30 mg/kg) apresentou uma redugao na hiperalgesia aguda
induzida por CFA (2,0 - 4,0 h apds sua administragao, p < 0,01) (Figura 9a). Além
disso, a fragao (30 mg/kg) foi capaz de reverter a hiperalgesia tardia induzida por
CFA (1,0 - 6,0 h ap6s a sua administragao, p < 0,05) (Figura 9b). Também foi
observado que a fragdo acetato de etila reduziu as respostas nociceptivas ao frio
no tempo de 4 h (fases aguda e tardia, p < 0,05), indicadas pela diminuicdo do
lamber e sacudir de pata quando a pata injetada foi exposta a acetona (Figura
10). No entanto, a resposta a dor esponténea foi semelhante entre os grupos nas

fases aguda e tardia (Figuras 11a e 11b, respectivamente).
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Figura 9: Avaliagdo do tempo-resposta da fracdo acetato de etila da casca dos
frutos de Annona crassiflora (30 mg/kg) sobre a hipersensibilidade mecanica na
fase aguda (a) e tardia (b) em camundongos (n = 8). A fragédo foi administrada 0,5
h antes da injecdo de CFA e 48 h apds a injegdo de CFA. BO indica o limiar basal
antes da injecao intraplantar de CFA e da administracao oral da fracéo, e B indica
o limiar 48 h apds a injegcao intraplantar de CFA e antes da segunda
administracao oral da fracdo. Resultados expressos como média + erro padrao 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<0,01e ™ p
< 0,001 em comparagdao com o grupo que recebeu apenas a injecao intraplantar
de CFA. Nota: AcEt: fracao de acetato de etila.
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Figura 10: Avaliagcdo do tempo-resposta da fragdo 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 fragao foi administrada 0,5 h antes da
injecao de CFA e 48 h apds a injecao de CFA. Resultados expressos como média
+ erro padrdo da média. ANOVA bidirecional seguida pelo teste post hoc de
Bonferroni, "p < 0,05 em comparagido com o grupo que recebeu apenas a injegao

intraplantar de CFA. Nota: AcEt: fragcdo de acetato de etila.
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Figura 11: Avaliagcdo do tempo-resposta da fragdo acetato de etila da casca dos
frutos de Annona crassiflora (30 mg/kg) sobre a nocicepgédo espontanea na fase
aguda (a) e tardia (b) em camundongos (n = 8). A fracado foi administrada 0,5 h
antes da injecdo de CFA e 48 h apds a injecdo de CFA. Resultados expressos
como mediana = intervalo interquartil. ANOVA bidirecional seguida pelo teste post

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

4.3.3. Efeito da fragao acetato de etila na inflamagao induzida por CFA

Os camundongos que receberam CFA apresentaram edema caracterizado
pelo aumento da espessura da pata, quando comparado com a medida basal,
principalmente as 24 e 48 h apds a inje¢cao 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 fragado acetato de etila
impediu a formacdo de edema causado por CFA as 2, 4 e 24 h apds a
administragao na fase aguda (p < 0,05) (Figura 12a). A fragdo nao foi capaz de

reduzir o edema na fase tardia (Figura 12b).
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Para verificar se a reversao da hiperalgesia e edema promovida pela fragédo
acetato de etila (30 mg/kg) também foi associada a uma redugéao na infiltragao de
leucdcitos, 4 h apos a injegdo de CFA, a infiltracdo de leucécitos foi avaliada pela
medida da atividade da mieloperoxidase (MPO, marcador de neutrofilos) nos
tecidos da pata traseira. O CFA aumentou a atividade da MPO quando
comparada ao grupo veiculo (p < 0,001) (Figura 12c). O tratamento diminuiu esse

paréametro inflamatorio com uma inibigéo de 40 + 12% (Figura 12c).
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Figura 12: Avaliagcdo do tempo-resposta da fragdo acetato de etila da casca dos
frutos de Annona crassiflora (30 mg/kg) no edema de pata induzido por injegéo
intraplantar de CFA em camundongos (n = 8) nas fases aguda (a) e tardia (b). A
fracdo foi administrada 0,5 h antes da inje¢cdo de CFA e 48 h apds a injegao de
CFA. BO indica o limiar basal antes da injecédo intraplantar de CFA e da
administragao oral da fragédo, e B indica o limiar 48 h apds a injegao intraplantar
de CFA e antes da segunda administracdo oral da fragdo. (c) mostra a atividade
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da mieloperoxidase do tecido da pata de camundongos 4 h apds a injegao
intraplantar de veiculo ou CFA e 4,5 h apds o tratamento com a fragdo acetato de
etila (n = 4). As colunas representam a média + erro padrdo da média. ANOVA
bidirecional seguida pelo teste post hoc de Bonferroni e ANOVA unidirecional
seguida por Dunnett como pos-teste, #p < 0,05, #p < 0,01, ##p < 0,001 quando
comparado com o limiar basal (B0O) ou grupo veiculo; ‘p < 0,05 e “p < 0,001 em
comparagdo com O grupo que recebeu apenas a injegao intraplantar de CFA.

Nota: AcEt: fracdo de acetato de etila.

Além disso, a analise histologica foi feita para confirmar a infiltracdo de
leucdcitos no tecido da pata, 4 h apds a inje¢cao de CFA. Foi observado que o
CFA aumentou a infiltracdo de leucécitos no tecido cutdaneo da pata quando
comparado ao grupo veiculo (controle) (Figura 13). O numero de células
inflamatdrias infiltradas foi menor no grupo tratado com a fragao acetato de etila
(30 mg/kg) quando comparado ao grupo que recebeu apenas CFA, com inibigao
de 40 £ 9% (p < 0,001) (Figura 13).
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Figura 13: Efeito da administragdo oral da fracdo acetato de etila da casca dos
frutos de Annona crassiflora na infiltracdo de células polimorfonucleares.

Microfotografias opticas representativas do tecido da pata de camundongos

40



tratados apenas com veiculo (10 mL/kg) (a), 4 h apés injecao intraplantar de CFA
(b), e 4 h apds injecao intraplantar de CFA e 4,5 h apos tratamento com a fragao
AckEt (30 mg/kg) (c). Grafico representativo do numero de células
polimorfonucleares por campo (d). Cada coluna representa a média + erro padrao
da média para 4 animais. ANOVA unidirecional seguida por Dunnett como pés-
teste, ##p < 0,001 comparado ao grupo veiculo, ~p < 0,001 comparado ao grupo
que recebeu apenas a injegao intraplantar de CFA. Nota: AcEt: fragdo de acetato

de etila.

4.3.4. Coordenagao motora nos testes de campo aberto e rotarod

A Tabela 1 mostra que o desempenho motor n&o foi significativamente
influenciado pelo tratamento com a fragdo acetato de etila (30 mg/kg) em

comparagao com o grupo veiculo.

Tabela 1. Atividade locomotora espontédnea (campo aberto) e forgada (rotarod)
observada 1 e 2 h, respectivamente, apds a administragao do veiculo (10 mL/kg),
fracdo acetato de etila (30 mg/kg) ou controle positivo Diazepam (10 mg/kg) (n =
4). Resultados expressos como média = erro padrao da média. ANOVA seguida

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

Campo aberto Rotarod
Tratamento Cruzamentos Levantamentos Laténcia a 1? queda
Veiculo (10 mL/kg) 453+ 8.6 113127 1206 s
Fracao acetato de etila (30
mg/kg) 53.2+2.6 105+2.2 120+ 10s
Diazepam (10 mg/kg) - - 42+ 16"s

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

induzido pelo diabetes

4.4.1. Massa corpoérea e parametros glicémicos

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

controles nao diabéticos (ND) (p < 0,001) (Tabela 2). O tratamento com a fragéo
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n-butanol n&o alterou esse parametro nos ratos diabéticos; os ratos tratados com
insulina (DI) apresentaram aumento da massa corporea (p < 0,05). Apds 30 dias
de tratamento, o nivel de glicose no sangue dos ratos tratados com 100 mg/kg da
fracdo (D100) e do grupo DI diminuiu quando comparados ao grupo D (p < 0,05 e
p < 0,001, respectivamente); as demais doses testadas da fragdo n&o foram

capazes de reduzir esse parametro (Tabela 2).

Tabela 2: Massa corporea e niveis glicémicos de ratos ndo 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 fracdo n-butanol
da casca dos frutos de Annona crassiflora (D25, D50 e D100, respectivamente) ou
insulina (D), avaliados 7 dias apds a administragdo de estreptozotocina e 30 dias

apods o tratamento.

Massa corpérea Massa corpérea Glicemia inicial Glicemia final

inicial (g) final (g) (mg/dL) (mg/dL)
ND  290,8+10,8 348,7 £ 12,2¢ 66,1 +2,3 56,1 £ 3,0¢
D 270,8 £ 9,6 271,772 465,1 £ 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 + 44,62
DI 260,4 +5,7 308,7 £ 6,12 437,4 + 27,2 147,5 + 46,6°

Valores expressos como media + erro padrao da média. 2p < 0,05 versus grupo D,

bp < 0,01 versus grupo D e °p < 0,001 versus grupo D.

4.4.2. Parametros bioquimicos séricos

Os parametros bioquimicos séricos sdo mostrados na Tabela 3. Os ratos
diabéticos (D) apresentaram maior atividade das enzimas ALT (p < 0,001), AST (p
< 0,001), y-GT (p < 0,01) e ALP (p < 0,001) e um maior nivel de triglicerideos (p <
0,05) quando comparados com os ratos nao diabéticos (ND). Os tratamentos com
25, 50 e 100 mg/kg da fracédo 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 comparagdo com 0s
ratos diabético. Essas redugdes também foram observadas com o tratamento com
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insulina. No entanto, a fragao e a insulina ndo reduziram a atividade de y-GT e os
niveis de triglicerideos. O colesterol total e o HDL ndo apresentaram diferencas

significativas entre os grupos.

Tabela 3: Parametros bioquimicos séricos de ratos nado diabéticos (ND), ratos
diabéticos induzidos por estreptozotocina (D), e ratos diabéticos induzidos por
estreptozotocina tratados com 25, 50 e 100 mg/kg da fragdo n-butanol da casca
dos frutos de Annona crassiflora (D25, D50 e D100, respectivamente) ou insulina
(D).

ND D D25 D50 D100 DI
ALT (U/L) 56,3 + 3,3° 1432+13,1  89,5+7,2° 100,8+10,1° 945+11,6® 56,0+2,6°
AST (U/L) 129,6 + 8,6° 282,8+7,2 1298+158° 176,5+50,3° 184,7+£250° 113,2+10,3°
y-GT (U/L) 47 +1,0° 16,6 2,3 78+24 8,5+2,1 6,5+3,5 10,5+3,7
ALP (U/L) 170,8 £24,6° 409,0+61,3 3024484 191,5+23,8° 353,3+554 1555+ 11,5
Triglicerideos
(mg/dL) 58,1 + 10,6° 159,3+28,1 1242+214 13164220 117,0+16,5 163,4+26,6
Colesterol
(mg/dL) 54,4 + 2,6 62,629 50,6 £ 3,2 60,1+4,3 56,6 + 2,3 62,0+4,8
Colesterol HDL
22,0+0,5 225+1,9 24,0+0,9 26,1+2,2 262+1,7 27,6 £1,1
(mg/dL)

Valores expressos em média + erro padrao da média. 2p < 0,05 versus grupo D,
bp < 0,01 versus grupo D e °p < 0,001 versus grupo D. Nota: alanina
aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), y-glutariltransferase
(y-GT) e fosfatase alcalina (ALP).

4.4.3. Analise dos marcadores de estresse oxidativo

Os ratos diabéticos apresentaram menor atividade antioxidante hepatica
que os nao diabéticos (p < 0,01). O tratamento dos animais diabéticos com 50
mg/kg da fragdo n-butanol recuperou a capacidade antioxidante no figado (p <
0,01), quando comparado com os ratos diabéticos nado tratados (Figura 14a).
Além disso, o diabetes induziu a peroxidagao lipidica e elevou o conteudo de
proteinas carboniladas (p < 0,01) (Figuras 14b e 14c, respectivamente). Todas as
doses da fragao (25, 50 e 100 mg/kg) foram capazes de reduzir a peroxidagao
lipidica (p < 0,05), enquanto que as doses de 50 e 100 mg/kg reduziram o

conteudo de proteinas carboniladas no figado (p < 0,05), em comparagdo com os
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ratos diabéticos nao tratados. Os ratos diabéticos tratados com insulina nao
mostraram diferenga na capacidade antioxidante total e no conteudo de proteinas

carboniladas.
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Figura 14: Analise da capacidade antioxidante total (a), peroxidagao lipidica (b) e

(nmol/mg de proteina)

Conteudo de proteinas carboniladas

conteudo de proteinas carboniladas (C) no figado de ratos n&o 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
fracdo n-butanol da casca dos frutos de Annona crassiflora (D25, D50 e D100,

respectivamente) ou insulina (DI). Valores expressos em média + erro padrao da
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média. ANOVA unidirecional seguida por Dunnett como pés-teste, 2p < 0,05

versus grupo D, bp < 0,01 versus grupo D e °p < 0,001 versus grupo D.

O conteudo e as atividades das enzimas antioxidantes hepaticas sao
mostrados na Figura 15. Os conteudos 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 fragdo n-butanol (25, 50 e 100 mg/kg) reduziram as
concentragdes 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 conteudo 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
reducdes nas atividades de SOD e CAT quando comparados aos ratos do grupo
D (p < 0,05 p <001 e p < 0,05, respectivamente). Embora os ratos nao
diabéticos ndo tenham demonstrado diferenca na atividade da GPx em relagao
aos ratos diabéticos n&o tratados (Figura 15b), os diabéticos tratados com todas
as doses da fragao n-butanol apresentaram menor atividade da GPx (p < 0,05). O
tratamento de ratos diabéticos com insulina reduziu apenas o conteudo de GPx (p
<0,01).
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Figura 15: Andlise do conteudo (a) e atividade (b) de glutationa peroxidase,
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conteudo (c) e atividade (d) de superdxido dismutase, e conteudo (e) e atividade
(f) de catalase no figado de ratos nao 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 fracdo n-butanol da
casca dos frutos de Annona crassiflora (D25, D50 e D100, respectivamente) ou

insulina (DIl). Valores expressos em média + erro padrdo da média. ANOVA
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unidirecional seguida por Dunnett como pos-teste, 2p < 0,05 versus grupo D, Pp <

0,01 versus grupo D e °p < 0,001 versus grupo D.

As atividades da GR e G6PDH e o conteudo de GSH estéo representados
na Figura 16.
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Figura 16: Andlise da atividade da glutationa redutase (a), conteudo de glutationa
reduzida (b) e atividade da glicose 6-fosfato desidrogenase (c) no figado de ratos
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nao 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 fragdo n-butanol da casca dos frutos de Annona crassiflora
(D25, D50 e D100, respectivamente) ou insulina (DIl). Valores expressos em
média + erro padrao da média. ANOVA unidirecional seguida por Dunnett como
pos-teste, 2p < 0,05 versus grupo D, ?p < 0,01 versus grupo D e °p < 0,001 versus

grupo D.

A atividade da GR hepatica e o conteudo de GSH foram menores nos ratos
diabéticos nao tratados (D) (p < 0,05 e p < 0,01, respectivamente) (Figuras 16a e
16b). O tratamento com 100 mg/kg da fracdo n-butanol e o tratamento com
insulina (D100 e DI, respectivamente) impediram a redug¢ao da atividade da GR (p
< 0,01 e p < 0,05, respectivamente) e, consequentemente, o conteudo 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 fragéo
(D25, D50 e D100 mg/kg) e os ratos tratados com insulina (DI) ndo apresentaram

diferenca na atividade da G6PDH em relacédo ao grupo D.

4.4.4. Analise dos marcadores de estresse nitrosativo

Os conteudos hepaticos de iINOS e N-Tir sdo mostrados na Figura 17. Os
ratos diabéticos nao tratados (D) apresentaram maior conteudo de iINOS do que
0s nao diabéticos (ND) (p < 0,05). Os tratamentos dos ratos diabéticos com 25 e
50 mg/kg da fracdo n-butanol reduziram o nivel de iINOS (p < 0,05) (Figura 17a).
Em relacdo a nitracdo de proteinas (Figura 17b), ndo houve diferenga no
conteudo de N-Tir entre os ratos ndo diabéticos e diabéticos ndo tratados. No
entanto, os ratos diabéticos tratados com 50 e 100 mg/kg da fragao e tratados
com insulina apresentaram menor conteudo de N-Tyr do que os ratos diabéticos

nao tratados (p < 0,05).
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Figura 17: Analise do conteudo de o6xido nitrico sintase indusivel (iNOs) (a) e
nitrotirosina (N-Tir) (b) no figado de ratos nao 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
fracdo n-butanol da casca dos frutos de Annona crassiflora (D25, D50 e D100,
respectivamente) ou insulina (DI). Valores expressos em média + erro padréo da
média. ANOVA unidirecional seguida por Dunnett como pés-teste, 2p < 0,05

versus grupo D.

4.4.5. Analise histologica

A anadlise das fatias de figado coradas com HE (Figura 18) mostrou uma
preservacao geral da histoarquitetura hepatica, hepatocitos com aspecto
eosinofilico citoplasmatico normal e um ou dois nucleos com cromatina solta e
nucléolo evidente. Dois individuos do grupo D25 apresentaram sinusoides
dilatados, apesar de nao serem observados outros sinais visuais de

hepatotoxicidade.
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Figura 18: Fotomicrografias de cortes hepaticos de ratos nao diabéticos (a),
diabéticos induzidos por estreptozotocina nao tratados (b), diabéticos induzidos
por estreptozotocina tratados com 25 mg/kg (c), 50 mg/kg (d) e 100 mg/kg (e) da
fracdo n-butanol da casca dos frutos de Annona crassiflora ou insulina (f). HE
(barra de escala para a-f = 50 um). A veia central € mostrada em todas as

imagens.
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4.5. Predicao das propriedades farmacocinéticas in silico

A predicdo de propriedades farmacocinéticas da procianidina B2,
epicatequina, catequina, acido clorogénico e cafeoil-glicosideo € mostrada na
Tabela 4. Todos os compostos apresentaram absorcéo intestinal acima de 40%,
valores de fragdo nao ligada superiores a 0,2 Fu e nao tiveram interferéncia sobre
0 metabolismo pela n&o inibicdo de enzimas do citocromo P. A absorgao intestinal
prevista foi baseada nos compostos originais. Além disso, epicatequina e
catequina apresentaram valores de Vdss acima de 0,7 L/kg, indicando
biodistribuicdo maior nos tecidos do que no plasma. O &cido clorogénico
apresentou baixo volume de distribuigdo, indicando uma alta ligagéo as proteinas
plasmaticas e/ou ndo distribuicdo aos tecidos. Todos os polifendis apresentaram
valores baixos de toxicidade aguda por via oral (LD50 < 2,5 mol/kg) e de
toxicidade crénica por via oral (LOAEL < log 4,4 mg/kg/dia), e ndo apresentaram

hepatotoxicidade.

Tabela 4: Propriedades farmacocinéticas in silico para procianidina B2,
epicatequina, catequina, acido clorogénico e cafeoil-glicosideo. Absorgao
intestinal, volume de distribuicdo no estado estacionario (Vdss), fracdo nao ligada,
inibicdo das enzimas do citocromo P (CYP), toxicidade aguda (LD50) e crénica

(LOAEL) em ratos por via oral e analise de hepatotoxicidade.

Absorcao . LOAEL
] . Vdss Fracdondo Inibicdo LDS50 o
Composto intestinal ) (log Hepatotoxicidade
. (L/kg) ligada (Fu) de CYP (mol/kg) ]
(% absorvida) mg/kg/dia)
Procianidina
B2 60,38 0,132 0,249 Nao 2,483 4,18 Nao
Epicatequina 69,21 1,346 0,373 Nao 2,331 2,99 Nao
Catequina 69,21 1,346 0,373 N&o 2,331 2,99 Nao
Acido
. 42,52 -0,955 0,579 Nao 1,993 4,35 Nao
clorogénico
Cafeoil-
) 50,44 0,141 0,616 N&o 1,920 4,34 Nao
glicosideo

Nota: enzimas do citocromo P: CYP1A2, CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6 and
CYP3A4.
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5. Discussao

A busca por compostos bioativos naturais de baixa toxicidade e com
capacidades antioxidantes e anti-inflamatérias tem ganhado destaque no controle
e tratamento de diversas condigbes fisiopatolégicas, 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 a facil acessibilidade em relacdo a aquisicdo de moléculas
isoladas (WAGNER; ULRICH-MERZENICH, 2009). Além disso, a interagao
sinérgica ou efeitos multifatoriais entre os compostos presentes nos extratos
podem aumentar os seus efeitos biolégicos (WAGNER; ULRICH-MERZENICH,
2009).

Annona crassiflora Mart. € uma planta medicinal popularmente usada no
tratamento de doengas inflamatdrias e dolorosas, como reumatismo, feridas,
doencas venéreas, picadas de cobra e infeccdbes microbianas (SILVA;
CERDEIRA; CHAVASCO et al., 2014; VILAR; FERREIRA; FERRI et al., 2008). No
entanto, pouco € mostrado na literatura sobre os efeitos antioxidantes, anti-
inflamatorios e analgésicos dessa planta, mais especificamente da casca de seus
frutos. Assim, buscamos avaliar os possiveis mecanismos que a casca dos frutos
pode exercer em modelos in vitro e in vivo de dor inflamatéria aguda e tardia, e
modelo in vivo de estresse oxidativo e nitrosativo.

Fragdes ricas em polifendis foram obtidas a partir de uma particao liquido-
liquido do extrato bruto etandlico da casca dos frutos de A. crassiflora. Foram
demonstrados pela primeira vez os efeitos protetores das fragbes acetato de etila
e n-butanol na producgéo de IL-6 e NO a partir de macréfagos ativados por LPS.
Além disso, também foram observados os efeitos antinociceptivos da fracao
acetato de etila na nocicepg¢ao induzida por glutamato, assim como na dor
inflamatoéria aguda e tardia induzida por CFA em camundongos. Este estudo
relatou também o efeito hepatoprotetor da fragdo n-butanol, avaliando seus

efeitos antioxidantes e antinitrosativos no tecido hepatico de ratos diabéticos.
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Um estudo anterior mostrou a presenga dos principais compostos fendlicos
nas fragbes polares acetato de etila e n-butanol, como acido quininico, cafeoil-
glicosideo, (epi) catequina, procianidina B2 e feruloil-galactosideo, identificados
em ambas as fragdes (JUSTINO; PEREIRA; VILELA et al., 2016). Além disso,
procianidina C1, quercetina-glicosideo, kaempferol-rutinosideo e kaempferol-
glicosideo foram identificados na fragdo acetato de etila, enquanto que os acidos
citrico e clorogénico foram identificados apenas na fragado n-butanol (JUSTINO;
PEREIRA; VILELA et al., 2016). A caracterizagéo fitoquimica das fragdes acetato
de etila e n-butanol das cascas dos frutos de A. crassiflora utilizando CLAE-ESI-
EM/EM corroborou seu alto conteudo de fenois totais, flavonoides e
proantocianidinas (JUSTINO; PEREIRA; VILELA et al., 2016), que podem
contribuir para a melhoria observada nos parametros nociceptivos, inflamatorios e
antioxidantes. Além disso, as fragcbes mais apolares n-hexano e diclorometano
também foram analisadas previamente, mostrando a presenca de alcaloides,
sendo a estefalagina o principal alcaloide aporfinico da casca dos frutos
(JUSTINO; BARBOSA; NEVES et al., 2020; PEREIRA; JUSTINO; MARTINS et
al., 2017).

Interessantemente, a fracao alcaloidal diclorometano estimulou a produgao
de NO nos macrofagos. Alguns estudos mostraram o papel dos alcaloides
aporfinicos na producdo de NO via NO sintase induzivel (CHANG; CHUNG; WU
et al.,, 2004; LAU; LING; MURUGAN et al., 2015; ZHU; QIAN, 2006). A fragao n-
butanol também aumentou os niveis de NO nos macréfagos, o que pode ser
atribuido a presenca de acido clorogénico, uma vez que estudos anteriores
mostraram que esse composto fendlico aumenta a produgdo de NO (JIANG;
HODGSON; MAS et al., 2016; YAMAGATA, 2018).

Varios estudos sugerem que mediadores inflamatérios como citocinas e
NO sao importantes para dor aguda e crbnica nos niveis 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 fragao acetato de etila da
casca dos frutos de A. crassiflora foi capaz de reduzir a produgdo de NO e IL-6

nos macréfagos estimulados por LPS. No entanto, isso néo foi observado para o
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TNF-a. Estas sao citocinas diferentes, com vias de sinalizagao distintas, portanto,
uma fracdo extraida de um produto natural em que moléculas diferentes podem
ser encontradas ndo necessariamente inibira todas as citocinas inflamatorias. Em
conformidade, um grande numero de compostos fendlicos foi relatado para inibir a
secrecdo e expressdo de citocinas pro-inflamatérias e modular a
biodisponibilidade do NO, agindo sobre a expressao 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 fracdo acetato de etila, como catequina, kaempferol e
quercetina, incluindo suas formas glicosiladas, reduziram os niveis de NO, IL-6 e
TNF-a em macréfagos estimulados por LPS (LEYVA-LOPEZ; GUTIERREZ-
GRIJALVA; AMBRIZ-PEREZ et al., 2016). Os efeitos anti-inflamatérios dos
flavonoides pela inibicdo da expressao e secrecado de citocinas e NO estdo
envolvidos na modulagao de fatores transcricionais, como o fator nuclear kappa B
(NF-kB, do inglés nuclear factor kappa B) e a proteina ativadora 1 (AP-1, do inglés
activator protein 1), e a inibicdo da INOS, respectivamente (DUARTE;
FRANCISCO; PEREZ-VIZCAINO, 2014; HAMALAINEN; 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 tém mostrado que os polifendis derivados de plantas,
especificamente flavonoides, tém efeitos antinociceptivos e anti-inflamatérios em
diferentes modelos de dor, com modulagdo dos receptores de glutamato e da
producdo de NO e citocinas pro-inflamatérias (DE OLIVEIRA; ZAMBERLAM,;
REGO et al., 2016; DUARTE; FRANCISCO; PEREZ-VIZCAINO, 2014; LEYVA-
LOPEZ; GUTIERREZ-GRIJALVA; AMBRIZ-PEREZ et al., 2016). Assim, o
potencial antinociceptivo da fragdo acetato de etila foi investigado em um modelo
de nocicepg¢ao aguda induzida por glutamato. A fragdo nas doses de 30 e 100
mg/kg foi capaz de reduzir a dor induzida pelo glutamato quando administrada por
via oral. O glutamato € um importante neurotransmissor excitatério no sistema
nervoso central (CODERRE, 1993). Os receptores de glutamato sao importantes

na neurotransmissdo nociceptiva periférica, espinhal e supraespinhal, que é
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mediada pelos receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) e receptores ndo NMDA,
assim como pela liberagdo de NO, os quais podem produzir hiperalgesia
(BEIRITH; SANTOS; CALIXTO, 2002).

Os efeitos antinociceptivos da fragao acetato de etila podem ser atribuidos
a presenca de flavonoides (ALl KHAN; AHMED; MISBAH et al., 2018). Tem
relatos na literatura que mostram que a quercetina e a epicatequina, presentes na
fragcdo, inibem a nocicepgéo induzida por glutamato por meio de mecanismos que
envolvem interacdo com a via de produc¢ao 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 fragdo rica em
polifendis 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 nocicepg¢ao 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-inflamatérios foram
observados quando a fracdo acetato de etila foi administrada dentro de um
intervalo de doses limitado. Isso pode ser justificado pelo fato de que essas
atividades ndo sdo alcangadas pelos principais compostos presentes na fragao
em doses mais baixas. Além disso, quando a quantidade da fracdo excedeu um
certo ponto, seu impacto terapéutico diminuiu. Em altas doses, pode haver efeitos
antagobnicos entre os compostos presentes na fragao, locais de ligagcdo multipla ou
alvos multiplos que formam agregados coloidais, os quais podem contribuir para a
perda de atividade em concentragcées mais altas (OWEN; DOAK; GANESH et al.,
2014).

Os potenciais efeitos antinociceptivo e anti-inflamatério da fragdo acetato
de etila também foram explorados em um modelo de dor aguda e tardia
inflamatdria induzida por CFA. Estimulos inflamatérios, como o CFA, induzem a
uma cascata de mediadores inflamatérios, como citocinas, resultando em
hiperalgesia inflamatodria, que é a intensidade da dor exacerbada, e alodinia, que
€ a dor a estimulos in6écuos (CUNHA; VERRI; SILVA et al., 2005; LOESER;
TREEDE, 2008). De acordo a hipétese desse trabalho, o tratamento da fragao
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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 fragdo no modelo de
nocicepg¢ao induzida por glutamato. Além disso, a fragdo rica em polifendis
diminuiu a resposta de hiperalgesia ao frio em camundongos injetados com CFA.
Vale ressaltar que o estresse oxidativo € um componente importante da dor
inflamatdria (CAl; HUANG; ZHAO et al., 2013). Foi demonstrado que a terapia
antioxidante e os “sequestradores” de ROS s&o considerados por suas possiveis
atividades antinociceptivas (CAl; HUANG; ZHAO et al., 2013; SINGH; VINAYAK,
2015; TREVISAN; ROSSATO; TONELLO et al, 2014). Nesse sentido, foi
observado anteriormente o potencial antioxidante da fragcdo acetato de etila
(JUSTINO; PEREIRA; VILELA et al., 2016).

Os camundongos que receberam a injecdo intraplantar de CFA
apresentaram um aumento acentuado na espessura da pata, que foi revertida
pela fracdo acetato de etila na fase aguda da inflamacdo. E importante ressaltar
que o tratamento com a fragao foi capaz de reduzir ndo sé o edema da pata, mas
também impedir a infiltragdo de neutréfilos induzida pelo CFA. O aumento da
atividade da mieloperoxidase (que € uma evidéncia indireta da infiltracdo de
neutrofilos) foi observado no tecido da pata inflamada 4 h apés a injecao de CFA.
De acordo os resultados de atividade da MPO, a infiltracdo celular também foi
confirmada por analise histolégica, demonstrando a infiltragdo de leucdcitos, pelo
menos até 4 h apds a injegdo de CFA. A administragédo oral da fragado acetato de
etila a 30 mg/kg reduziu a atividade da MPO, o que foi reforcado pelas analises
histolégicas que mostraram uma reducao nas células inflamatérias infiltradas nos
camundongos injetados com CFA e tratados com a fragdo. Assim, a agéo
antinociceptiva da fracao acetato de etila parece estar associada a uma ag¢ao anti-
inflamatadria local. Os resultados sugerem que a fragao rica em polifendis da casca
dos frutos de A. crassiflora apresenta notaveis atividades anti-inflamatorias e
antinociceptivas que podem ser mediadas pela supressao de citocinas pro-
inflamatdrias e infiltracdo de neutrdfilos.

Esses efeitos anti-inflamatérios observados nas fragdes da casca dos
frutos de A. crassiflora podem ter sido mediados por proantocianidinas e
flavonoides presentes na fracdo rica em polifendis, como a quercetina e a

catequina, que anteriormente mostraram efeitos significativos no processo crénico
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e subcrénico da artrite e desempenharam um papel inibindo a liberagdo de NO,
IL-1 e IL-6 (GUARDIA; ROTELLI; JUAREZ et al., 2001; JHUN; MOON; YOON et
al.,, 2013). O mecanismo anti-inflamatoério dos flavonoides € atribuido as suas
estruturas quimicas, por exemplo, um sistema de anéis planares na molécula,
insaturagao no anel C na posigdo C2-C3 e o numero e a posi¢ao dos grupos OH
nos anéis A e B (HAMALAINEN; NIEMINEN; VUORELA et al., 2007; LEYVA-
LOPEZ; GUTIERREZ-GRIJALVA; AMBRIZ-PEREZ et al., 2016). Portanto, ser
capaz de regular negativamente a expressao e secregao de citocinas representa
uma alternativa muito promissora para ser usada como tratamento de doencas
inflamatorias, como a artrite.

Também é importante notar que a fragdo acetato de etila a 30 mg/kg nao
demonstrou alteragbes nas atividades locomotoras de camundongos, como
evidenciado pelos testes de campo aberto e rotarod. Além disso, foi demonstrado
em um estudo anterior que a fracdo acetato de etila ndo possui citotoxicidade
quando analisada pelo teste MTT in vitro em células de fibroblastos NIH/3T3
(JUSTINO; PEREIRA; VILELA et al., 2016).

Para a avaliacao do estresse oxidativo e nitrosativo, 0 modelo de indugao
da hiperglicemia por estreptozotocina foi utilizado em ratos Wistar. A
estreptozotocina danifica as células B pancreaticas e resulta em diabetes mellitus,
caracterizada por hiperglicemia associada ao aumento da produgado de ROS e
RNS (LI; TAN; WANG et al., 2015). Os animais diabéticos apresentaram redugdes
na massa corporal reduzida, capacidade antioxidante total, conteudo de GSH e
atividades de GR e G6PDH. Além disso, houve aumentos na glicemia, nivel de
triglicerideos, ALT, AST, y-GT e ALP, assim como nos conteudos e atividades de
SOD, CAT, GPx e iNOS.

A fracdo n-butanol foi escolhida para o modelo de estresse oxidativo e
nitrosativo induzido por hiperglicemia por ter apresentado maior capacidade
antioxidante in vitro (DPPH I1Cs0 0,8 + 0,1 pg/mL, ORAC 2714 + 79 pmol
equivalentes de trolox/g e FRAP 921 £ 9 ymol equivalentes de trolox/g) e maior
conteudo de flavonoides (45.3 + 4.2 mg de equivalentes de quercetina/g), em
relacdo as outras fragdes e ao extrato bruto, como demonstrado em um estudo
anterior (JUSTINO; PEREIRA; VILELA et al., 2016). Esses resultados prévios

corroboram a melhora observada nos parametros de estresse oxidativo/nitrosativo
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nos ratos hiperglicémicos tratados com a fracdo n-butanol. Os flavonoides sao
considerados benéficos para a saude humana, por contribuirem na prevencgao de
doencgas crbénico-degenerativas, por meio da redugcdo do estresse oxidativo e
nitrosativo e inibicdo da oxidagdo e a nitragdo das macromoléculas (CUMAOGLU;
CEVIK; RACKOVA et al., 2007; VINAYAGAM; XU, 2015). Esses compostos séo
capazes de eliminar os radicais livres e quelar os metais, assim como modular a
transcrigdo génica e expressdo de enzimas antioxidantes (CUMAOGLU; CEVIK;
RACKOVA et al., 2007; DEY; LAKSHMANAN, 2013; RICE-EVANS; MILLER;
PAGANGA, 1997).

A fragdo n-butanol ndo foi capaz de aumentar a massa corporal ou
controlar a hiperglicemia de ratos diabéticos, indicando que esta n&o apresenta
atividade mimética a insulina e/ou capacidade de reparo do tecido pancreatico. No
entanto, o tratamento com a fragdo n-butanol foi responsavel por reduzir as
atividades séricas de ALT, AST e ALP. Em relagdo aos parametros de estresse
oxidativo e nitrosativo no tecido hepatico dos ratos diabéticos tratados com a
fracdo n-butanol, foram observadas reducbes na peroxidacao lipidica,
carbonilagdo e nitracdo de proteinas e no conteudo de iINOS, assim como nas
atividades e conteudos de GPx, SOD e CAT. Além disso, houve aumentos na
capacidade antioxidante total, atividade de GR e niveis de GSH, e a
histoarquitetura hepatica foi preservada.

A hiperglicemia causa alteragbes estruturais e funcionais no figado de
animais diabéticos, conforme demonstrado por DEY e SWAMINATHAN (2010).
No presente estudo, ndo houve alteragdes na histoarquitetura hepatica dos ratos
diabéticos; nenhuma evidéncia significativa de inflamagédo, necrose, fibrose,
proliferagdo, destruicdo ou regeneragédo do parénquima foi observada. Isso pode
ser explicado pelo fato de que os danos no tecido hepatico devido ao diabetes
ocorrem apos um periodo crénico de cerca de 12 semanas (INOUE; OHTAKE;
MOTOMURA et al., 2005). O objetivo de avaliar animais diabéticos tratados com a
fracao n-butanol também foi elucidar possiveis efeitos hepatotdxicos por meio de
analises de histoarquitetura, que € comum pelo uso de produtos naturais. No
entanto, esse efeito ndo foi observado para essa fracao.

Uma vez que os ratos diabéticos ndo apresentaram alteragcdes na

histoarquitetura hepatica, a elevacido das atividades séricas de ALT e AST pode
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ser devida ao efeito prejudicial da hiperglicemia em outros 6rgaos, como musculo
esquelético e rim. Entretanto, ALP e y-GT aumentados em ratos diabéticos estao
associados a colestase devido a obstrucdo biliar induzida pelo estresse
(ROSALKI, 1975; WOLF, 1978). Todas as doses da fragdo 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 normalizagado da AST, ALT e ALP pode ser devida
a presenca de flavonoides na fragdo, uma vez que estes sdo relatados como
agentes hepatoprotetores (VINAYAGAM; XU, 2015). Além disso, os ratos
diabéticos apresentaram maior nivel de triglicerideos que os nao diabéticos, como
consequéncia da deficiéncia de insulina e hiperglicemia (BRIONES; MAO;
PALUMBO et al., 1984). O tratamento com a fragdo n-butanol ndo foi capaz de
reduzir os niveis de triglicerideos, pois ndo teve efeito na hiperglicemia. Os niveis
de colesterol total e HDL n&o apresentaram diferencas entre os ratos diabéticos e
nao diabéticos, corroborando dados de HOLMGREN e BROWN (1993).

Embora ROS e RNS nao tenham sido medidos diretamente, os resultados
mostraram um aumento na peroxidacéo lipidica e na carbonilagdo e nitracdo de
proteinas, indicando que a hiperglicemia induzida por estreptozotocina foi capaz
de reduzir a capacidade antioxidante e gerar espécies oxidativas e nitrosativas,
fatores que desencadeiam a patogénese do diabetes mellitus crénico (PACHER;
OBROSOVA; MABLEY et al., 2005). A peroxidagao lipidica aumenta sob a
condigdo patoldgica do diabetes (DINIZ VILELA; GOMES PEIXOTO; TEIXEIRA et
al., 2016; LEE; KIM; CHO et al., 2007). Sob condi¢des hiperglicEmicas, a glicose
oxida e produz superéxido, levando a produgao de radicais livres que, por sua
vez, causam peroxidagao lipidica nas lipoproteinas, prejudicando suas fungdes
devido a diminuicédo da fluidez da membrana (BANDEIRA SDE; GUEDES GDA;
DA FONSECA et al., 2012). A formacao de equivalentes de malondialdeido foi
menor nos ratos diabéticos tratados com a fragdo n-butanol. Estudos anteriores
demonstraram o potencial do acido clorogénico e proantocianidinas, que estado
presentes na fracdo, na reducdo da peroxidacdo lipidica 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 proteinas. Os principais
mecanismos moleculares que levam ao dano proteico s&o a oxidagao
caracterizada pela formagao de carbonilas e nitrotirosinas e a perda de grupos tiol
(CUMAOGLU; CEVIK; RACKOVA et al., 2007; DEAN; FU; STOCKER et al., 1997;
PACHER; OBROSOVA; MABLEY et al., 2005). A conversdo de proteinas em
derivados de proteinas carboniladas por oxidagao direta causada por ROS pode
alterar varias fungdes celulares (DEAN; FU; STOCKER et al., 1997). No presente
estudo, os ratos diabéticos nao tratados apresentaram maior conteudo de
proteinas carboniladas do que os nao diabéticos, corroborando os resultados de
CUMAOGLU; CEVIK; RACKOVA et al. (2007) e JANG; SONG; SHIN et al. (2000).
A administragdo da fracdo n-butanol foi capaz de reduzir a carbonilacdo de
proteinas no figado. Um estudo realizado por TABASSUM; PARVEZ; REHMAN et
al. (2007) mostrou que a catequina, um flavonoide previamente identificado nessa
fracdo, impediu a carbonilagao de proteinas no figado, indicando seu potencial em
inibir a formacé&o de proteinas carboniladas.

A atividade e o conteudo de SOD, CAT e GPx também foram maiores nos
ratos diabéticos n&o tratados do que nos ratos ndo diabéticos, em resposta ao
aumento do estresse oxidativo hepatico. O aumento da atividade de GPx e CAT
pode ter ocorrido como resposta compensatéria ao aumento da produgao
endogena de H202 no figado dos ratos diabéticos, uma vez que a deficiéncia de
insulina promove a oxidagdo de acidos graxos com a consequente formagao de
H202 (HORIE; ISHII; SUGA, 1981). O aumento da atividade da SOD pode ter
ocorrido devido ao aumento da produgao de superdxido, com H202 atuando como
indutor de SOD tecidual (DIAS; PORAWSKI; ALONSO et al., 2005). O tratamento
com a fragcdo n-butanol contribuiu com a redugdo do conteudo e da atividade
dessas enzimas antioxidantes nos ratos diabéticos. Os compostos fendlicos
presentes na fragdo, por meio de suas propriedades de eliminacdo de ROS,
podem ter sido responsaveis pela prevencao da elevagao de GPx, SOD e CAT no
tecido hepatico, 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 niveis de GPx, SOD e CAT tenham aumentado no figado dos

ratos diabéticos ndo tratados, sua capacidade antioxidante total hepatica foi
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menor. Isso pode ser explicado pela redugao na atividade de G6PDH e GR, assim
como nos niveis 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 figado dos
ratos diabéticos pode ser explicada pela redugao na secregao e agao da insulina,
uma vez que a atividade da G6PDH hepatica varia proporcionalmente de acordo
com os niveis de insulina (DIAZ-FLORES; IBANEZ-HERNANDEZ; GALVAN et al.,
2006). A deplecao do nivel 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 relacdo ao tratamento com a fragdo n-butanol, os
resultados mostraram que, quanto maior a dose, maior a atividade de GR e dos
niveis de GSH.

Os polifendis, especialmente as proantocianidinas, tém a capacidade de
estimular a biossintese de GSH e/ou reduzir o estresse oxidativo, levando a uma
menor deplecdo 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 fracdo n-butanol. Como os ratos tratados com a fragao
permaneceram hiperglicémicos e com deficiéncia na secre¢ao de insulina devido
a estreptozotocina, a atividade da G6PDH continuou reduzida, mesmo usando
doses crescentes da fragdo n-butanol.

O diabetes mellitus também pode levar ao aumento da expressao da iINOS
hepatica, como observado neste estudo. A formagao de NO pode ser resultado da
ativacao de vias de sinalizacdo sensiveis ao estresse, que podem causar danos
celulares e complicagbes tardias do diabetes (PRABHAKAR, 2004). A
combinagcdo de NO com radicais superéxido (O2°) pode levar a formagao de
peroxinitrito (ONOO"), cuja produgédo esta associada a origem e progressao do
dano oxidativo das proteinas (PACHER; BECKMAN; LIAUDET, 2007; PACHER;
OBROSOVA; MABLEY et al., 2005). A nitragdo na posi¢ao orto da tirosina € um
dos principais produtos do ataque do ONOO- as proteinas, levando a formagao 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 nao tratados nao apresentaram alteragao significativa na
expressao de nitrotirosina quando comparados aos nao diabéticos, semelhante
aos resultados encontrados por CHANG; CHANG; HUANG et al. (2012). No
entanto, o tratamento utilizando a fragdo n-butanol reduziu a expressao de iNOS e
nitrotirosina. Estudos anteriores demonstraram o potencial das proantocianidinas
na regulagao negativa da expressao da iNOS (DIAS; PORAWSKI; ALONSO et al.,
2005; KOWLURU; KOPPOLU; CHAKRABARTI et al., 2003; LEE; KIM; CHO et al.,
2007), o que justifica a reducéo da iINOS observada nos ratos diabéticos tratados
com a fragao n-butanol.

As propriedades farmacocinéticas preditas de absorgdao, metabolismo e
distribuicdo mostraram absorg¢do intestinal favoravel (> 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 absorg¢éo intestinal
para acido clorogénico, epicatequina e procianidina B2. Além disso, ndo houve
interferéncia negativa sobre o metabolismo, uma vez que esses compostos nao
inibem as enzimas do citocromo P, como CYP1A2, CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6
e CYP3A4. Os valores de fracdo nao ligada foram acima de 0,24 Fu, indicando
que os compostos da fragdo n-butanol ndo se ligam a proteinas plasmaticas
(PIRES, D. E. V.; BLUNDELL, T. L.; ASCHER, D. B., 2015). Os resultados de
Vdss mostraram uma biodistribuigdo maior nos tecidos para catequina e
epicatequina, e baixa biodistribuicdo para o acido clorogénico; procianidina B2 e
cafeoil-glicosideo apresentaram distribuicdo uniforme (PIRES, D. E. V.
BLUNDELL, T. L.; ASCHER, D. B., 2015). O Vdss €& uma das medidas
farmacocinéticas primarias do volume tedérico para permitir a distribuigdo uniforme
da dose total e fornecer a mesma concentragdo de um determinado composto no
sangue e no tecido (YATES; ARUNDEL, 2008). Quanto a toxicidade, todos os
compostos nao apresentaram hepatotoxicidade e mostraram baixa toxicidade
aguda e crbnica 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. Conclusao

Os resultados apoiam os efeitos antinociceptivos e anti-inflamatérios da
fracdo acetato de etila da casca dos frutos de A. crassiflora sem alterar a
atividade motora e sugerem que esses efeitos sdo desencadeados pela
supressao de citocinas pro-inflamatdérias e infiltracido de neutrdfilos. Além disso, o
tratamento com a fragcdo n-butanol da casca dos frutos de A. crassiflora diminuiu
as atividades de ALT, AST e ALP, peroxidacgao lipidica, carbonilagéo e nitragéo de
proteinas e conteudo de iNOS, além das atividades e conteudos de GPx, SOD e
CAT. Além disso, houve aumentos na capacidade antioxidante total, atividade de
GR e niveis de GSH. Baixos teores de malondialdeido e proteinas carboniladas e
a normalizagao do sistema antioxidante enzimatico e ndo enzimatico hepatico em
ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina tratados com a fracdo n-butanol,
combinados com analises farmacocinéticas in silico, confirmam a analise 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-inflamatérias bioativas para aplicagdes clinicas, incluindo a prevencgao e

terapia de complicacbes do diabetes mellitus e tratamento da dor inflamatdria.
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Margo de 2018.
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em polifencis da casca do fruto da Annona crassiffora Mari. em camundongos®, protocol
105/17, under the responsibiity of Cassia Regina da Silva - inwvolving the production,
mainienance andlor use of animals belonging to the phylum Cherdata, subphylum Vertebrats,
for purposes of scientific research - is in accordance with the provisions of Law n® 11.784, of
Ogctober Bth, 2008, of Decree n® 8.888 of July 15th, 2008, and the rules issued by the Mational
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meeting of Manch 08th, 2018).

Vigéncia do Projeto Inicio: 504718 Termino: 05/04/2020
Especie / Linhagem / Grupos Taxongmicos Camundongo isogénico

Numero de animais 106

Pesa [ Idade 20 g / G semanas

Sexo Machos

Crigem # Local Bioteric Central da UFLU

MNumero da Autorizacac SISBIO -

Atividade{s) -

Uberiandia, 26 de margo de 2018,

Prof. Dr. Licio Vilela Carneiro Girdo
Coordenader da CEUAMIFU
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Abstract

Different parts of Annena crassifions Mart., 5 native species from Brazilian ssvanna, were treditionally used for the treat-
ment of a wide varicty of ailments including arthritis. Thus, this study aimed (o investigate the possible antinociceptive and
anti-inflammatory propertics of a polyphenol-enriched fraction of the fruit peel of A. crassiffora, named here as EtOAc, in
mice. Pro-inflammatory cytokines and nitrec oxide (NO) prodection were evaluated i LPS-activated macrophages. Then,
EtdAc froction was admimstered by oral route in male C5TBLM mice. and the amimals were submitted o glutamate-
induced nociception and complete Freund's adjuvant (CFA)-induced monoarthritis tests to assess nociception (mechanical,
spontancous and cold pain) and mfammation {edema and neotrophil infiltration), and to the open-ficld and rotarod tests
for motor performance analysis. EtOAc fraction mmhibited the production of [L-6 and NO in the LPS-induced macrophages,
and reduced spontaneous nociception induced by glutamate, without sltering the ammals’ locomotor activity. [n addition
the polyphenol-enriched fraction was sble to revert the early and late hyperalgesia induced by CFA, as well as edema at the
acute phaze, Reduction of myeloperoxidase activity and inflammatory cell mfiltration was ohserved in the paw tissue of mice
injected with CFA and treated with EtOAcC fraction. Together. oor resolts support the antinociceptive and anti-inflammatory
effects of the polyphenol-enriched fraction of A. crassifens fruit peel and supggest that these effects are triggered, at least in
part, by suppressing pro-inflammatory cytokmes and neutrophils infiltration.
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Introduction inflammatory pain such as that experienced in arthritis
represents a chronic condition that most often affects the
Pain 15 the most common complamt mn the medical fGeld, world's population { Brennan-Olsen et al. 2007), and the use
which impairs the quality of life of many patients (King  of complete Freund's adjuvant {CFA) has been employed
and Fraser 2003} Among the different types of pain.  as a rodent model to study new therapies for inflammatory
pain {((Miveira et al. 2014; von Banchet et al, 2007; Wandj

et al. 2018}
5 Canals Regina Siva The treatment of inflammatory pain mainly consists of
casia. regina @ ufube the use of nonsteroidal anti-inflammatory drugs, corticos-
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therapeutic inlerventions in varous mfammatory diseases
(Budovsky et al. 2015; Calixto et al. 2005; Middleton
1998; Quintans et al. 2014). Examples are the phenolic
compounds, such as Havoneids, which are known to have
anti-inflammatory activity in mammalian cells. Also, their
anti-inflammatory action is associated with their anbiox:-
dant capacity and shility to reduce the production of pro-
inflammatory cytokines and mitric oxide {NO) (Hughes
etal. 2017; Kim et al. 19949; Serafing ot al. 2000).

In this sense, our group has concentrated efforts in the
search for new bivactive molecules from natural products
cifective in the treatment of pain and inflammation (da
Silva et al. 2015; de Moara et al. 201 8; Silva et al. 2003).
An example is the Amnona crossiflora Mart. plant, belong-
ing to the Annonaceae fumily, a native species of the Bra-
rilian savanna. The fruit is popularly known as araticum.
and the infusion of some parts of this plant is used by
traditional medicine in the treatment of different climcal
conditions, including inflammatory pain such as arthri-
ns, wounds, venereal diseases, snekebites and microbial
infections (Silva et al. 2014b; Vilar et al. 2008). However,
scientific reports demonstrating analgesic and anti-mélam-
matory effects of this species are still limited. and da Costa
Oliveirs et ol. (2018) have previously demonstrated the
anti-imffammatory and antimociceptive effects of hydroal-
coholic fractions obtained from A. crassiffora leaves.

Recently, we conducted a pre-purification of the crude
ethanol extract of A crassiffons fruit peel, obtaining 2 non-
eytoxic palyphenol-enriched fraction (EtQAc) (Justino
et al. 2016). HPLC-ESI-MS5/MS analysis sugzested the
presence of various phenolic compounds in EtOAC frac-
tion, such as caffeoyl-glucoside, (epijcatechin, feruloyi-
zalactoside, quercetin-glucoside, kaempferol and B-types
procyanidins (Justino et al. 2016). In addition, we showed
that EvQAc fraction had pro-fibrogenic capacity, antioxi-
dant activities and anti-inflammatory properties in tssue
repair {de Moura et al. 2008; Justino et al. 2017). Since
antioxidant inducers and ROS scavengers are expected
1o have or enhance antihyperalgesic activity (Singh and
Vinayak 20115}, we decided to investigate the effects of the
polyphenol-enriched fraction of A. crassifiora frunt peel on
animal models of scute and persistent pain.

Therefore, in this investigation, we first evalusted the
protective effects of all the fractions obtamed from A.
crassiflorg fruit peel on mierleskin wmor necrosis factor
@ (THF-r), [L-6 and NO production from lipopolysac-
charide (LP5)-activated macrophages. Furthermore, we
also evaluated the antinociceptive potential of EfOAc frac-
tion 10 the glutamate-induced nociception, as well as its
anti-inflammatoryfantiarthritic properties in CFA-induced
inflammatory pam in mce (Cavalcanti 2017, Olivers et al.
2014).
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Material and methods
Drugs and reagents

Reagents and solvents of analytical grade were porchased
from Sigma (Sigma, St Lows, MO, USA) or from local sup-
plicrs. Water used was Milli-Q® obtaned by deionized water
that was filtered on a millipore filter.

Preparation of plant material and liquid-liquid
fractioning

Fruits of A, crassiflora were collected in the north region of
Minas Gerais State, in March 2017. The plant was identified
by André Vito Scatigna from the Biology Institute of the
Federal University of Uberandia, Uberlindin-MG, Braxil.
A voucher specimen (HUFU68467) was deposiied in the
herbarium of this [nsttution. The peels of A crassifiora frt
were separated from pulps. and the dried and powdered peels
(1.0 kg) were extracted by the maceration method for 3 days
with 98% ethanol (EtOH) (6 L) i moom temperature. This
process was performed two times. Afier fliration, ethanol
wus removed using a rotary evaporator (Bunchi Rotavapor
B-210, Swiatrerland) in a water buth ot 40 °C wnder reduced
pressure (49.7 g, 4.97%). The crude EtOH extract (10.0 g)
was resuspended in a methanolwater (MeOH:H,0) sofu-
tion (91, v v~', 150 mL), filtered and submitted to a ligg-
wd—liguid extraction according to Justine ef al, (20016} using
n-hexane (4 150 mL. (.17 g}, dichloromethane (CHACL,)
(42 150 mL. 031 g). ethyl acetate (EvO0AC) (42150 mL,
271 g}, and n-butanol (n-BuOH) (43 150 mL, 2.65 g). The
extractive solvents were removed using a rotary evaporator
under reduced pressure at 40 *C and the fractions were fro-
zen and lyophilired 1o remove the remaining water.

Animals

Male CA3TBLAMA/MUFL mice. weighing 2025 g at & weeks
of age, were used in the experiments. Anmals were housed
in & controlled environment (22 & 2 °C) with a 12-h light/
dark cycle (hights on between 6:00 AM and 6:00 PM) and
fed standard laboratory chow and tap water ad libitum. The
animals were acclimatized to the experimental room for at
least | h before the experiment. Each snimal was used only
once. All animal handiing and procedures complied with the
ARRIVE guidelines and were approved by the Ethics Com-
mitiee i Amimal Experimentation of the Federal Univer-
sity of Uberlindia (CEUA/UFU-105/17. March 26™ 2018),
The number of animals and mtensity of noxious stimuol
used were the minimum necessary to achieve the consistent
effects of drug treatment, in accondance with current ethical
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guidelines for the investigation of experimental pain in con-
scions ammals (Zimmermann 1983). Behavioral observa-
tions were performed in 2 blind fashion by investigators.

Generation of bone marrow-derived macrophages
(BMDM)

This method was based on Larmonier et al. (2003} Mac-
rophages were obtained by differentiation of bone marrow
cells from 6—8-week-old male C5TBLA mice. Bone mar-
row cells were extracted by Rushing bone cavity with RPMI
L&4ll into a 15 mL sterile polypropylene tube. The cells
were homogenized and the cell suspension was centrifuged
(40xg for § min. 4 *C). The pellet was homogemzed in
RPMI-1640 supplemented with 20% of fetal bovine serum
{Gibeo), 2 mmol L= L-glotamine, 100 U mL™" penicillin,
106 pg mL=! streptomyein and 30% L929-cell-conditioned
mediom (LCCM), which was psed as a source of mac-
rophage colony-stimulating factor (M-CSF) Cells were kept
an 3T *C and 5% OO0, atmosphere until total differentiation
{57 days); 5.0 10° cells were cultured to generate BMDM.
BMDM were collected after 4 days by removing the super-
natant of culture dishes and detaching adherent cells using
sterile ice-cold phosphate-buffered suline (PES).

Analysis of nitric oxide (NO}, IL-6 and TNF-a
production

Cells were transferred to 96-well plates and treated with
different concentrations of n-hexane, CH,Cls, EtdAc and
n-BuOH fractions of A. crassiffors fruit peel (0.1, (0.3,
1.0 pg mL™"), After 24 b, macrophages were stimulated by
LPS {100 ng mL="} and & h after collection of the superna-
tant, the levels of inflammatory mediators (nitric oxide, [L-6
and TNF-u) were analyzed. The accomulation of nitrite, an
indicator of the production of nitric oxde. was determined
by a colorimetric assay using the Griess reaction {Granger
et gl 1996). [L-6 and TNF-a were detected using mouse-
specific [L-6 and TNF-a DunSet kit sccording 1o the manu-
fecturer's protocol (K& D System). The fraction that showed
higher inhibitory potential against NO., IL-6 and THF-o was

used in the m vivo assays.
Glutamate-induced nociception

An acute model of pain induced by intraplantar {1pl} imyec-
tion of glutamate (10 pmolfpaw) was used in the right
hind paw of mice; the final volume of injections was 20
pL (Covalcant: 2017). For this assay, three groups of ani-
mals were pre-treated orally (gavage) with the polyphenol-
enriched fraction of A. craasifions froi peel (ErQAc, 10, 30
and 100 mg kg'l, diluted in distilled water) 20 min before

ipl injection of glutamate. The control group received 1pl
glutamate injection (10 pmolfpaw) and oral ireatment
with vehicle. Immediately after the injections, the animals
were placed m flat glass chambers (9 11 % 15 cm) and the
nociceptive response (licking ime and paw shaking ) was
timed for 30 min and the results were expressed as ime of
nociceptive responses in seconds (5). The dose of ErQAc
fraction that presented the best antimociceptive effect 1n
this test was used in the evalustion of the other parameters
throughout the study.

CFA-induced inflammatory arthritic pain

As 8 model of acute and chronic arthritis pain, intraplantar
(ipl) injection of complete Freund's adjuvant (CFA )} was
performed sccording to Oliveira et al. (2014). The animals
received ipl injection of 20 pL of CFA [| mg mL™' heat-
killed M. tuberculosis in paraffin oil (85%) and mannide
monooleate ( 15% )] in the right hind paw, The nociceptive
parameters observed at 1. 2. 4. 6 and 24 h after CFA injec-
tion were considered as acule responses. while the chronic
response wias evaluated 48 h after CFA administration.
The amimals were orally treated {gavage ) with 30 mg kg™
EtCrAc fraction and. 30 min after. received the CFA injec-
tion; at'ter 48 h, the same animals were treated again with
Etl¥Ac and pain measures were done 1, 2, 4, 6and 24 h
after this second treatment. The control group received
the ipl mjection of CFA and was treated with vehicle. The
antinociceptive effect of treatment tested was evaluated
through several nociceptive parameters: static mechani-
cal allodynia, spontaneous nociception and cold allodynia.

Mechanical nociception

Animals were habituated in individual clear glass boxes
(427211 cm) on elevated wire mesh platforms to sccess
the ventral surface of the hind paws. The mechanical
sensitivity was then analyzed with Yon Frey filaments
(006 2) applicd 10 the surface of the right hind paws
of the amimals. Paw withdrawal threshold was determined
using the up-and-down method deseribed by Chaplan et al.
(£994), with modifications. When the animal responded 1o
the stimulus. the next small Glament was used, and when
the animal did not respond to the stimulus. the next largest
filament was nsed. The weakest filament able w elicit o
response was considered to be the mechanical nociceptive
threshold (log mg). Withdrawal thresholds were venfied at
several time points after CFA injection {aoute snd chronic
phases. as cited above) and were compared with the base-
line values (before CFA injection),
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Spontaneous nociception

To evaluate spontaneons nociception, prior 1o mechani-
cal sensitivity measurements, the animals were classified
according to their behavior to support the paw correspond-
ing to the pow mjected on & spontancous nocleeption on u
scule that vares from (o 3, sccording to Coderre and Wall
{1987), with modifications. In this scale, 0 15 considered
for bodyweight normally distributed on all four paws: 1 for
bodyweight slightly deposited on the tip of the injected paw:
2 for bodyweight deposited on the injected paw put aside and
3 for fully recovery leg corresponding to the injected paw.

Cold nociception

The cold sensitivity of the animals was evaluated by a stimu-
lus using acetone (20 pl), sccording o Caspani et al. (2009),
with modifications. For this purpose, paw licking and shak-
ing responses of the animal were observed and chronometer
after cooling cansed by the evaporation of acetone topically
applied to the right hind paw. The results were expressed as
time of nociceptive responses in seconds (5).

Paw edema

The paw edema induced by CFA injection was considered as
the paw thickness increase, measured with a digital caliper
{S1lva et al. 2016). Paw thickness was venfied ot several ime
points after CFA injection, m acute and chronic phases, and
compared to baseline values. The results were expressed as
paw thickness (mm). The caliper position was done m all the
measures in the center of the hind paw.

Neutrophil infiltration

To assess the neutrophil infiltration in paw tissue, paw skin
saumples were collected 4 b after vehicle or CFA intraplan-
tar injection (4.5 h afier reatment with 30 mg kg™ Ei0Ac
fraction (p.0o.)), and the myeloperoxidase (MPO} activity
was evaluated. First, samples were obtained and homog-
enized with 2 motor-driven homogenizer in sodinm acetate
buffer containing 0.5% HTAB and kept at 4 *C, centrifuged
and the supernatant was then incubated with acetate buffer
and 3.3'5.5" tetramethylbenzidine for 3 min at 37 *C. The
reaction was assessed by a spectrophotometer at 630 nm
{Molecular Devices, Menlo Park, CA, USA). The values
were expressed as optical densitiez. corrected for the protein
content, which was measured according to Bradford { 1976).

Histological analyses

Paw samples were collected 4 b after CFA mjections [4.5 h
after treatment with 300 mg Eg" EtDdAc fraction (p.o.)]

] Springer

and fixed in 10% formaldehyde 0.1 mol L™ phosphate-
buffered saline for 24 h. The paws were demineralized
in 4.13% EDTA pH 7.4 solution for 4 weeks, and then
embedded in paraffin wax. From each paw, six semi-serial
histological sections were obtained (5 pm) and stained
with hematoxylin—eosm (H&EE) (n=4 snmals/gronp) All
histological sections were scanned with the Aperio AT
Turbo Scanner (Copyright 2003 Leica Biosystems Imag-
ing, Inc. Nulloch, Baden-Wiirttemberg/Alemanha) at a
magnification of 20 . Three random fields were observed
in cach H&E-stamed slide 1o quantify the inflammatory
cells (polymorphonoclear leukocytes) presence i the
dermis layer at the paw tissoe wsing NIH Image I 15.6
software (NIH, Bethesda, MD. USA). The resuolts were
expressed as the number of polymorphonoclear cells per

field.

Open-field and rotarod tests

We also performed the open-field and rotarod tests 1o
exclude the possible nonspecific muscle relaxant or seda-
tive effects of EtOAc fraction over spontaneous or forced
lncomotor activity, respectively (De Pra et al. 20017). Mice
were tested in an apparstus equipped with a rotating bar
(speed =35 turns/min; diameter=1 cm: length=25 cm}). All
animuls were first submitted to o section of traimng where
antmals with three or more falls during & 120 s sechion were
excluded. 24 h later, animals were reated with 30 mg kg™
EtCAc fraction (p.o.), vehicke or 10 mg kg™ diazepam (p.o.)
120 min before the rotarod test. The expeniment lasied 2 min
(n=~ffgroup). The number of falls and latency to the first fall
from the apparatus were recorded for a duration of 240 =
In the open-feld test, the open-field apparatus consisted
of a box measuring (28 18 12 cm) with a Aoor that was
divided into 15 identical arces. The animals were treated
with 30 mg kg™ EtDAc fraction (p.o.b or vehicle. Two
hours later, the animals were transferred to the apparatus
und observed for 5 min. The number of areas crossed with
all paws {crossings) and the number of rearing responses

were recorded.

Statistical analysis

The statistical annlyses and graphics were done using Graph-
Pad Prism 6.0 software. All analyses were performed in
triplicate and the data were expressed as mean =+ standard
error. The significance of difference was calculated using
one-way and two-way ANOVA, and Dunnett’s and Tukey's
post-tests for multiple comparisons, and Kroskal-Wallis
test and Dunn's post-test for non-parametric data. Values of
< 04015 were considered significant.
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Results
Extraction and liquid-liquid partition yield

The wtal yield of the crude ethanol extract of the A. cras-
sifteera fruit peels was approximately 5% (=50 g of crude
extract for every | kg of dried peel)l. Among the organic
fractions from the crude ethanol extract of A, crassifiora
fruit peel, n-hexane, CHLCL,, EtOAc and n-BuOH fractions
showed yields of about 2, 3, 25.5 and 25% (in relation w the
crude extract). respectively.

Effect of EtOAc fraction on nitric oxide, IL-6
and TNF-a production

Because inflammatory stimulus induces the release of dif-
ferent inflammatory mediators such as cytokines and nitric
oxide, being also involved in tissue destruction during the
progression of arthrits (Mang et ol. 2004), all fractions from
ethanol crude extract of A. crassiflors froit peel were first
tested for in vitro nitric oxide (NO), [L-6 and TNF-a pro-
duction (Fig. 1). LPS stmulated NO, IL-6 and TNF pro-
ductions in the differentisted macrophages (p< 0001, The
reatments with EtOAc fraction al concentrations of (.1
and 0.3 pg mL=!, and n-BulH at 1 p mL™! reduced NO
(Fig. 1b) and IL-6 (Fig. 1d) production in the EPS-stimu-
lated macrophages (p< 0001); n-hexane and CHLCL, frac-
tions were not able to reduce NO neither IL-6. With regard
t0 THF-ax. no redoction in its production was observed
with the trestment n the LPS-stimulated macrophages
(Fig. ). Interesungly, LPS-induced macrophages treated
with CH,Cl, showed merease in NO and [L-6 levels at
0.3 pg mL™", and in TNF-x at 0.1 pz mL™ . n-Hexane also
stimulated [L-6 (at 0.3 and 1 pg mL™") and TNF-a produc-
ton {ut (L1 pg mL""}in the LPS-induced murcrophages. With
regard (o the macrophages withoot LPS mduction, CHLCL,
fat 0.3 pg mL™") and n-BuOH {at 0.1 pg mL™" fractions
stimulated NO producton (Fig. La). Since EtOAe fraction
did ot stimulate MO, [L-6 and TNF-o productions and was
able to reduce their production in the LPS-stimolated mac-
rophages. this frachion was wsed for the in vivo assays.

Effect of EtOAc fraction on glutamate-induced
nociception

To investigate the possible antinociceptive in vivo effects
of the polyphenol-enriched fraction of A. crassiffora fruit
peel, acute nociception imduced by intraplantar glutamate
injection wis tested, since glutamate receptors and MO have
been implicated in nociception induction (Leong et al. 2000;
Meller et al. 1996: Zimmermann [983). A dose—response

curve was constructed with EtOAc fraction admimstered by
the oral route, As shown in Fig. 2, glutamate at 10 pmol 20
pL.=" per paw mduced a licking behavior characterizing noci-
ception development, which was reduced by the oral admn-
istration of ExOAc fraction at 30 and 100 mg kg™ (p <0.05),
with inhabitions of 75 and 44%. respectively. The dose of
30 mg kg™ was selected to perform the next experiments.

Effects of EtOAc fraction on inflammatory arthritic
pain

To evaluate the possible antinociceptive effect of EtQAc
fraction in acute and persistent puin. mice were injected
with CFA and we observed the development of early and
late mechanical hyperalgesin, when compared with the base-
line measure, characterized by a significant reduction in the
paw withdrmen threshold when the von Frey filaments were
applied to the injected paw (p<{.01) (Fig. la. d). The pre-
treatment of mice with EtOAe fraction (30 mg kg™, p.o)
presented o reduction in the early hyperalgesia indoced by
CFA (2040 h after its admimstration, g < 0001) (Fig. la),
Furthermore, Ef0Ac fraction {30 mg EE". poo. ) was able o
reverd the late hyperalgesia induced by CFA (1.0-6.0 h after
its administration, p<0.05) (Fig. 1d). In addivion, ExOAc
fraction reduced the cold nociceptive responses st 4 h {acute
and chromic phases, p< 0.05), indicated by the decrease in
the paw licking snd shaking when the injected paw was
exposed o acetone (Fig. 3b, e). However, sponianeous pain
was similar between the groups at both acote and chrome
phases (Fig. 3c. f. respectively ).

Effects of EtOAc fraction on inflammation induced
by CFA

Mice mjected with CFA presented edema charscterized by
paw thickness increase, when compared with baseline meas-
ure, mainly ot 24 and 48 h after CFA imjection (39201 to
45402 mm, p<005) (Fig. 4u. b). The pre-reatment with
EtC}Ac fraction prevented the edema formation caused by
CFA a1 2, 4 and 24 h after its administration in the acute
phase (p<0.05) (Fiz. 4a). EtOAcC fraction wus not able o
reduce the edema development in the chronic phase (4h).
To venify if the reversal of hyperalgesis and edema pro-
maoted by EAOA: fraction {30 mg kg™, p.o.) was also asso-
ciated with a reduction in leukocyte infiltrution, 4 h after
CFA injection the infiltration of leukocyte was assessed by
the measurement of myeloperoxidase activity {MPO, marker
for neatrophils) in the hind paw tissues. CFA increased
the MPO activity when compared with the vehicle group
(p=0001) (Fig. 4c). The trestment decreased this inflam-
mutory parameter with an inhibition of 40+ 12% (Fig. 4c).
In addition, we performed the histological analysis to
confirm the lenkocyte infiltration st the paw tissue. at 4 h
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after CFA injection. Here, we observed that CFA increased
the lenkocyte infiltration at the paw skin tizsee when com-
pared o the vehicle group (control) (Fig. 6). The number of
infiltrated mflammatory cells was lower in the group reated
with Et0Ac fraction (30 mg kg™, p.o.) when compared
with the group that received onty CFA. with an inhibition
of 40 O (p < 0.001 ) (Fig. 5).

Motor coordination in open-field and rotarod tests

In addition, Table | shows that motor performance was
not significantly influenced by EtOAc fraction treatment
i 30 mg kg™'. p.o.} in comparison o the vehicle group.

Discussion

The wse of plants with medicinal properties as analgesic
und anti-infliammatory agents has guined prominence in the
control and treatment of acute and chronic pain conditions
{Maroon et al. 2000; Cuintans et al. 2004). Whole plants or
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Fig. 3 Tume response of the polyphencl-enriched fractoon from A, admimstration of EiOAc fraction, and B denotes the threshold 48 h

erussiflors peel {EiDAe, 30 mg kg™ po) on mechanscal hyper-
sensitivity, cold lyperalgesia amd spontanecis nociceplion af acule
(1=24 h after niaplamar injection of CFA) (a—¢, respectively) and
chromc {48=T72 h afier intraplantar fnjection of CFA) (d-I. nespec-
tvely) phases in mece (m=H). Er0Ac fraction was admemistend
(.5 h belore CFA inpection and 48 h after CEA injection. BO denotes
thi baseline threshold before intraplantar igection of CEA and aral

after mtraplantar injection of CEA and before the second oral admin-
wrration of Exdae fraction. Resulis expressed as mean+ SEM. Two-
way ANOVA followed by Bonferroni's post bhoc sest, ™p<(ul,
"5 < U when companed with the baseline (B} group: *p < (L0S,
®in <00 amd ***5p < 0000 companed with the group that received
omly the intraplantaes mjectaon of CFA. EnAe ethiyl acetate Traction
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Fig.4 Tmme response of the palyphenod-enriched faction from Ao
crussiffern peel (E10Ac, 30 mg kg, poou) on paw edema induced by
istraplasitar ingectibon of CFA in mice (n=%) at acwe (1-24 h after
msteaplantar ingection of CFEAY (a) and chronde (45-72 h after mirs-
Ellal.ﬂ;rr i.n_a.'l.'lilm of TEAY (k) phases o mice (n=4), Ed3AC {ractiea
was adminigtered 0.3 b before CFA ingection and 48 h afier CFA
mjection. BO denotes the haseline threshold befone intraplantar imjec-
tion of CIFA and oral sdmiistraton of EeOAc fracton, and B denotes
the dereshold 48 b after meraplamtsr ingection of CEA and before the

mixturesfextracts of plants are used rother than solated com-
pounds due to the access may being mone affordable than
acguiring isolated molecules {Wagner and Ulnich-Merzenich
200493, Also, the synergistic mteraction or molb-factorial
eifects between compounds present in herbal extracts may
increase the biological effects.

Amneng crassifiora Mart. 15 8 medicinal plant popularly
used in the treatment of inflammatory and painful ailments
such as rhenmatism, wounds, venereal diseases, snoke bites
and microbial infections (Silva et al. 2014a; Vilar er al.
2008). However, little 15 shown in the literature about the
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second oral admintaration of ErOAc fraction. ¢ shows the myelop-
cronidase activity of paw tssee of mice 4 b after veldcle or CFA
intrplantar injecton and 4.5 h afier reatment wath Ei)Ac frnction
(r=d}. Columns represents the mean + SEM. Two-way ANOVA fol-
lowwed by Bonferroni™s post hoc test and one-way ANOVA {ollowed
by Dumneit as post-zag. "p<005, *ponl, ™po000] when
compared with the baseling (BO) or vehscle group; *p< 008 and
ErEn 00 compared with the group that received only the intra-
plantar inpection of CFA. EwrAc ethyl acetate fraction

ant-inflammatory and analgesic effects of this plant, more
specifically its fruit peel. Thus. we seck to confirm the
popular ose of this plant and evalnate the possible mecha-
misms that the fruit peel may exert in in vitro and m vive
models of acute and persistent inflsmmatory pain. Here.
we demonstrated for the first time the protective effects of
the polyphenol-enriched fraction of A, crassiffora fruit peel
(EtOrAc fraction) on [L-6 and NO production from LPS-
sctivated macrophages. Furthermore, we also observed the
antmociceptive effects of EtOAc fraction on the glotamate-
induced nociception, as well as on the inflammatory acute
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. Vehicle

“ CFA + EtOAc
e

Fig.5 Effect aof the oral slmimsiration of the polyphenol-enriched
fraction from A crssifforn peel on polymoe phonuclear cell infiliea-
ton. Bepresentative light macrophotographs of paw tssee of mice
treated only wath velicle (10 mL kg™, pood) {a), 4 h after CFA inlrs-
plantar imjection (b)) and 4 h after CFA intraplaniar inpection and
4.5 b after treatment with Ei0Ac Traction (30 mg kg™, p.o. ek

Table 1 Spontancous {open-fleld) and forced {rotarod) locosmotor
activity observed 1 and 2 b, respectively, after the admindstration of
vehicle {10 mL tg", poock, E10A fraction (30 mg tg", o} or the
positive contral diazepam (10 mg ke~ poy{n=4)

Treatnent Open-fleld Rotarod
Crosings  Fearings  Latency to first fall
Wehicle 10 mL kg™ 453186 113+£27 120+6s
ErAe fraction S32426 03£22 10+10s
30 mg kg™
Digzepam 10 mg kg™ - - 42416 %

Resulis expressed as neean + SEM ANOVA followed by Tukey post
hioe pest, *p < 0005 compared to vehicle groap

and persistent pain induced by CFA in mice. Also, we dem-
onstrated that EtOAc has anti-inflammatory effects protect-
ing from CFA-induced edema development and neutrophil
infiltration in vivi.

A previous study showed the presence of the major phe-
nolic compounds i the EtOAc and n-BuOH polar fractions,
such as quinic acid, caffeoyl-glucoside, (epijcatechin, procy-
anidin B2 and feruloyl-galactoside, which were identified in

d -

= CFA + EiDAc (Mhme kg

H#EH

LE2]

Polymorphomuclear cells/field

Representative graph of the number of polymorphonuclear cells per
fiedd (D). Each column represents the mean + SEM for four andnsals.
ANOVA followed by Dumneil as post-iest, **p <000 compared
with wehicle group, ***p<0000 compared with the group that
received only the inraplantar ijection of CFA. ErAc ethyl acetae
[ractaon

both fractions (Justino et al. 2006). In addition, procyanidin
C1. quercetin-glucoside, kasmpferol-rutinoside and kaemp-
ferol-glecoside were identified in EvOAc fraction, whereas
citric and chlorogenic acids were identified only in n-BoOH
fraction {Justino et al. 2016). The phytochemical characteri-
zation of EtOAc and n-BuOH fractions of A. crassiflora froit
peel nsing HPLC-ESI-MS/MS corroborated thear high total
phenolic, flavonoid, and proanthoc yanidin contents (Justino
et al. 2016), contributing to the improvement chserved in
the nociceptive and inflammatory parameters. Furthermore.
the most spolar n-hexane and CH,Cl, fractions were also
previously analyred showing the presence of alkalowds,
stephalagine being the major isoguinoline alkaloid { Pereira
et al. 2017). Interestingly, the CHLCl, alkaloidal fraction
stimulated MO production in the macrophages. Some stud-
ies have shown the role of aporphine alkaloids in NO pro-
duction via inducible NO synthase pathway (Chang et al.
2004; Law et al. 2015; Zho and (han 2006). n-BuOH fraction
also increased NO levels in the macrophages, which may be
attributed to the presence of chlorogenic acid, since previ-
ous stdies showed that this phenolic compound increased
the production of NO (Tiang et al. 2016; Yamagata 2018).
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Several studies suggest that inflammatory mediators as
cytokines and MO are important for acute and persistent pain
at both. peripheral and central levels (Beirith et al. 2002: da
Sibva et al. 200 1; Rossato et al. 20049; Singh and Vinayak
2005 Spaller et al. 200%). In this way, we firit observed that
the palyphenol-coriched fraction of A. crassiffora frut peel
was able to reduce NO and [L-6 production in the LPS-
stimulated macrophages. However, this is not observed for
TNF-a. These are different cytokines with different control
pathways, therefore we are using a fraction extracted from
a natural product where different molecules can be found,
not necessarily inhibiting all inflammatory cytokines. In
accordance, a large number of phenolic compounds have
been reported to inhibit the secretion snd expression of
pro-inflammatory cytokines, and modulate NO bioavail-
ahility by acting on the expression andfor activity of the
NO-producing enzymes (Duane et al. 2014; Leyva-Lopez
et al. 2016). Some studies have demonstrated that proantho-
cyanidins and Asvoncads, like those foand n EsOAc fraction
such s catechin, kaempferol and guercetin, including their
glycosylated forms. redoced NO, [L-6 and TNF-ao secre-
tion levels in LPS-stimulated macrophages (Leyva-Lopex
et al. 2016). Anti-inflammatory effects of Aavonoids by
inhibiting expression and secretion of cytokines and NO
are involved with modulation of transcriptional factors such
as factor nuclear kappa B (NF-xB) and activator protein |
{AP-1), and inhibition of inducible NO synthase (1NOS),
respectively (Duarte et sl 2014; HimilGinen et al. 2007;
Leyva-Lopex et al. 2016; Limirakul et al. 20016; (Mszaneck
et al. 2002: Sancher-Fidalgo et al. 200 3). Nevertheless, more
studies need to be done to clanfy these mechanisms for the
polyphenol-enriched fraction of A. crassiflona fruit peel.

Following, it is well known that plant-derived poly-
phenols. specifically flavonoids. have antinociceptive and
anti-inflammatory effects in different pain models, with
suggested modulation of glutamate receptors, NO and pro-
inflammatory cytokines production (de Oliveira et al. 200 6;
Druarte et al. 2004: Leyva-Lopez et al. 2016). Thus, we
decided to investigate the antinociceptive potential of EsOAc
fraction in a glutumate-induced acute nociception model.
We observed that EtOAc fraction at 30 and 100 mg kg™
prevented glutamate-induced pain when administered by
the oral ronte. Glutamate 15 2 MAJOr excitatory Neuroirans-
mitter in the ceniral nervous system (Coderre 1993). The
glutamuate receptors are important in the peripheral. spi-
nal. and supraspinal nociceptive neurotransmizsion. which
is mediated by both M-methyl-o-aspartate (NMDA) and
non-NMDA receptors, as well as by the release of NO and
NO-related substances, which may produce hyperalgesia
{Beirith et al. 2002). The antinociceptive effects of EvDAc
fraction can be attributed 1o the presence of lavonoids in
this frection (Ali Khan et al. 2018). Quercetin and epicat-
echin, which are present in EtOA¢ fraction, are reported to

&) Springer

inhibit glutamate-induced nociception through mechanisms
that imvolve intersction with L-arginine-nitnc oxide, seroto-
nin, and GABAergic systems (Filho et al. 2008: Lopes et al.
241 2). Hence, an effect of the polyphenol-ennched fraction
of A. crassiflora fruit peel directly on the receptors or sec-
ond messengers related to these transmitters could wvond the
nociceptive response. The effect of A. crassiflora froit peel
against nociception induced by glotamate is of great inter-
est, since glutamate plays a significant role in nociceptive
processing in both central and peripheral nervous systems
(Millan 1999).

Interestingly. the antinociceptive/anti-inflammatory
cffects were observed when EtOAc was given within a very
Iimited dose range. This may be justified by the fact that
these activities are not achieved by the major compounds
present in the fraction at lower concentrations. Alzo, when
the amount of EtQAc exceeded a certain point, its thera-
peutic impact declined. At high concentrations, there may
be multi-factors and more complex biological effects, such
as antagonistic effects among the compounds present in the
fraction mixture, moltiple binding sites or multiple targets
that form colloidal aggregates at relevant concentration,
which may contribute to the loss of activity st higher con-
cenirations (Owen et al. 2014,

We al=o explored the antinociceptive and anti-inflamma-
tory patential of EtOAc fraction in & CFA-induced inflam-
mutory acute and persistent pain model. Inflammatory stim-
uli such as CFA induce s cascade of inflammatory mediators
such as cytokines, resulting i inflammatory hyperal gesia,
which is exscerbated pain intensity, and allodynia, which s a
pan to zn maocwous stmel (Cunba et al. 2005: Loeser and
Treede 2005). In nccordance with our hypothesis, the treat-
ment of 30 mg kg™ EtOAc fraction reduced the acute and
persistent allodynia indueed by CFA, which 1s also in agree-
ment with the antinociceptive effects of the EtOAc fraction
in glutamate test. In addition. the polyphenol-enriched
fraction diminished the cold hyperalgesia response of mice
imjected with CEA. Additionally, another important com-
ponent of inflammatory pain is the oxidabive stress, and 1t
has been demonstrated that antioxidant therapy and reactive
oxygen species (ROS) scavengers are considered for their
passible antinociceptive activities (Cai et al. 2003; Singh
and Vinayak 20015; Trevisan et af. 2014) In this sense. we
have previously observed the antioxidant potential of Et0Ac
fraction (Justino et al. 2006).

Furthermore. the mice that received the intraplantar CFA
injection presented a marked increase in paw thickness. which
was reveried by EtOWe fraction at the acute phase of CFA-
induced inflammation. CF note, the treatment with the ExDAc
fraction was able to not only reduce pew ocdema but also pre-
vent the neutrophil infiltmtion induced by CFA. The increase
in myeloperoxidase activity (which is an indirect evidence for
neutrophil infiltration) was chserved in the inflamed paw tissue
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4 b after CFA injection. In accordance with our myeloper-
oxbdase activity findings, cell mfiltration was also confirmed
by histobogecal analysis, demonstrating lenkocyte miiltration,
at least up to 4 b after CFA injection. The oral administra-
tion of EW0AC fraction {30 mg kz™") neduced MPO activity,
which was reinforced by histological snalyses that showed &
reduction 1 the infilirated inflammatory cells of mice mjected
with CFA and treated with the polyphenol-ennched fraction
of A. crassiflora fruit peel. Thus, the antinociceptive action
of EtQAc fraction appears to be associated with a local anti-
inflammatory sction. The findings suggest that EtCdc fraction
presents notable ant-inflammatory and antinociceptive activi-
ties that may be mediated by suppressing pro-inflammatory
cytokines and neutrophils mnflration.

These ant-inflammatory cifects observed for A, crassi-
Morr froit peel may have been mediated by proanthocya-
nidins and flavonoids present in the polyphenol-ennched
fraction, such as quercetin and catechin, which previously
showed significant effects on the subchronic and chronic
process of adjuvant arthritis and played a role by inhibiting
the release of NO, IL-1 and IL-6 {Guardia et al. 2001 Jhun
et al. 2013). The anti-inflammatery mechanism of flavo-
noids 15 atiributed 1o thewr chemical structures, e.g., a planar
nng system in molecule, unsaturation m the C ring at the
C2-C3 position and the number and position of OH groups
at the A and B rings (Himiliinen et al. 2007: Leyva-Lopez
ct al. 2016). Therefore, being able to downregulate cytokine
expresston and secretion represents a very promising alter-
native to be psed as a reatment of inflammuatory-related dis-
eases such s arthritis.

It 15 also important to note thet Et0Ac fraction at
30 mg kg™ did not demonstraze alterstions in locomaotor
activities in mice as evidenced by the open-field and mta-
tory tests. Also, we have previously observed that the ExOAc
fraction has no cytotoxicity when analyzed using the MTT
test in vitro in NIH/3T3 fibroblast cells (Justing et al. 2016).

In conclusion, our results support the antinociceptive
and anti-inflammatory effects of the polyphenol-enniched
frechion of A, crassiffors frmt peel without alisrng motor
activity and suggest that these effects are triggered. at least
in part. by suppressing pro-inflammatory cytokines and neu-
trophils infiltration. Thus, the current findings have strongly
supported the claim that the fruit peel of A, crassiflora, a
species from the Brazilinn Savanna, a global biodiversity
hotspot, possesses antiarthritic activity based on the dats
from the corrent results, which arises ss an interesting natu-
el source for inflammatory pamn management.
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ABSTRACT: A polyphenol-enriched faction from Asaoma crosdflors fruit peed (Ac-Pef) containing dilorogenic acid,
{epijcatechin, procyanidin B2, and cafeoylglocoside wis investigated againag hepatic ocddative and nitrosative stress in
streptozotocin-induced diabetic rate. Serum hmhmi:ﬂﬁw.emﬂ hepatic oxidative and nitrosative status, glutathione defense
system anabysis, and in silivo assessment of absorption, distribution, metsholism, excretion, and togcity (ADMET) of the main
compounds of Ac-Pel were carried out. Ac-Pef treatment during 30 days decreased serum alanine aminotransferase, aspartate
aminotransfersie, and alkaline phosphatase activities, as well as hepatic lipid peresidation, protein carbomylation and nitration,
inducible nitric odde synthase level, and activities and expresssons of glutathione peroxidase, superoxide dismutase, and catalase,
There were increases in antiodant capacity, glutathione reductase activity, and reduced glutathione level. ADMET predictions
af Ac-Pel compounds showed Evorable absorption and dsstribution, with ne hepatotosicity. 4 crasiffora et peel showed
hepatoprotective properties, indicating @ promising natural soarce of bivactive molecules for prevention and therapy of diabetes

cornplications.

KEYWORDS: Annmacede, antioxidant, fover, natural products, mitresafive siress, oxidative stress

B INTRODUCTION

Diabetes mellitee s 2 metabolic dsorder charactertzed by
hyperglycemie' Chronic hyperglycemia is responsible for
increased glucose autoxidation, exidative phosphordation, and
the formation of advanced glycation end-products, which can
induce oxidative and nitrosative stress reactions via the
generation of reactive oiygen and nitrogen species (ROS and
RNS, respectively)’ Thus, hyperglycemia-induced oxidative
stress may canse Bisue damage, with the lver being the main
organ afected by RiOS." Hepatic cells have both enzymatic and
noneneymatic antioxidant systems (o repair damage resulting
from oxidative stress.’ The main antioxidant molecules in cells
are glutathione peroxidase (GPx], superoxide dismutage (SODV),
catalase (CAT), glutathione reductase (GR), glucose-6-
phosphate debydrogenase (GEPDH), and reduced ghatathione
(GSH). """ Swudies suggested that when there are increases in
ROS and RNS levels caused by a noncontrol of hyperglycemia,
the oxidative and nitrosative species eventually overcome the
endogenous antioaddant defense ystem, leading to an oxdant—
antinxdant lmlul::m:zﬂ'

With regard to the generation of an cxdant—antioxident
imbalance in the Hver cosed by hyperglycemda, some studies
wsing streptozotocin (STZHaduced disbetes models showed
metabalic disturbances affecting cell redion potential ** The main
comsequences of the diabetes-indiced stress are alterations in the
g ACS Publications

0 JOET Amesican Chairie sl Sockty

antioxidant enzymes such as GPx, 50D, CAT, and GR, as well as
thereades mm bipid peromidation, proteln carbonylation, and
inducible nitric oxide synthase (INOS) content and decreases
b GEPDH activity and GSH levels i the liver."™"" Because of
the importance of oxidative stress in diabetes mellites and it
complications, the administration of antioxidants has been
pestulated to prevent the damage caused by ROS and RNS.'
Thus, the discovery of more effective, accessible, and safer
antioxidant agents from natural products becomes an attractive
approach to the treatment and control of oxidative and
nitrosstive stress associated with diabetes.

Anaia crassiflora (Mast ), 2 plant species from Annonaceae
found m the Brazltan savannah, & used in traditonal mediane
for the treatment of cheumatisem, woonds, venereal diseases,
snakebites, and microbial nfections.™"" Previous studies have
shown several biological properties of estracts from different
parts of A crassiffora, such as antibacterial, nematicidal, and
antimalartal activities of leaf'™™" larvicidal and melluseicidal
actions of root, stem bark, and frubt;'™'" antimutagenic
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properties of leal, root, and frust seed;™" and antioxidant
capacity of fruit seed and peel "™

The fruit peel of A crowsiflora has been recently shown by our
group s a source of allealaids™ and polyphenals,”” based on a
liquid—liquid partitioning of i ethanol extract. Most of the
polyphenols such as chloregenic acid, (epi)eatechin, procyand-
dins, caffeoyl-hexosides, and feruloyl-hevosides were concen-
trated in the n-butanol fraction, named here as the polyphenaol-
enriched fraction (Ac-Pef).”' These boactive compounds i Ac-
Pel contributed 1o fts higher antioxidant capacity and lower
cytotodeity when compared to the other fractions and crude
extract™ However, the anttoxidant analyss using the fruit peel of
A crawiflors was performed in vitro, Thus, the present study
atmed to evaluate whether a polyphenol-enriched faction fom
A, erassifloea frust peel (Ac-Tef) decreases the hepatic axddative
and nitrosative stress cansed by hyperglycemia in STZ-induced
disbetic rats by examining serum biochemical parameters and
hepatic antivddant capacty, lipid peroddation, protein carbon-
ylation, and nitration, & well as GPx, S0D, CAT, GR, G&PDH,
GSH, and iNOs contents and activities, In addition, in silico
assessment of the absorption, distribution, metabolism,
excretion, and toxdetty (ADMET) profiles of the main
compounds of Ac-Pef was carried out.

B MATERIALS AND METHODS

Reagents. Ethanol (>95%), hexane (99%), dichloromethane
{99.5%), ethyl acetate [99.5%), mbutanol (>99.53%), methanol
[=02.8%), hydrochlonc acd (37%), and formaldehyde (37%) were
?U.I:I:I\HIHI from Vetec Quimica Fina Ltda I:an-u.e de Caxias, Rio de
Jameiro, Braml) St (=98%), sodmm citrate dihydraze
(=%9%), sodiom chloride (299%), sodmm dihydrogen phosphate
[=%8% ), disodium hydrogen phosphate | Z98%), potassiom phosphate
monobasic (>99%%), po hosphate dibasic (>%8%), sodinm
acetate [Z00%), 24, ﬁ-fhu{l-pyncﬁd}-\s-mm {=98% ), fermic chloride
[97%), tubryrdroocy-2, 5,7, 8tetramethylchromans Jecarboxylic acd (97%),
Zuthiobarbituric acid (>98%), malondialdehyde tetnbatylammoniam
salt {>96.0%), 2 A-dimbrophenylhydrazine (7% ), trichloroacetic acid
(z9%%), guanidine hydrochboride {>98%), tris(hydroxymethoyd]}-
aminomethane {=99.8%), EDTA {>98%), catalase from bovine liver,
prrogallol {(>98%), superaxide dismutase from bovine erythrocytes,
hydrogen percasde sobotion {30%), Trton X-100, fncotinamide
adenine dinuclectide Z" Inle reduced tetrasodmom salt hydrate
(=23}, Lpsl.u.lalhbnm.: oxi [=98%}, Lghtathione redaced
{=o8.0%), metaphosphoric acd (33.3—36.3%), o-phthaldialdchyde
(=%9.8%), sodium aride (=99%), ghitathione redwctase rom baker's
yeast, sodinm bacarbonate (>9%9%), terbbutyl hydroperoxide solution
(70%), magnesium chioride anhydrons (>98%), f-nicotmamide
adenine dinuclectide phosphate bydrate (Z95%), t-glocose &=
pﬁn-:phne disodium sﬂtilydnh: {28%), E}:,!c:n:ﬂ [=%9%), and sodium
dodecyl salfate (>98.5%] were purchased from Sgma-Aldnich (5t
Louss, MO, USA). lon-exchanged water was prepared using a Melli-C)
.r’l.l:ldimii: ‘Water Purification System {hrllﬂrpm‘e i Corp., Billerica, MLA,
LS4

Plant Material. Fruts of A cusifora were collected in natural
resources of the Cerrado Biome in the northens of Minas Cerais,
Braxil, in March 2015, by a Cerrado native froits merchant A voucher
specimen (HUFLU68467) has been deposited in the herbarium of the
Institnte . of Fiol of the Federal Uniwersity of Uberlindia, Braxil
[ Herbarmum Uh:glﬂuue}. The peels were carefally removed from
A craziffora froits and transported to the Laboratory of B
and Molecular of the Federal University of Ubedandia and
ﬂmﬂdlt—mﬂcfm?d:?suﬂﬁumsudcmncﬁm and analysis.

Ethanolic Extraction and Liquid—Liquid Partitioning. One
kilogram of dried araticem was cut inte small pieces and mixed with
5 L of 8% ethanol The plant material was left macerating for & days,
and the extractive solvent was removed using a rotary evaporator { Buchi
E.ol:u:p-ur R0, Flawil, Swi.lmllnd] i a water bath at 40 *C under

fEtDli:lPun:lmhbd.lized in methanol fwater snhl!lnE {9: 1, wiv). Using a
separatory funniel, the li-c[nid—ii:lnid partitioning was P-u'furrrhed nsing
increasingly polar solvents: hexane, dichloromethane, ethyl acetate, n-
butanol, and water. The extractive solvents were removed using a rotary
evaporatorin a water bath at 40 *C under reduced pressure; e fractions
wm&mnudhuphlmdhmlh:umalnin;ml:r.ﬁn-
butanol fraction f&n-]’d}m used for in wivo assays.

Animals. Male Wistar rats {about 7 weeks old and w:lgl:mg 2ie—
170 g} were kept onder standard conditions (22 + 1 °C, 60 £ 5%
busmidity; and 12 h ght/12 h dark} and given food and water ad libitem.
All anirral experiments complied with the ARRIVE guidelines and were
carried mnmmnnlmuiﬂﬂﬁnﬂuﬁmf!nﬁhda:f!iulﬂrm_fw
the Care and Uztf[ﬂl'wam Arinerks {NIH Poblication 80213, revised
1978). The procedures for the handling and use of the rats as proposed
by the Brazilian Society of Laboratory Anmmal Sceence and by the Ethice
Committee for Animal Fesearch of the Federal University of
Uberlandza, Brazil (CEUASUFL 107/14) were adopted.

Diabetes Induction. The rats were subjected to 24 b of starvation
and given an mEraperitoneal injection of streptorotocin {STZ, 45 mg
kg™, dissolved in 0001 mol ™" sodiom citrate budfer, pi 4.5) to mdoce
diabetes. Control groap rats received the same volume of ctrate batter.
Blood ghecose was determined by taking blood, with a lascet, from the
tail and messured wsing test stops {AccusChek Performa, Roche
Diagriostics, Basel, Switzerland) 10 days after the STZ injection, Rats
wi'li:iﬁ:ﬂinsdﬂmselﬂd:lﬁﬂmgdL'aw:mdnﬁﬁedadhb:ﬁL

Groups and Treatment. The rats were divided mto lﬂFﬂﬂP:{ﬂ::
&/ group): nondibetic contral {NDY), untreated dubetics (D), diabetics
treated with 25, 50, and 1030 mg i:;" of AcPef (D23, D50 and D100,
respectively], and disbetics treated with 2 anits of insudin (D1). Diabetic
rats of the grosps D215 D30, and D100 were treated with the
polyphenal-enriched fraction dilsted in hltered water by oral gavage, and
Dl animals were treated with insulm {Movolin N Homan Insulin, NPH),
once a day for 30 days (at §:00 pm.); ND and D rats recesved placebo
preparations. The dozes of AceFef used in this study were based on
previows studies that Lu:dn-hllann! fraction from a plant extract for oral
administration in rats” " Insulin was ued a5 standard doe to 5TZ=
induced diabetes model, which serve 2z 2 predictable animal niodal of
type | diabetes meflitus ™ An extra grouwp {diabetics treated during 30
days with 2 units of msulin Pll.u 100 myg kg".l'dlrnl‘.&n-?d:,a =6) was
alzo evaluated {Swpperting Information ). Body w and glucose level
mmmﬂjam o mnrgandﬂi};n{m:!}lmlﬂ uﬂﬁlmhd
free access to food .md watter.

Serum Biochemical Paramaters. At the end of the experiment,
b]nndw:scni]ectu!anﬂml‘rlﬁlg:rlal I:SIIIgE:r 10 min to obtain serem
for beochemical analysis: tnighycerides, cholesterol, alkaline phosphiatase
(ALP), aspartate amimotranserase (AST), alanine aminotransferase
{ALT), and peglutarpltransferase (p-GT). All of these parameters were
measured at the Laboratary of Clinical School of Vetermary
Medicine, Federal University of Uberlindia, with 2n automatic analyzer
{Cobas Mim; Roche Diagnostic Systems, Basel, Switzerland), usmg
commercial kits {Labtest Diaplaﬁ:im_: Lagoa Santa, Enzil:l. Glucose
levels were measared by tail wein puncture using reactive strips {Accu-
Chek Pedorma; Roche Diagnostic Systems, Bazel, Switzedand).

Tissue Preparation. The bver tissues were queckly removed,
washed using normal saline: (0.9% NaCl), and frozen by immersion in
ligmid mitrogen. For coidative stress markers and Western blotting
:n.ﬂgrse:. the u.rnplﬂw:re hnmng:rmﬂd m phwpﬂu.l: En.l.ﬂ:u'{l 10wy,
pH 74). The hornngﬂ'lﬂ'ﬂl“l:!czm:nﬁ:s;ed at 800y for 10 min at 4 °C,
and the total i d in the s t
samples xm&ng o 1:11: Bradioed m:ﬂmd.” e

Oxidative Stress Markers Anahlsis. Total Antioxidant Capacity.
Hepatic total antioxdant was evaluated by the fermic redumg
antioxidant pulu'er (FRAP} method™ The anticodants present in the
s:l.mplﬂ reduce Fe™ to Fe™, which is chelated by 2, ﬂﬁmfl-pyndﬂ]-s-
triarine (TPTZ) to form an Fe™—TPTZ compler. The bver
homogenates were incubated with the FRAP [ 10 volumes of
.3 mal L sodiom acetate butfer, rll 3.4, | volame of 10 mmol L
TPTZ, and 1 volume of 20 mmol L™ ferric chlonde) at 37 *C for 6 min.
The absorbance was measured at 593 nm [ Molecular Devices, Menlo

B0k BR10T1 A e TROTISS
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Table 1. Body Weight and Glycemic Levels of Nondiabetic (WD} and S§TZ-Induced Diabetic (D) Rats and STZ-Induced Diabetic
Rats Treated with 25, 50, and 100 my kg™ of the Polyphenal-Enriched Fraction from Asmoma crassifTera Froit Peel (D25, D50, and
D100, Respectively) and Insulin (D1), Evaluated before and after 30 Days of Treatment™

saitial body wt (g} finald body wi (g}
ND 29LE = 108 MET + 122"
Ir IT0E = G LT £T72
s HTIESI I 4370
[0 ITH4 £ 81 1804+ 118
o =14 ITLE + 98
I 204 £ 5T MET + 61

inirual ghycemis (mg 4L~ fimal ghycemis {mg dL7")
660 + 23 sl + an®
465.1 + 290 5807 + 1RS
4349 + 264 4485 + 507
4530 + 325 441 + 386G
4379 + 289 4220 + B
4374 + 272 1475 + 4bs™

Y ahses ueuprmeﬂuﬂumm + standard :rmr.'P{Dﬂ][nEr\unP D, ‘P{D.ﬂf-v:gmnp]'.‘l.

Park, CA, USA); a blank absorbance value {from wells without liver
homogenate} was subtracted fram all absarhance valwes. Antioxidans
actwity was deternuned using an analytical corve, constructed with
trolox as a standard.

Lipid Peraxidation. I'.:'pciﬂ Pﬂ'mida.li.nu was determined Imnrd.i.ng‘m
the thivharbituric acid reactive substances (TBARS) method by the
reaction between m:hmflu:h}de nt in the liver [MDAY
and thisbarbituric acd {0L.67% TE.F:} The organicsphase Eunrﬂnﬂu:e
was mesasured at 315 nm,, and 553 1 {l“u‘hul‘hm L% 35, Boston,
M4 US&}: a blank fsorescence valse {ﬁum wells without liver
homagenate) was subtracted from all Huorescence valwes. Lipid
peroxidation was determined wsing an analytical curve constrocted
with MDA ™

Froteln Carborpdarion. Carbonyls i prateins were identihed by 2,4«
dinitrophenylhydrazine (DNPH), preapitated with 10% trichlorcacetic
acd { TCA), washed with ethanol—ethyl acetate, and dissolwed in 6 mal

1 guanidine hydrochloride. The absorbance values were registered at
370 nm (Molecalar Devices, Menio Park, CA, USA), and the protem
carbonylation was determimed according to the dference spectrum
hetween smpﬂ: treated with DNPH i HOl and nmph treated with
H alope™

Superoxide Dismutase Activity. SOD activity was assessed by the
:.nl'l.ium of awtoridation of pyrogallol by 50D present m the liver
samples. ™ The Ever ham tes were mixed with 50 mmol L™° Trise
HCI baffer LFHE 1) containing 1 mmal L~% EDTA to deactivate metals
dependent errymes sach as metalloproteases, 50 U mL—" catalase, and
2 mmad L™ prmﬁ:ﬂd. and the kinetic AREIY Was mongored dLIT.i.I'lS_ i Li]
min at 420 nm (Molecolar Devices) wsing an analytical conne
constracted with 50D as standard.

Catalase Activity. CAT actmty evaluation was based upon h,'c[mgeﬂ
peroxide decompaosition by CAT present in the liver :m'q)tu. The
liver homnsuuhﬂ were incubated with 10% Trton X-100 and mived
with 10 mmaol L~ potassium phosphate baffer, piH 7.0, containing 0.2%
hydrogen peroxide. The hydrogen peroxide decompoesition was
monitored at 240 nam &.:rmg 10 min {F:ri:inElmcr 15 55

Ghkrtathione Reductase Acthvity. GRactivity was evaluated according
to the ton of nicotinamide adenine dmudeotide hiate
[NADPH} uxing avidized ghatathione (GS5G) as substrate.” The liver
homogenates were mived with ID? mmol L™! sodium phosphate buffer

1 7.3 contaning 6.3 mmol L™ EDTA to inhibit met: rscden
5 m:rﬂ 10 mmaol L~ ooidized MEPEM e,
and 3 mmol L' NADPH. The I!ﬂ:a_r of NANPH concenfration was
evalnated for 10 min at 340 nm {Moleasar Devices).

Reduced Glutathione Level. The proteins of the homogenate were
prac'q)ih!:f] bymehphwpi'l.nri: acid, and the nm]ﬂu were Erlh'El.l.F{[
at T000g for 10 min. The supematant was mized with 100 mmal L™
sodium phosphate buffer, pH 8.0, containing § mmol L™ EDTA, to
deactivate metab-dependent enzymes such as metallopratesses, and 1
mg mL™* dialdehyde diluted in methanol. Fluorescence was
measured at 330 nm,, and 420 nm,, (PerkinElmer 15 53} a blank
fuorescence value (from wells without liver homogenate) was
subtracted from all fsorescence valwes, An analytical carve constrocted
with GEH as a standard was nsed to determine GSH content™

Gilutathione Peroxidase Activity. GPx activity was measared

disulfides bridge created by GPx present in the liver samples. The liver
hmnnsmm:mnﬂuted with GPx bufer [Dﬂmrrbul]__'imlu:hm
phosphate, p}l 7.7, containing 1 mmal L™ EDTA to deactivate matals
dependent enzymes such as metalloproteases), 40 mmol L™ sodien
aide, 100 mmad L~ GSH diluted in 5% metaphosphoric acid, 4.3 U GR
dilated in GPx buffer, 2 mmal L™' NADPH dilsted i 5% sodiem
bicarbanate, and 0.5 mmal L™ tertebutyl The decay of BMADPH was
evaluated for 10 min at 340 nm | Mobscular Devices).™

Glucose-6-phosphate Dehydrogenase Activity. GEPDH  activity
was manitored by the production of NADPH with a conssqoent
inmaeinzbm!blm:tﬁdﬂmﬂuﬁrﬂhmn-smtum
incuhated with 100 mmol L™ Tris-HO buffer, pH 7.5, 2 mol L™
magnesium chloride, 1.3 mmol L™ MADF®, and | mmol L~ ghicosests
thsyhﬂ:.mdﬂ:eﬁ'ﬂ::mgmmmhﬂmdnhmtslﬂmin
{Molecolar Devices). ™

Western mﬂﬂhg.ﬂqmufmpcmlm samples were salubiized
in an electr buffer, ining, an additional 100 mmol L™
Trs-HCL pll B0, and 25% g!ym\ol Tmtj micragrams of total protein
was lnaded onto 5—22% denatured SD5-PAGE. Proteins were separated
and transferred onto mitrocellal membranes (Hybond ECL nitros
celllose membranes) for 2 h at 100 mA at 4 *C. Membranes were
blocked for 4 bat 4 *C in blocking baffer (5% nonfat dry milk in PES w)f
v:l and moashated mr:mi.shr at & °C weth CAT, 50D, GPx, induable
nitric coide synthase (INOs), and pitrotyrosine (M-Tyr)] primary
antibodies (01 g mL~*). The samples were incubated with a
peromidaserconjugated antierabbit [gG (diluted 1:3000). Antbodies
bound to the membranes were visualied by chemiluminescence
{Amersham ECL, GE Healthcare, Buckinghamshire, UK}, The intensity
of the protein bands was analyzed by ImageChuantTL software, and the
results were expressed as densitometry.

Histological Analysis. Histology was determined by fxing the livers
in 109 phnqﬂu.t:-‘mﬂzmd .E:mulin, Fl\nc:nins, enﬁedrlin:s in p:ﬂu.
and then staining with hemateoyhn and eosin (H&E). Stamed shdes
were analyzed and captured on an Olympues microscope { Takyo, Japan ),

d with am OFTICAM OFT 10 MP camera.

Ini Silico Pharmacokinetic Properties Prediction, The pharma.
cokinetic propertics were predicted by pRCSM, an mtegrated platform
that wses sﬂ'P]'b-bﬂlli nsrh.turu, which are mathematical representas
tiors of chemical entities, from which different descriptors encompasss
mg both malecule strectare and chemistry can be extracted.™ These

res were used fo evaluite intestinal dbsorphion, steady state
wolume of distribution (Vdss), fraction wunbound, cytechrome P
inhibition, oral rat amte toddaty (LDy), oral rat chronic tocaty
{LOAEL), and hepatotoxicty of procyanidin B, epicatechin, catechin,
chiorogenic acd, and cafecylsglocoside, which were identified in Ac-Pef
by HPLC-ES1-MS /M5 analysis”

Statistical Analyses. All analyses were performed in triplicate, and
the data were tested for normality using the Kolmogoroy—Smirnov test.
Diata were anabyred msing the onewway analysis of varance (ANOVA)
followed by the Tukey multiplescomparison as poststest. Al analyses
were performed im GraphPfad Presm versson 6.00 {San Diego, CA, TSA).
Omnly the values n‘P < 0U were considered is;m'ﬁﬂnt. Results were

according to the reduction of MADPH by GR that reduced a glugath

P d as the mean + SEM.
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Table 2. Serum Biochemical Parameters of Mondiabetic (ND) and STZ-Induced Diabetic { D) Rats and STZ-Induced Disbetic Rats
Treated with 25, 50, and 100 mg kg™ of the Polyphenol-Enriched Fraction from Annona crossiflora Fruit Peel (D25, D30, and

D100, Respectively) and Insulin (D1)”

] o
ALT (L LYy s as” 1432 + 141
AST (U LY 1296 = 4" T2
FGT (UL 47 = A I+ 23
ALB (UL 1708 = 245" 4090 + 813
irighycerides {mg L1 = 1o LS5 + 281
chalesteral (mg dL) 4214 516+ 24
HDOL-cholestercd (mg dL~') 110+ 0% 125+ 1%

b5 Tadn Daon I
495+ 72" 1005 = 10.1° 4.5+ 116 560 + 26"
1294 + 154" 1765 = 503" 1447 + 2507 1132 + 13"
TE+ 24 5= 21 £5+ 35 105+ 37
LA + 484 1915 + 258" 3533+ 854 1568 + 118"
1243 £ 214 1308 £ 220 1170 + 145 1634 + 2l
508 + 32 &0l +43 SEG+ 13 BI04+ 4.8
240 + 09 P L 82417 WA+ L]

I abes cq;lrﬂs:d as the mean & standard error. ALT, alanine aminotransferases; AST, aspartate aminoktransterase: 7+GT, ;r\-gﬁ.l.l:r,rh:mfu::q ALP,
tﬂ::li.nephmpiulm. bp - 0001 ve group D, e i ] s group 0 9P 2 005 s groap [
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Figure L. Analysis of totl antiaxidant capacity (2], lipid peroxidation {b), and protein carbonyd content (< in the livers of nondiabetic [NDY) and 5TZ-
30 J.tjs with 25, 30, and 100 mg i:g_a of the Fﬂ}ﬁhﬂmhﬂudﬁ'ﬁ:ﬂ fraction from

iu&x:ddial:r:l:i:{Djmmddmmddhb:ti:muﬂuddndnfm}v " P i
. Values expressed as the mean + standard error. Letters af ra, Pa

A crazaflora fruit peel (0235, DS0, and D00, respectively) and nsuhin

005 versas group D) by P < 001 versas growp D) and ¢, P < (U001 versus group I

W RESULTS

Extraction and Liquid—Liquid Partition Yield. The total
yield of ethanolic extraction of the peels of A crassflora fruft was
about 5% From the ethanol extract, the nm-butanol fraction
resulting from the Hguid—liqoid pastitioning, denoted here as the
polyphenol-enriched fraction (Ac-Pef), showed a yield of
approdmately 60%.

Body Weight and Glycemic Parameaters, The mean body
weight of diabetic (D) rats was lower than that of noadiabetic
(ND) controls (P < 0.001) (Table 1). Treatment with Ac-Pef did
not change this parameter in the dabetsc rats; the rats treated
with insulin (D) had increased body weight (P < 0.05). After 30
days of treatment, blood plocose levels of the D100 rate
decreased when compared to D (P = 005), as well as DI (P <
0.001) {Table 1). Diabetic rats treated with insulin plas 100 mg
kg™ showed no cignificant difference in mean valoes of body
welght and glycemia in relation to nondiabetic pats [Table AL
Supgporting Information).

Serum Biochemical Parameters. The serum biochemical
parameters are shown in Table 2 The diabetic rats (D) showed
higher alanine aminotransierase (ALT) (P < 0001), aspartate
aminotransferice (AST) (P < 0001), y-GT (P < 001), and
alkaline phosphatase (AL} (P < 0.001) activities and
triglyceside level (P < 0.05) than the nondisbetic rats (NI,
The treatment with 25, 50, and 100 mg kg™ of Ac-Tef (D25,
DE0, and D00, respectively) reduced ALT and AST activities (P
< 0.01), whereas the treatment with 50 mg kg™ (D50) reduced
ALY setiviby (P = 0001}, in comparizon with dibetic rats, as well
as the treatment with meolin. However, Ac-Pef did not reduce p-
GT activity and triglyceride levels, and neither did the msulin
treatment. The total snd HDL-cholestesal did not show
sagnificant differences among the growps. Diabetic rats treated
with insubin plus 100 mg kg™ showed no significant difference in

4411

rean values of the serum biochemical parameters in relation to
nondiabetic mts {Table A2, Supporting Information).

Oxidative Stress Markers Analysis. The disbetic catx
showed lower hepatic antiorddant activity than nondiabetics (P <
001). The treatment with 50 g I'.g": of Ac-Pef elevated the
antioxidant capacity (P < 0.0 ) {Figure la). Furthermore, the
diabetes induced Hpid peroxidation and elevated the protein
carbonyl content (P < 0.01) (Figure Ihe, respectively]. All Ac-
Pof doges (25, 50, and 100 mgkyg™") were able to reduce lipid
peraxidation (' < 0.05), whereas 50 and 100 mg kg™ of Ac-Pef
recuced protein carbonyd content in the liver (F < 005 ). Diabetic
rats treated with insulin showed no difference i total antioxdant
capacity and protein carbonyl content.

The contents and activities of the hepatic antioxidant eneymes
are shown in Frgure 2 GPg, SOD, and CAT contents were higher
in the [t rats (P < 005) (Figure 2acf, respectively ). All Ae-Pef
dioses (25, 50, and 100 myg kg™ ) reduced SOD (P < 003, F <
0.00, and P < 001, respectively) and CAT (I = 0U05) contents,
whereas the doses of 50 and 100 my kg™ reduced GPx content
(P < 0,01 and P < 0005, respectively). In addition, 0D and CAT
activities were higher in D than in ND rats (P < 005) (Figure
Ide, respectively). However, D25, D30, and D100 rats showed
reductions n 30D and CAT activitses when compared with [
rats (P« 005, P < 001, and P < 005, respectively). Although WD
rats showed no difference in GPx activity in relation to D rats
(Figure Zc), the diabetics treated with all doses of Ac-Pef had
lower GPx sctivizy (P < 0.05). The treatment of diabetic rats with
insulin reduced only GPx content (P < 0.01).

The hepatic ghitathione reductase activity and redoced
glutathione content were lower In the untreated diabetic rats
(D) (P < 005 and P < 001, respectively} (Figure lab).
Treatment with 100 mg l:g‘l of Ac-Pef and knsulin (D100 and
D, respectively) elevated the ghitathione reductase activity (P <
001 and P< 005, respectively) and, consequently, the reduced
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Figure 3. Analysis of glatathione reductase activity (a), reduced glutathione content: (), and glocosesf=phosphate dehydrogenase actwity (o) in the

livers of nondiabebic { WD) and STZ-induced disbetic { D} rats and of § TZ-induced diabetic rats treated during

300 days with 25, 30, and 100 mg kg™ of

the palyphencl-enriched fraction from A. cresgflors Fuit peed (D25, D30, and DI0G, rq:-bdm:l‘p} and msubm (D). Valoes expressed as the mean =
standard error. Letters above bars: a, P < 003 versus group D b, P < 001 versus groap D; and c, P < (U001 versas group D,

glutathione content (P < 0001, In addition, the glocose-6-
phosphate dehpdrogenase (GEPDH) activity was lower m D
than i ND rate (F < 00001} (Figure Ic); however, the rats
treated with Ac-Pef (D125, D50, and D100 my ky™') and insulin
(D) showed no difference in GEPDH in relation to D, Diabetic
rats treated with insulin plus 100 mg kg™ showed no significant

difference in mean values of the oxldative stress parameters in
relation to mnriialnr.i.c:ﬂs{']'u.b.lc .ﬁ...ﬁ_.ﬁu].‘tpur[mg |nl'urmaIan-.

Mitrosative Stress Markers Analysis. The hepatic iNOS
amd N-Tyr contents are shown in Flgure 4. The untreated
diabetic rats () showed highes iINOS content than nondiabetics
(ND) (P = 0.08). Treatment with 25 and 50 mg kg™ Ac-Pef
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reduced the level of INOS (P < 0.05) (Figure 4a). With regard to
the protein nitration (Figure 4b), there wat no difference of
nitrotyrosine  content between nondiabetic and untreated
disbetic rats. However, the diabetic rats treated with 30 and
100 my k™" Ac-Pef and insulin showed lowes N-Tyr content
than D rate (P < 0.05).

Histological Analysis. Analysis of HE-stained Hver slices
(Figure 5) showed a generdl preservation of liver histoarchi-
tecture, hepatocytes with a normal cpteplasmic eosinophilic
agpect, and one or two auclel with loose chromatin and evident
nuceolus. Two individeals from D235 had dilated sinusoids,
despite po other visual signs of hepatotoxicity being observed.

In Silico Pharmacokinetic Properties Prediction. The
prediction of pharmacokinetic properties of procyanidin BI,
epleatechin, catechin, chiorogentc acid, and caffeoyl-ghueoside ks
shown in Table 3. All compounds showed intestinal absorption
above 4% and had no interference of metabolism by binding
famibies of cytochrome P enoymes. The predicted mtestinal
absorption was based on the original compounds. Furthermore,
vilues of fraction unbound were above 0.2 Fu and Va2 resulis
above 05 log Lkg ™", with the exception of chiorogense acid. Also,
all palyphenols showed lower values of oral acate toxicity (LD
< 2.5 mol kg™') and oral chronie toxdaty (LOAEL < log 4.4 mg
kg™ bw day™'), and presented no hepatotozicity.

B DISCUSSION

STZ damages pancreatic fcells and results in diabetes mellitus,
chasacterized by hyperglycomia and associated with the increased
praduction of ROS and BMS." The diabetic antmals showed
reduced body weight, tetal antioddant capacity, GSH content,
and GR and GaPDH actbvties. In addition, there were increases
in glyvemia, trighceride level, and ALT, AST, #GT, and ALD
sctivities, 3% well ax in the contents and sctivities of SOD and
CAT and in GPx and INOS Bevels. This study teported the
potential hepatoprotective effect of 2 polyphenol-entiched
fraction obtained by a liguid—liquid partitioning of the sthanol
estract of A crasiffora fruit peel (Ac-Pef) by evaluating its
antinxidant and antinitrosative effects on the hepatic tissee of
diabetic rats, The n-butanol fraction was chosen in the present
stuily becanse it had higher in vitro antioxsdant capacity than the

other fractions and crade ethanol extract of A crassiflora fruit
peed, as shown in a previows study conducted by our group.™

In the present investigation, Ac-Pef was not able to increage the
body mass or control hyperghycemta of the diabetie mts (Talile
1), indicating that this polyphenol-enriched fraction had no
insultn-mimetic activity and/for caparity to repair pancreatic
tesspe, The Ac-Pef treatment was responsilde for reducing the
activities of serum ALT, AST, and ALP (Table 2). In relation to
the oxidative and nitrosative stress parameters i hepatic tissue,
reductions in bipid perosidation, protein carbonylation, and
nitration and INOS content (Figures 1 and 4}, as well as in GPx,
SOD, and CAT activities and contents { Figure 1), were observed
in the diabetic rats treated with Ac-Pef. In addition, there wene
increases in total antiodant capacity {Figure 1) and GR activity
and GSH levels {Figure 1), and the hepatic histoarchitectire was
preserved.

The phytochemical charactertzation of A, csiffora fruit peel
by wsing HPLC-ESI-MS/MS showed the presence of several
ant btomolecales in Ae-Pef, such as chlorogenic acid,
(epijcatechin, procyaniding, caffeoybhexosides, and feruloyl-
hexogides 5 HE LM corroborating s high total phenolic,
flavonoid, and proanthocyanidin contents (383 mg of gallic
acid equiv g™, 45 mg of quercetin equiv ¢~', and 458 myg of
cateclin equ]'ﬂl H_].. rd?eﬂl:l'ml.}':l.“ Furthermore, this pﬂ]}*—
phenol-enriched fraction previously presented high n wvitro
antioxicdant capacity (DFPH 1Cg,; = 08 # 0.1 ug mL™, ORAC
105 =2714 = 79 pmol trobox equiv g~ and FRAP ICg, =921 &
9 gmol trolox equiv g~'),"" contributing to the improvement
observed in the parameters of oxddative /nitrosative stress in the
present study. Phenolic compounds are considered beneficial for
human health, reducing the risk of chronic-degenerative diseases
by redocing oxidative and nitrosative stress and inhibiting
oxidation and nitration of macromolecules ™™ These com-
pounds are able to scavenge free radicals and chelate metals, as
well as modulate the genetic transeription and expression of
certain antiodant eneymes, ™

It ks knowrs that hyperghyormia causes stroctural and functional
changes in the liver of diabetic animal models, as shown by Dey
and Swaminathan.” In the present investigation, there were no
alterations in hepatic histoarchitecture of the diabetic rtsg no
significant evidence of milammation, necrosis, fibrosis, prolifer-
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ation, destrection, or parenchyma regeneration was observed.
Mmhﬂ;&dﬂe&h}r&&dﬂﬂdﬂuﬂeh tssue
due to disbetes oceurs after a dironie period of about 12 weeks ™
The aim of evaluating diabetic animals treated with Ac-Pef was
alio to elucidate possible hepatotoxic effects via histoarchitecture
analysis, which are common by the use of matural products.
However, we did not identify this effect for Ac-Tef
Becase the diabetic rats showed no alterations in hepatic
histoarchitecture, the elevation of serum ALT and AST activities
may be due to the damaging effedt of hyperglycemia on organs
other than the liver, such as skeletal muscle and kidney. However,
increased ALP and p-GT levels in the diabetic rats are associated
wiith cholestasis due to strece-induced biltary obstruction. ™™ all

doges of Ac-Pel were able to reduce the activity of ALT and AST,
whereas 50 myg kg™" reduced ALP activity. The normalization of
AST, ALT, and ALT may be due to the presence of favonoids in
Ac-Pef, because they are reported to be hepatoprotective
agents.™ In addition, the diabetic rats had higher trighyceride
levels than the nondsabetic rats, as a conzequence of insulin
deficiency and hyperglycemia '’ Treatment with Ac-Pel was not
able to reduce the levels of trighycerides because it had no effect
on hyperglycemia. Total cholesteral and HDL-cholesterol levels
did not present differences between D and ND rats,
corraborating data from Holmgren and Brown ™

Although ROS and RNS were not directly measured, our
results showed an increase in lipid peroddation and protein
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Table 3. In Silico Pharmacokinetics Properties for Procyanidin B2, Epicatechin, Catechin, Chlorogenic Acid, and Caffeoyl-

ghecoside”
Liwtiset imal nh:lrﬂu Viks fraction ushound CYP L, LOrAEL

coipound % abwn 1 {.In’ ka"} {Fu) imlibirkon (mnll:f‘]- I;'I.n‘ml;“' T day=t) hepatotouiciy
procyanidin B1 0L [kl D45 0 2483 4,14 [
epicatechin & 1344 0aT3 (=] 1331 199 niy
catechis Azl 1346 D373 (1] 1338 R (]
chlorogenic aced 42852 —L5E 0a7Te B 1993 435 no
catfeoyl- 04 [N ER EEE (5] 1e2n 4.54 0o

hocoside

“Initesstinal :Elsurpl:inm,m:ﬂr state volume of dstnbution {VDss), fraction unbound, cptochrome I* enaymes (CYP) inhibition, oral rat acabe toocty
(LD}, oral rat chromic toxicty (LOAEL), and hepatotoxicity analysis. Cytochrome P ergymes: CYPIAL CYPICI9, CYP2CG, CYP2DE, and

CYPRAA

carbonylation and nitration, indicating that STZ-tnduced
Iyperglycemnia was capable of redudng antioxidant capacity
and generating cxidabive and nltrosative speces, which are
Esctors that trigger the pathogenesss of chronie diabetes mellitns.”

peroxsdation increases under the pathological condition of
diabetes**" Under hyperglpcemic conditions, glucose oxidizes
and produces superoxide, leading to the production of free
radicals that in turn capse bpid peroxidation in lipoproteins,
impairiny their functions die to the decrease in membrane
uidity.™ The formation of MDA equivalents was lower in
diabetic rats treated with the polyphenol-ennched fraction Fom
A cragidfloea fruit peel Previous stisdies have demonstrated the
potential of chlorogenic acid and flavonoids such as procyaniding,
which ase present in Ac-Pef, in reducing Hpid peroxidation and
increasing antioxidant capacity in STZ-induced diabuetic
sty YA

ROS and RNS can also damage proteing. The main molecular
mechanisms that [ead to profein damage are oxidation,
charactertzed by the formation of carbonyls and nitrotyrosines,
and loss of thiol groups ™™ The converston of proteins to
protein carbonyl dedvatives by direct omidation caused by ROS
may alter several cellular functions ™" Here, untreated disbetic
rats showed higher protemn carbonyl content than nondiabeties,
corroborating the results of Cumaoffu et al'” and Jang et o™
Administration of the polyphenol-enriched fraction from the
fruit peel of A crassiflora ws able to reduce protein carbonylation
in the liver. & study conducted by Tabassur et al ™ dhowed that
catechin, a favonoid previously sdentified in Ac-Pef, prevented
protein carbonylation in the liver, mdscating its potentsal in
inldbiting the formation of protetn carbonyls.

Ins the present study, the activity and content of S0D and CAT
and the GPx content were higher in untreated diabetic rats than
in nondiabetics, in response to increased hepatic oxldative stress.
The increase in GPx and CAT activity may have occurred ax a
compensatory response to an increase in endogenous HyOs
production in the lver of dabetic rats, becanse insolin deficiency
promotes the oxidation of faity acids with the consequent
formation of oygen pum:l:k‘" The increase m SOD activity
may have occurred die to the increased superoxide production,
with H,O, acting a< a tissue 50D inducer™ Treatment with the
polyphenol-ensched fraction from the frult peel of A, crassiflora
wizd able to reduce the content and activity of these antiovidant
enzymes in diabetic rats. The phenolic compounds present in Ac-
Pef, ™ through ROS scavenging properties, may have been
responzible for preventing elevation of Gy, SO, and CAT in
hepathe tssue. Our results corroborate studies that evaluated the
antioxdant activity of a-lipoic acid and Bavonedds on oxddative
mg_-iuu— Al

Although GPy, SOD, and CAT levels were increased in the
liwer of the untreated diabetic rats, their hepatic tota] antioxidant
capacity wad lower. This can be explained by the reduction in
GEPDH and GR activities, a5 well a5 in GSH levels in the
untreated diabetic rats, corroborating previous studies. "™ The
reduced activity of GEPDH observed in the liver of §TZ-induced
diabetic rats can be explained by the reduced secretion and action
of insulin, becante the activity of hepatic GEPDH wvaries
proportionally according to msulin levels.” Drepletion of GSH
level in diabetic rats may be due to its wie to relieve oxidative
stress in diabetes”' With regard to the treatment wsing the
polyphenal-enriched fraction from A, crassiflora fruit peel, the
recults of the present study showed that the higher the doge, the
higher the GR activity and GSH levels. Palyphenols, sspecially
procyaniding, have the ability to stimulate GSH biosynthesis
and/or reduce oxddative stress, leading to lower GSH depletion,
e reported by Al-Nuomair et 2™ and Lee et al*' However,
GAPDH activity remained reduced in the diabetic rats treated
with Ac-Pef Ag the rats treated with Ac-Pel remained
hyperglycemic, our hypothesis iz that there is a reduction of
insulin secretion due to STZ, which may have contributed to a
decrease in GOPDH activity, even using Increasing doses of Ac-
Pei.

Dhabetes may also lead to increased hepatic INOS expression,
as observed in this stedy. The formatzon of WO may be a result of
the activation of stress-sensitive signaling pathways, which cn
cause cellular damage and late complications of diabetes™ The
combiration of MO with superoxide radicals (0,7) can lead to
peroxynitrite (ONOO™), the formation of which is associated
with the argin and progression of protein axidative q.l.:.ma.ge.’
Nitration of the ortho position of tyrosine & one of the main
products of ONOO™ attack on proteins, leading to nitrotyrosine
formation  (N-Tye) > The present study showed that
untrested diabetic rati had no significant change in N-Tyr

when compared to nondiabetics, similas to the results
found by Chang et al ™ Hewever, treatment using the
polyphenol-enrched fraction reduced both the INOS and N-
Tyr expresssons, Previous studies demonstrated the potential of
proant iding in the down-r on of (NOS expres-
shon, ¥ hich pustifies the reduction of INOS in didhetic rats
treated with Ac-Paf.

The predicted properties of absorption, metabolism, and
distribution showed fvorable intestinal absorption (>40%) for
all compounds,” corroborating the data from Olthof et al,™
Actis-Goretta et al,,”” and Spencer et al,™ which showed similar
values of intestinal absorption for chlorogenle acid, epleatechin,
and procyanidin B2, Furthermore, there was no negative
interference in metabolism, becanse these compounds do oot
irshibie L':f‘.ﬂ:h.l’l.‘lml P enEymes such as CYPLAZ, CYTXCI4,

DOE PO  facjal POLISS
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CYP2C9, CYP2DG, and CYT3A4. Unbound fractson values wers
=024 Fu, indicating that this specified Faction of polyphenols
does not bind to plasmatic proteins. The results of steady state
wolume of distribution (VDss) showed satisEactory distribution
for procyanidin B2, epicatechin, catechin, and caffeoyl-gluco-
side™ With regard to toxicity, all compounds showed no
hepatatosteity and low oral acute and chronde toxicities,
corroborating data from Sundarrafan and Amemugam™ and
Yamakoshi et al,® which showed low LDy, values for catechin
and procyanidin BL, respectively.

In summary, treatment with the polyphenol-enrched fraction
from A erasiflora fruit peel decreased ALT, AST, and ALP
activities, ipid perosidation, protein carbodylation, and nitration
and INOS content, az well 2z GPx, 30D, and CAT activitses and
contents. In addition, there were increases in total antioxidint
capacity, GRactivity, and GSH levels. Low contents of MDA and
carbonylated proteins and normalization of the hepatic
engymatic and nonenrymatic antosidant system in STZ-induced
diabetic rats trested with Ac-Pef, combined with in silica
pharmacokinetic analysis, confirm the previous in vitro analysis
and the antboadant effect of this treatment. Therefore, the results
demonstrate the fruit peel of A crasiflora, a native species from
the Brazilian savannah, is 3 promising natural source of bivactive
antiodant molecules for clinical applications, incloding the
prevention and therapy of diabetes complicationz. For clinieal
studies, extrapolation of dose from animals to humans needs
consideration of bedy sudace asea, pharmacokinetics, and
physiological Hme™ Considering the dose by Factor method,
which is an empirical approach that nses the no observed adverse
effect levels of drug from preclinieal studies to estimate human
equivalent dose, 3 dose of approximately 13 mg kg™ day™ could
represent 3 starting dose for forther human studies.

B ASSOCIATED CONTENT

@ Supporting Information

The & ing Information is available free of charge on the

ACS Publications welbsite at DOL: 10,1021 /acs jafe Th{1 355
Body weight and glycemic levels, serom biochemieal
parameters, and oxiditive stress parameters. of non-
diabetice and diabetics treated with 2 U of insuli and
100 myp kg~'/day of the polyphenol-enriched fraction
from Annoad crassifTora fruit peel evaluated before and/or
30 days post-treatment (PTF)

B AUTHOR INFORMATION

Corresponding Author

*(F.5E.) E-mail: fuedgufubr. Phone: 55 (34) 3225-8439.
Address: Universidade Federal de Uberlindia, Institute de
Genética ¢ Blogquimica, Av. Para, 1720, CEP 38400-902
Ubedindia, MG, Bragtl

ORCID ©

Foued Salmen Espindola: 0000.0001.7365 1164

This waork was supported by the Foundation for Besearch
Suppart of the Minas Gerai State (FAPEMIG — APQ-01856-
L:f. ABJ, DOV, DCC, AVS, HCGS, and EBRM.
recetved graduate fellowships from the Mational Council for
Scientific and Technological Development (CNPq) and
Coordination for the Improvement of Higher Education
Personnel (CAPES) and FSE are grant recipients of CNPq
(308985 /2015-9).

Motes
The authors dedare no competing financial interest.

B ACKMNOWLEDGMENTS

We gratefully acknowledge the Center of Animal Experimenta-
tion (CBEA-UFL) of the Federal Unbversity of Uberdindia for
supplying the animals and infrastroctural support and Prof.
Antonte Vicente Mundim (Laboratory of Chnical Analyses,
Schoal of Ve Medicine, Federal University of Uberlin-
dia) for help in the serum binchemical analysis.

B REFEREMCES

{1} Bolo, A F.; Palmera, C. M. Diabetes and mitochondrial fanction:
role of ia and oxidative stress. Towicol Ap.ul Phirmazal
2D, 213, 167178

(2} L, 5.; Tan, H-Y.; Wang, N
Feng, Y. The role of oxidative stress
Imt. | Mal Sci 2015, 16, 26087T—26124.

{3} SanchemValle, V.; ChavenTapia, M. C; Unbe, M, Mendez-
Sanchez, N. Hole of cxidative stress and malecular changes in liver
Bbrosis: a review. Curr, Med. Chem. 2003, 15, 4850—4850.

{#) Dy, Ay Lakshmanan, ]. The rode of antioxidants and other agents
in alleviating hyperglycemia mediated oxidative stress and mpury m bver.
Food Funct, 2013, 4, 11481184

{5} Medina, 1 Moreno-Obero, B F:Iﬁup&,:i.nlnp'rﬂ basis for
anticdant therapy in dironic liver disease. Dirugs 2003, 63, 2443 —2461.

{6} Matsunami, T.; Sato, ¥; Sato, T Anga, 5} Shimomura, Ty
Yukawa, M. Chadatrve stoess and gene ion of antioxidant enxymes
in the streptozoteansmnduced diabetic rats under byperbaric oopgen
exposure. Int. [. Clin. Exp. Pathol 2009, 3, 177—188

{7} Pacher, Py Obrosova, L iy Mabley, J. G.; Smbo, C. Role of
nmitrosative stress and percxynitrite in the pathogenesis of diabetic
comiplications. Emerging new therapeutical strategies. Carr. Mead Chem
TDOS, 12, 267275

{8} Moraes, L B.; Manzan-Martins, C.; de Gowweia, B M. Calabea, L
BL; Hirake, K. K. N, Moraes, A d. 5. Espindoda, F. 5. Palyploidy analysis
and attenmation of coddative stress in hepatic tizue of STZ-indaced
diabetic rats treated with an aqueous extract of Vockpsiza nufa. Evidences
Based Cﬂmphmm Altern. Med 2014, 2015, &

{9} Diaz-Flores, M, lhaner=Hernander, M. A; Galvan, B E:
Gutierrez, AL; Duran-Reyes, (.2 Medirg=Mavarra, By PazcoesLira, T.s
Ortega-Camarills, C.; Vilar-Rojas, C; Cnn, M Baoa-Gotman, L AL
Glhecosestephosphate defydrogenase activity and NADPH/NADP+
ratio im liver and pancreas are szmd:nl on the severity of
hypﬂsh‘u:mu' in rat Life Sci. 3006, 78, 2601—2607,

() Cnman!,lu..ﬁ.:éfrlk_t.; Rackowa, L; Ari, N Karasn, (. Effects of
anticmdant stobadine on protein carbonylation, advanced omdation
protein prodics and reductive capacity of liver i streptozotocine
dizbetic rats: role of oxidstive/nitrosative stresz. BioFactars 2007, 30,
I71-174.

{11) Madar, Z; Halet-Litman, 5 Stark, A H. Inducible nitric axide
synthase activity and expression in liver and bepatocytes of diabetic rats.
.Hlﬂl'mu'l:ﬂhp' 205, 73, I06—112

{12} Vilar, ]. B; Ferneira, F. L.; Ferri, P. FL: Guillo, L. 4 Chen Chen, L.
Assessment of the nmtlsmi.n:. anl:imntlsmi.n: and cytotonc activities of
ethonobic extract of antoam (Anmoma cresiflors Mart, 1841) by
micronoclews test in mice. Braz. | Biol 2008, 68, 141—147.

{13) Sibea, ]. ] Cerdeira, C D Chavasco, [ M. Cintra, A B Silkva, C.
B.; Mendonca, A. M, Ishikawa, T Boriollo, M. F; Chavason, | K In
vitra screening antibacterial activity of Bidens pilesy Linne and Annoms
crzssiflora Mart. against oxacillin resistant Staplolecacaes aureus (ORSA)
from the aerial environment at the dental chinic. Rev. In. Med. Trop. Sao
Paufo 2014, 56, 333—340

{14) Takahashi, ]. A; Pereira, C. B.; Pimenta, L. I\; Boaventura, M. A
Silva, L. G Antibacterial actvty of eight Brazilun Anncnaceae plants.
Mat. Prod. Res. 3006, 201, 21—24,

{13) Machado, A. B_; Femreira, 5. B; da Silva Medeiros, F.; Fujiwara, R
T.; de Soura Filbo, [. I Pimenta, L. P: Nematicidal activity of Amona

La]; Lao, L; Wong, CaW;
antiocidants in liver diseases.

DOk P10 daca gl RO 135S
£ Agrc, Food Chess, 2017, B4, 442834

116



Jowrnal of Agricultural and Food Chemistry

.'.rm_ﬂnru leaf extract on Casnorhabditiz dﬂgd.n.:. Parasites Victors M015,
B 113

{lﬁ} Pimenta, L. P Garda, G. M. Goncabees, 5. G Dionisio, B. L
Braga, E. M; Mosqueira, V. . In vivo antimalarial efficacy of
acetogening, alkaloids and favonoids enriched fractions fram Annomi

| Mart. Nat. Prod. Res. 2004, 38, 1254— 1259,

{17} de Omena, M. C.; Navarro, [, M de Paola, | E; Lona, | 53
Ferreira de Lima, M. R.;Smt'ﬁm.illmidﬂdxﬁ‘ﬁuaﬁﬁ:ﬂtﬂu
acgupti of some Brarilian medicinal phntl_ Biovressur. Techmol, 2007, 95,
2549—-Li50.

{18} dos Sankas, A. F; Sant'Ana, A E. Malluscicidal properties of same:
fpa:iu-ufﬂnm Phﬁnmﬁche 3000, 8, 115—1200

{1‘]} Dmsp.bu, M. B de Venancio, V. P.s Panla, F. B Della Luci, By
Fonseca, M. J; Azevedo, L Influence of marolo {Annoma crasaflora
M::rt] P'nﬁlp intake on the modulation of muhscnbcfmi.rru.lhgenic
Pt\onmﬂ.am‘l its action on oxidative stress in viva, Plant Foods Ham.
Nt 2010, 65, 319- 325,

{2I:I}Rnu5=r, E.:Eiﬂu.rhu,ﬂ_k_;Mdh,L G Ehu.‘l.in,. M. M. Pastore,
. Anticasdant activty of Amiona crassijlars: charactenzation of majgar
components by elecirospray ionization mass spectrometry. Food Chem.
2007, 104, LME— 1054,

{21 Justino, A B Peresra, BN Vikela, D. D Pemota, L 2 Martins,
M. M. Teimeira, B By Maranda, M. C.; da Sibea, W, M de Sousa, B. ML
F.i de Oliveira, A; Espindola, F. 5. Peel of asaticam fruit {Asnomr
grassif bara Mart.) as a source of antioxidant compounds with a-amylase,
areglecosidase and glycation inhibitory activities. Bicorg, Cliam. 2016, 69,
167—I8L

{22} Pereira, M. M. Justing, 4. By Martins, M. M.; Peivato, L G
Vilela, [, Dy Santos, P 5.; Teixeira, T. L; da Sdva, C. W) Gouwlart, L. By
Pivatto, M., Espindola, F. 5. Stephalagne, an alkaloid with pancreatic
lipase inhibatory activity solated from the frut peel of Ammome crassiflors
Mart. Irnd, Crops Frod 2017, 97, 3124—529.

(23} Praman, 5; Mubany, M i Allenbach, Y. Marston, A
Hostettmann, K Sicengsa, Py Jansakol, C. Effects of an nebutanaol
extract from the stem af Timospora cispa on blood pressure and heart
rate in anesthetized rat. [ Etkmopharmacal, 2011, 133, 675—686.

{24) Orhian, M.; Aslan, M. Orhan, . D; Ergun, F.; Yesilada, E. Ineriva
assemment of antidobetic and anticaddant activities of grapevine leaves
{Vtis vinifern) in diabetic rats. J. Ethnopharmacal 2006, 108, 280—236.

(23) Luippold, G.; Bedenik, 1; Voigt, A; Grempler, B Shacte and
longterm ghycermic control of streptorotocinsinduced diabetic rats ring
different msulm preparations. FLoS Ome 2006, 11, ol 56546,

(26} Bradiord, M. b A rapid and sensitive method for the quantitation
of microgram quantities of protein whilizing the principle of proteinsdye
h‘l.d.l.ng_ﬂmL Biochem, 1976, 72, 248—154

{27) Bengie, L E; Strain, | | The fersic reducing ability of plasma
(FRAP) as a measure of “antioxidant power”: the FRAP assay. Anal
BRiochem. 1996, 239, T0—T4.

(28) Dinz Vilels, D} Gomes Peiwoto, Ly Teixeira, B K Belele
Baptista, M.; Canalho Caixeta, D Vieira de Sonza, Ay Machado, H. Ly
Pereira, ML M.; Sabino-Siva, B Erp.lnrl-uh. E. & The rale of metformm
1 Dunl:nlliu'ts oxidative stress in muoscle of diabetic rats. Owid, Med, Cefl
Longesity Y016, 2016, 5678625,

(29} Rernick, A Z; Packer, L. Oxidatrve damage to proteins:

metrc method for carbonyl assay, Methods Enzypmol
1994, 233, 357363

(30} Markbund, 5; Marklund, G. Involvement of the saperoxide anion

radical in the antosidation of I and a convenient assay for
ide dismutase. Eur, [ Biochen. 1974, 47, 469—474.

(31} Achi, H. Catabase in vitto. Methods Enzymol. 1984, 105, 121—136.

{31) Pires, 0. E_V_; Blundell, T_ L; Ascher, 1. B pkCSM: predicting
smallmolemle pharmacokinetic and teadcity properties using graphe
based signatures. I Med Chere 2018, 58, 4066—4072,

{.]3} Gu, L; House, 5. E.; Wi, X; Ow, B Prior, B L I"'mq-ruﬂmm.d.
catechin contents and antiocdant capacity of cocoa and chocolate
Fﬂd.l.ld!. I Agnc. Food Chem. 2006, 54, 4057 —404 1.

(34) Ye, H.¥; Li, Z ¥; Zheng, ¥.; Chen, ¥.; Zhou, Z H.; Jm, J. The:
attenuation of chlorogenic acd on oxidative stress for renal injury m

streptogatoan-nduced dishetic nephropathy rats. Arch. Phrarmacal Res.
2016, 39, 989007,

(33) Vimayagam, R.; Xu B. Antidiabetic properties of dietary
fHavonaids: 2 cellnlar mechanism review, MNutr, Matah. 2018, 12, &0

{36) RicesEvans, C.; Miller, N.; Paganga, G. Antioxidant properties of
phenalic compounde. Trends Plant Sci_ 1997, 2, 151—159.

{37) Dey, A; Swaminathan, K. Hyperghycemissindisced mitochomdrial
alterations in Ewver. .|'_.|‘|": Sa 2000, 57, 107214,

{38) Inoue, M.: Ohtake, T_; Motomur, Wi Takahashi, M. Hosold, Y.;
Miyoshi, 5 Suzuki, ¥ Saito, H; Kobgo, ¥.; Olumura, T. Increased
expresson of PPARF in high &t dicteinduced liver steafosis in mice.
Biochem. Ba Res Commum. 2005, 336, 215221

{3’9'! Walf, P. L Chnical nsmEn:u'n:l: of an mereased or decreased
serum alkalins Fimrpluh.le level. Arch Pethol Lab Med 1978, 102,
497500,

{40) Rosalki, 5. B, Gammasglatamyl transpeptidase. Adv, Clin. Chem,
FOTE, 17, R3—107.

(41) Briones, E B Mao, 5. ] Palambo, P. ]y O'Fallon, W. M
Chenoweth, W.; Kottke, B. A Analysis of plasma bpids and
=[:ln-|ipognntu'm I innlﬁn-ﬂzputd;al.t and mﬁnmﬂ.i.n-d:q)-m.d:ut
diabetics. Metab, Clin Exp. 1984, 33, 42—49.

{42) Holmgren, P. B; Brown, A C. Serum chelesterol levels of
nondiabetic and sh'zpl'mlm:in-diah:l:ic rats fed 111.'111. chaolesterol diet.
Artery 1993, 20, 337—345.

{43) Lee, Y. A Kim, ¥, J.; Tho, E. I} Yokozawa, T. Ameliorative effects
of proanthocyanidin on cxidative stress and inflimmation in
streptozotocinsinduced  disbetic matx. I Agric Food Chem. 2007, 35,
QFOS —CuhD,

{#4) Bandeira Sde, M.y Guedes Gda, 53 da Fonseca, L. T; Pires, A 5.
Gelain, D. P.; Moreira, J. C.; Babelo, L. A Vasconcelos, 5 M., Goalart,
M. 0. Characterization of blood oxidative stress m type 2 diabetes
mellites patients: increase in lipid peroxidation and SOD activity. Oxid.
Med Cell Lowpevity 2012, 20012, B19310.

{43) Dean, K. T.; Fu, 5; Stocker, K. Davies, M. | Biochemistry and
pathalogy of radicalkmediated protein exdation. Biachem, [ 1997, 324,
I—18.

(46 Jang, ¥. ¥.; Song, J.H.; Shin, ¥, K.t Han, E. 5; Lee, C. 5. Protective
effect of boldine on axidative mitochondrial damage in streptazetocine
induced diabetic rats. Phormacol, Res. 2000, 42, 361—371.

{47) Tabassum, H.; Parver, 5.; Rehman, H.; Banegjes, B. D.; Raisuddin,
5. Catechin as an antioxidant in liver mitochondrial roxicity: inhibition of
tamomifensinduced protein oxidation and lipid peraxidation. . Biochem.
Mol Toxicol 2007, 21, 110-117.

{48) Horie, 53 Ishil, H; Soga, T. Changes in peroxisamal fatty acid
oxidatbon in the diabetic rat liver. [ Biochers. 1981, %, 1691—1696.

{#9) Diias, A. 5 Porawski, M.; Alonso, &) Marroni, M. Collado, P. 5
Grm::]n-Eaﬂep. J. Quercetin decreases cnadative stress, NF&:PPG.'B
activabion, and iNOS oveTExpression in fiver of mq:lmnan-i:ndn:ed
diabetic rats. J. Nutr. 2005, 133, 2209—2304

{30 Maritim, A C.; Sanders, A Watkins, J. B, 3rd Efects of aipha.
lipaic acid on biomarkers ot axidative stress m streptorotocin-dnduced
diabetic rats. . Nutr. Binchewe. 2003, 14, 288204,

{51) Coskon, ©.; Kanter, M., Korkmar, A Oter, 5. Cuercetin, a
Havonaid antiozidant, prevents and protects m\q)lmndrl-induced
oxidative stress and betaecell damage in rat pancreas. Pharmazol Res.
2005, 51, 117-123%.

{52) Al-Numair, B_ 5.; Chandramohan, G_; Veeramani, C.; Alcaif, M. AL
Ameliorative affect na‘hﬂnpﬁuﬂalhmni.l,nnnﬂdmmiu
:In-ptn:m:in-md.nmd. diabetic ntLRﬂiantr. 0LS, A0 19R—200

{53) Prabhakar, 5. 5 Role of nitric oxide in diabetic nephropathy.
Eemin Nﬂpﬁrﬂl o9, 24, 33—k

[5d) Ch:.ng. C.Cy Eh.mg, C. Y, Huang, J. P Hung, L. M. Effect of
resveratral on oxidative and infammatory stress im liver and spleen of
ih':-plmnuln:ln-md.nmd. type 1 diabetic mats. Chin. L .F'ﬁ}-ml. 01, 55
F92—2ml.

{33) Bowleru, B A If.nppaln. s Chakrabarti, 5 Chen, 5, Diabetes.
mduced activation of mudear iptsonal factor in the retina, and it
inhibation by antiaxidants. Free Radicel Res. 2003, 37, 1169—1180.

DOk 101021 s e FoD IS5
£ dgeic. Food (e, 7077, 64, 44083458

117



Journal of Agricultural and Food Chemistry

(56 Oilehof, M. R Haollman, P. C.; Katan, M. B. Chlorogenic acid and
caffeic acid are absorbed in humans, [ Nutr. 2001, 131, 66—71.

(57} Actisefioretta, L; Leveques, A; Rein, M.; Teml, A; Schafer, T
Hedmann, Ul Li, Hy Schwab, M, Eichelbaum, M Willamson, G.
Intestmal absarption, metabelism, and exaretion of {—J=epicatechn n
healtbry bnans assessed by using an intestinal perfusion technique. Am.
. Clin. Mutr. 2013, 98, 524933,

{58} Spencer, ]. P.; Schraeter, H.; Shenoy, B.; Srai, 5. K.; Debnam, E 5
RiceeLvans, C. Epicatechm is the primary bioavailable form of the

idin dermers B2 and BS after transfer across the small nkestine.
Biix B.I‘.ﬂ.uﬁy.l.ﬂﬂ. Commmn. 2001, 285, 588503,
(39} Sundarrajn, % Armamuogam, M. A systems pharmacology
ive to decpher the mechanism of action of Parangichalkkai
chooranam, a Siddha formulation for the treatment of psoniasis. Riowed.
Phannaecother, 2017, 88, T4—86.

(60} Yamakoshi ] Saito, M Kataoka, 5; Kikochi, M. Safety
evaluation of proanthocyanidin-rich extract from grape seeds. Food
Chem, Toxicol 2002, 40, 399—607.

{61} Mair, A B.; Jacob, 5. A simple practice guide for dose canversion
between animals and buman. [ Basic. Clin, Pharm, 2016, 7, 27—31.

DOE 40107 | sci e TS0 185
£ Agpic. Food Chee, 2077, 84, 44083453

118



