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RESUMO

Espécies reativas de oxigénio (EROs) e 6xido nitrico (NO) sdo mediadores produzidos por
neutréfilos e macrofagos estimulados e exibem importante papel na progressao de respostas
inflamatoérias. Quando a sua produgdo excede o sistema antioxidante das células, resulta em
estresse oxidativo, um processo deletério que pode causar danos a macromoléculas celulares,
incluindo lipideos, proteinas e acidos nucléicos e, portanto, morte celular e varias condi¢des
patologicas. Campomanesia xanthocarpa ¢ uma espécie vegetal do Cerrado brasileiro, em cujas
folhas foram identificados compostos bioativos, incluindo flavonoides e taninos, com
propriedades anti-inflamatdrias, antioxidantes e analgésicas. Desse modo, o objetivo geral deste
estudo € investigar possiveis propriedades anti-inflamatoria do extrato aquoso liofilizado das
folhas da C. xanthocarpa (EACX) em modelos experimentais in vitro, utilizando células da
linhagem macrophage-like RAW 264.7, as quais representam um modelo para estudo das
funcdes bioldgicas de macréfagos. Todavia, inicialmente, neste trabalho, o objetivo especifico
foi avaliar a citotoxicidade do EACX sobre células RAW 264.7. O método utilizado foi a
quantificagdo da atividade da enzima lactato desidrogenase (LDH) em sobrenadantes de cultura.
Os resultados obtidos mostraram que o EACX, nas concentragdes avaliadas, de 500 a 1,953
pug/mL, ndo diminuiu a viabilidade de células RAW 264.7. Portanto, conclui-se que, nas

condi¢des experimentais utilizadas, o EACX nao apresenta efeitos citotoxicos.

Palavras-chave: macrophage-like RAW 264.7; Campomanesia xanthocarpa; lactato

desidrogenase.



ABSTRACT

Reactive oxygen species (ROS) and nitric oxide (NO) are mediators produced by stimulated
neutrophils and macrophages and play an important role in the progression of inflammatory
responses. When its production exceeds the cells' antioxidant system, it results in oxidative
stress, a deleterious process that can cause damage to cellular macromolecules, including lipids,
proteins, and nucleic acids, and therefore, cell death and various pathological conditions.
Campomanesia xanthocarpa is a plant species from the Brazilian Cerrado, in whose leaves
bioactive compounds were identified, including flavonoids and tannins, with anti-
inflammatory, antioxidant and analgesic properties. Thus, the general objective of this study is
to investigate possible anti-inflammatory properties of the lyophilized aqueous extract of C.
xanthocarpa leaves (EACX) in in vitro experimental models, using macrophage-like RAW
264.7 cells, which represent a model for study of the biological functions of macrophages.
However, initially, in this work, the specific objective was to evaluate the cytotoxicity of EACX
on RAW 264.7 cells. The method used was the quantification of lactate dehydrogenase (LDH)
enzyme activity in culture supernatants. The results obtained showed that EACX, at the
concentrations evaluated, from 500 to 1,953 pg/mL, did not decrease the viability of RAW
264.7 cells. Therefore, it is concluded that, under the experimental conditions used, EACX does

not present cytotoxic effects.

Keywords: macrophage-like RAW 264.7; Campomanesia xanthocarpa; lactate
dehydrogenase.
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1 INTRODUCAO

A resposta inflamatoria € descrita como um mecanismo protetor, local ou sistémico,
com o objetivo de eliminar o agente ou estimulo causador, promover cicatrizacao tecidual e
construir uma memdaria imunoldgica no caso de infec¢do para que o organismo, posteriormente,
seja mais especifico contra o agente, podendo iniciar-se logo apds um ferimento ou infec¢ao
(FULLERTON, GILROY, 2016).

Os macrofagos sao monocitos maduros especializados na neutralizacao e fagocitose de
patogenos, bem como debris celulares. Existem macréfagos teciduais que ndo realizam
migragdo e possuem a fun¢ao de monitorar o tecido (VAROL et al., 2015), além disso, podem
realizar a fagocitose de células apoptoticas e organizar a remodelagdo tecidual. Mondcitos
circulantes no sangue eventualmente sdo recrutados para o tecido inflamado e diferenciam-se
em macrofagos. Os leucdcitos polimorfonucleares neutrofilos, semelhantemente aos
monocitos, encontram-se na circulagdo sanguinea e realizam diapedese quando ha infec¢ao ou
dano tecidual (ROSOWSKI, 2020). Neutrofilos, além da fagocitose, também podem formar
redes extracelulares, referidas na literatura como Neutrophil Extracellular Traps (NETs), para
aprisionar e eliminar patégenos (BURDON et al., 2008; HONG et al., 2012).

As células fagociticas também produzem mediadores com potencial microbicida, tais
como as espécies reativas de oxigénio (EROs). Estas, em concentracdo excedente, podem
produzir efeitos deletérios ao organismo, como causar necrose tecidual, induzir apoptose,
prejudicar o metabolismo celular e ainda danificar o DNA e RNA (SEGAL, 2005; VALKO et
al., 2006; BAE et al., 2011).

O ¢xido nitrico (NO) € outra substancia toxica produzida por macrofagos e neutrofilos
para promover a morte do microrganismo patogénico no interior do fagossomo (TEJERO et al.,
2019). A producdo do NO ¢ mediada pela acdo da enzima 6xido nitrico-sintase (NOS). Trés
isoformas de NOS sdo descritas na literatura: (1) neuronal (nNOS), (i1) endotelial (eNOS) e (ii1)
induzivel (iINOS); as duas primeiras sdo constitutivas e a terceira induzivel (TEJERO et al.,
2019). A iNOS ¢ amplamente expressa em macrofagos e, geralmente, ndo € ativada no sistema
vascular saudavel, mas sim em processos patologicos. A producao aumentada de NO, mediada
pela enzima iNOS, pode ser prejudicial a fungdo vascular. (GUNNETT et al., 2005; PAUTZ et
al., 2010; OLLER et al., 2017). Ademais, a molécula de NO ¢ responsavel por varias funcdes
no organismo de mamiferos, como por exemplo adequar o fluxo sanguineo, promover a

vasodilata¢do, inibir a ativacdo plaquetaria, além de interromper a adesdo de moléculas



inflamatoérias ao endotélio vascular. Em condigdes fisiologicas a producdo de NO ¢
primordialmente mantida pela NOS endotelial (HUANG, 1995; TEJERO et al., 2019).

De modo geral, a despeito de a producdo dos mediadores inflamatorios NO e EROS
visar a destruicao de um agente nocivo, quando em excesso, produzem efeitos deletérios aos
tecidos. Neste sentido, a contenc¢do da resposta inflamatoria ¢ de extrema importancia devido
sua relacdo com varias doengas cronicas graves, como cancer, doencas cardiovasculares e
distarbios imunolégicos (SOOMRO, 2019).

Doencas com etiopatogenia inflamatoria sao comuns ao redor do mundo e o seu
tratamento farmacologico ¢ essencial (VISHAL et al., 2014). Drogas anti-inflamatorias nao-
esteroidais (AINEs) e esteroidais (AIEs) sintéticas sdo comumente utilizadas na terapéutica
para o controle de processos inflamatérios agudos e cronicos (MOSKOVTCHENKO;
COGNET, 1976). Entretanto, a maioria desses fAirmacos possui efeitos adversos importantes,
tais como, distirbios gastrointestinais, insuficiéncia renal aguda, sangramentos,
tromboembolismo, alteragdes metabodlicas, dentre outros (YATOO et al., 2018).

Em decorréncias desses efeitos adversos, incitou-se a necessidade de buscar drogas
alternativas as atuais para a resoluc¢do de processos inflamatorios de forma mais segura. Neste
sentido, tem sido crescente o numero de pesquisas que investigam a presenga de compostos
bioativos com potencial uso terapéutico em derivados vegetais, fazendo-se uso da grande
biodiversidade de espécies encontradas em diferentes biomas. No Brasil, estudos visando a
descoberta de novos agentes terapéuticos de origem vegetal podem contribuir com a Politica
Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, aprovada por meio do decreto n°® 5.813, de 22
de junho de 2006, a qual estabelece diretrizes para o desenvolvimento de acdes voltadas a
garantia do acesso seguro e uso racional de plantas medicinais e fitoterdpicos em nosso pais, ao
desenvolvimento de tecnologias e inovagdes, assim como ao uso sustentavel da biodiversidade
brasileira (BRASIL, 2006).

C. xanthocarpa ¢ uma espécie tipica do Cerrado brasileiro, pertencente a familia
Mpyrtaceae. Estudos fitoquimicos utilizando extratos hidroalcéolico e aquoso das folhas da
referida planta revelaram a presenga de metabdlitos secundarios, tais como flavonoides,
taninos, esteroides e saponinas. Outras substancias, como acido clorogénico e gélico, quercetina
e teobromina foram encontradas somente no extrato aquoso (MARKMAN, 2002;
SANT'ANNA, et al.; 2017). Estes metabolitos, especialmente os flavonoides, possuem
propriedades anti-inflamatdrias e analgésicas relacionadas ao potencial antioxidante desses

compostos (MARKMAN et al., 2004; SANDHAR et al., 2011).



Diante do exposto, considerando que o extrato aquoso das folhas da C. xanthocarpa
demonstrou, por meio de andlise fitoquimica, conter substincias polifendis, flavonoides e
taninos e que estudos da literatura t€ém apontado atividades antioxidantes e anti-inflamatorias
para essas substancias, podemos inferir as seguintes hipoteses:

HO: o extrato aquoso da C. xanthocarpa ndo apresentara atividades farmacologicas;

H1: o extrato aquoso da C. xanthocarpa apresentara atividades farmacologicas
antioxidantes e anti-inflamatorias.

Contudo, para investigar essas hipdteses, o presente estudo tem por objetivo inicial
avaliar o potencial citotdoxico do extrato aquoso liofilizado das folhas da Campomanesia.

xanthocarpa em modelo experimental in vitro.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Inflamacio: a importancia dos macrofagos, EROS e NO

Inflamacao excessiva tem sido reconhecida como um componente importante associado
a diversas condigdes patologicas cronicas, incluindo asma, doencgas cardiovasculares,
neurodegenerativas, infecciosas e autoimunes, como artrite reumatoide e lipus eritematoso
sist€émico (SLE; systemic lupus erythematosus) (PARK et al., 2020). Além disto, processos
inflamatorios persistentes tém sido relacionados a doengas metabodlicas, como obesidade e
fibrose (MUSSO, 2018; GREENLEE-WACKER, 2016).

Respostas inflamatorias constituem mecanismos de defesa do organismo animal,
desencadeados apds infeccdo ou lesdo tecidual. Reagdes inflamatorias locais ou sist€émicas
visam a eliminar os estimulos nocivos, promovem o reparo e cicatrizacdo tecidual e, em casos
de infec¢do, levam ao desenvolvimento de uma memoria imunologica (GUO et al., 2012;
FULLERTON, GILROY, 2016). Entretanto, a inflamag¢ao crénica nao controlada pode
conduzir a alteragdes fisiopatoldgicas importantes (PARK et al., 2020).

A resposta inflamatdria aguda inicia-se com a producdo de mediadores soluveis,
incluindo proteinas do sistema complemento, quimiocinas, citocinas, radicais livres, aminas
vasoativas e eicosanoides, produzidos por células residentes (teciduais), como macrofagos,
células  dendriticas, linfocitos, células endoteliais, fibroblastos e mastocitos.
Concomitantemente, por meio de alteracdo na expressdo de moléculas de adesdo em células
endoteliais e leucocitos circulantes, ocorre influxo de granuldcitos, tipicamente
polimorfonucleares (PMN) neutrofilos, e monécitos, acompanhado da exsudagdo de proteinas
plasmaticas em dire¢do ao sitio de lesdo ou infeccdo (FULLERTON, GILROY, 2016). O
recrutamento e extravasamento dos mondcitos, seguidos da sua diferenciacdo em macréfagos
sdo eventos cruciais em uma resposta inflamatoria (GEISSMANN et al., 2010).

Neutrofilos e mondcitos/macrofagos sao as principais células do sistema imune inato
com a fun¢do primaria de fagocitar e eliminar debris celulares e microrganismos por meio de
mecanismos intracelulares envolvendo a produc¢do de mediadores, tais como Espécies Reativas
de Oxigénio (EROs; por exemplo: O2¢ ~, H,O2, HOCI, e -OH), 6xido nitrico (NO), citocinas e
quimiocinas, mieloperoxidase (MPO) e proteases (FULLERTON, GILROY, 2016).
Neutrofilos também podem formar redes extracelulares, referidas na literatura como Neutrophil

Extracellular Traps (NETs), para aprisionar e eliminar patogenos. As NETs sdo estruturas em
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forma de teia constituidas de proteinas granulares reunidas sobre cromatina descondensada
proveniente do nucleo e do DNA mitocondrial. Essas redes interceptam e eliminam
microrganismos, tais como bactérias, fungos, virus e parasitos (ROSOWSKI, 2020; LOOD et
al., 2016; URBAN et al., 2006; SAITOH et al., 2012; ABI ABDALLAH et al., 2012). Embora
neutréfilos sejam classicamente associados com a inflamacdo aguda e imunidade inata, estudos
tém demonstrado que neutrofilos sdo elementos essenciais na elaboragdo da imunidade
adaptativa e resolucao da resposta inflamatoria cronica (HACHICHA et al., 1995). Neutrofilos
podem secretar citocinas, por exemplo, IL-17, que regulam a expressao de fatores pro-
inflamatorios em células mesenquimais e mieloides, levando a perpetuacdo do recrutamento e
ativacao de neutrofilos adicionais na inflamagao cronica (VARRICCHI et al., 2015.)

Macroéfagos, além da habilidade fagocitica, constituem importante classe de células
apresentadoras de antigeno (APCs), ativam linfécitos T e B, secretam citocinas pro- e anti-
inflamatorias, mitogénicas, angiogénicas e fibrogénicas (BEAUVILLAIN et al., 2007). No
contexto dos processos infecciosos, macrofagos sdo células essenciais para uma resposta imune
bem sucedida contra varios patdogenos, como demonstrado pela menor taxa de sobrevivéncia
e/ou elevada carga parasitaria em modelos experimentais de camundongos depletados de
macrofagos e infectados com (i) virus Herpes simplex (PINTO et al., 1991), (ii) bactérias
[Pseudomonas aeruginosa (KOOGUCHI et al., 1998; MANICONE et al., 2009), Listeria
monocytogenes (PINTO et al., 1991), Klebsiella pneumoniae (CHEUNG et al., 2000)] e fungos
[Candida albicans (QIAN et al., 1994), Aspergillus fumigatus (BHATIA et al., 2011)].

Em uma rea¢ao inflamatéria, EROs e NO s3o mediadores importantes na progressao de
desordens teciduais. Macréfagos sdo células que produzem grandes quantidades de NO em
resposta a estimulos inflamatdrios, por meio da atividade da enzima 6xido nitrico sintase
induzivel (iINOS: inducible nitric oxide synthase), a qual catalisa a formag¢ao de NO a partir do
aminoacido L-arginina (CERQUEIRA; YOSHIDA, 2002). A ativacdo do processo de
fagocitose estimula em neutrdfilos € macréfagos um metabolismo gerador de EROs, referido
na literatura como “burst”, surto ou explosdo respiratoria, metabolica ou oxidativa,
caracterizado pelo aumento do consumo de oxigénio e de ATP (trifosfato de adenosina),
aumento da oxidagdo da glicose pela via da hexose monofosfato, do transporte de elétrons e da
geragao de EROs (FAURSCHOU; BORREGAARD, 2003).

Lipopolissacarideo (LPS) derivado da membrana externa de bactérias gram-negativas
regula a liberagdo de mediadores inflamatorios associados com sepse e outras desordens

inflamatorias. Em macrofagos, LPS ativa a via de sintese e liberagdo de NO por meio da sua
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interagdo com receptores Toll like (TLR4) e subsequente ativagdo de quinases celulares,
resultando na ativacdo do fator de transcri¢do NFx-B, principal via que regula a liberacao de
NO e de varias citocinas durante uma resposta inflamatéria (CHOUDHARY et al., 2013;
AKTAN, 2004). Estudos da literatura demonstraram o potencial antimicrobiano do NO contra
diversos patdgenos, incluindo Clostridium difficile, Mycobacterium tuberculosis e Salmonella
entérica (CUNNINGHAM et al.; 2014; MACMACKING et al., 1997; MASTROENI et al.,
2000); além da participacdo do NO na defesa do organismo hospedeiro por meio da regulagdo
da resposta imune (EHRT et al., 2001). Neste sentido, tem sido sugerido que o NO medeia
resisténcia a tuberculose devido, pelo menos em parte, ao efeito negativo do NO sobre o
recrutamento de neutrofilos (MISHRA et al., 2017). Contudo, apesar de o NO apresentar agdes
microbicida e imunomoduladora, a sua producdo exacerbada apresenta efeitos patoldgicos ao
organismo hospedeiro (SOOMRO et al.; 2019). No organismo animal, a produ¢do basal de NO
¢ necessdaria para a fung¢do vascular normal. Entretanto, durante a inflamacao, a ativagdo da
forma induzivel da enzima 6xido nitrico sintase (iNOS) pode tornar-se excessiva e causar
vasodilatagdo, resultando em hipotensdo e choque séptico (MACDONALD, 2003). Além disto,
areacdo entre NO e anions superdxidos (O2¢ 7), gerados durante a fagocitose, leva a sintese de
peroxinitrito (ONOO), um dos radicais mais toxicos derivados do NO. Eventualmente, o
ONOO reduz a biodisponibilidade do NO basal e interfere com sua fungdo de relaxamento
vascular, causando, portanto, vasoconstricao e hipertensdo. Além disto, esses radicais causam
nitrosilagdo de proteinas, evento que contribui para o desenvolvimento de doengas, como o
cancer, cardiacas e pulmonares, dentre outras (KARIN, 2009; HATTORI et al., 2004; DING,
et al., 2009; LEONI, et al., 2014).

A geragdo de EROs ¢ mediada por um complexo enzimatico denominado NADPH-
oxidase, o qual transporta elétrons do NADPH no citoplasma para o Oz no fluido extracelular
ou no espago intrafagossomico, para formar o radical anion superoxido (Oz¢ 7). Este anion ¢
convertido em H>O,, que, por sua vez, gera outras EROs, por meio de reagdes quimicas e
enzimaticas (BABIOR, 2000; KITAGAWA et al., 2003; DECOURSEY; LIGETI, 2005). Outra
enzima importante no metabolismo gerador de EROs ¢ a MPO (mieloperoxidase), que catalisa
a oxidacao de ions haleto (CI7, Br™, I") para acidos hipo-halosos, utilizando H>O, como substrato
(BABIOR, 1999; PULLAR et al., 2000). As EROs geradas atuam como oxidantes de varios
compostos nos sistemas bioldgicos formando uma grande variedade de espécies quimicas
reativas, as quais sdo importantes para degradar o patdgeno fagocitado. A presenca de EROs

no espago extracelular ¢ controlada por moléculas antioxidantes naturais [NADPH, SOD
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(enzima superoxido dismutase), catalase e glutationa peroxidase], que previnem a formacao ou
sequestram os radicais livres, interrompendo a cadeia de reagdes de propagacdo. Todavia,
quando a produgdo de EROs excede o sistema antioxidante das células, resulta em estresse
oxidativo, um processo deletério que pode ser importante mediador de danos a macromoléculas
celulares, incluindo lipideos, proteinas, e acidos nucléicos. Este fendmeno pode causar morte
celular e alteragdes fisiopatologicas. Por exemplo, a modificagdo oxidativa de proteinas estéd
associada a geragdo de autoanticorpos em varias doengas autoimunes, como o SLE (KURIEN
et al. 2006; SOOMRO et al.; 2019).

Diante do exposto, a descoberta de compostos bioativos com potencial acdo
antioxidante por interferirem com a geracdo de EROS e/ou NO durante uma resposta
inflamatoria pode conduzir futuramente a novas ferramentas farmacologicas com potencial uso

terapéutico em doengas inflamatorias cronicas.

2.2 Plantas Medicinais

Segundo a Organizagdo Mundial de Satde plantas medicinais sdo definidas como:
qualquer vegetal que tem em seu interior, substincias que podem ser utilizadas em fins
terapéuticos, ou que sejam precursores de farmacos definidos como semissintéticos (WHO,
1998; JUNIOR et al., 2005). Espécies de plantas desde a antiguidade tém sido utilizadas de
forma empirica como instrumentos terapéuticos em varias condigdes patoldgicas. Por exemplo,
os chineses ha 5 mil anos usaram a “Efedra” para tratar a asma. Babilonios e Sumérios, para
alivio das dores usavam como tratamento a mandragora e o 6épio (CRAVO, 2002).

Doravante no século XIX, iniciou-se o isolamento, a partir de derivados vegetais, de
compostos com atividade terapéutica, bem como a sintese quimica de substincias
biologicamente ativas com o proposito de encontrar-se novas moléculas com potencial uso
terapéutico (CUNHA, 2012)

Contudo, atualmente, o uso empirico de preparagdes caseiras baseadas em plantas para
o tratamento de enfermidades ainda € bastante significativo em varias comunidades. No Brasil,
algumas infusdes contendo folhas, caules e raizes de diferentes espécies de plantas sdo
utilizadas para tratar condi¢des dolorosas (DUTRA, 2016). Espécies da familia Myrtaceae,
como a Myrtus communis, tém demonstrado atividade hipoglicemiante em extrato
hidroalcéolico (ELFELLAH et al., 1984). De modo empirico, a C. xanthocarpa, que também ¢

umas das espécies dessa familia, tem sido usada para diminuir niveis de colesterol sanguineo
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(BALLVE, 1995). Estudos cientificos recentes fundamentaram o uso popular da C.
xanthocarpa, provando seus efeitos na redug¢ao dos niveis de colesterol, estresse oxidativo e em

processos inflamatorios em pacientes hipercolesterolémicos (VIECILI, 2014).

2.2.1 Campomanesia xanthocarpa

O Cerrado brasileiro possui grande extensao territorial com mais de 1,8 milhdes de km?,
possuindo variedades de clima, solos, animais e vegetais, com alta diversidade, sendo um
importante bioma. Esse dominio inclui muitos ecossistemas, fazendo parte de varios estados
brasileiros e representando cerca de 23% de todo o pais, incluindo parte dos estados de Goiés,
Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Piaui, Maranhao ¢ Sao Paulo (COUTINHO,
2002).

A espécie C. xanthocarpa, da familia Myrtaceae, conhecida popularmente como
guabirobeira, nativa do Cerrado, é encontrada nos estados brasileiros de Minas Gerais, Sao
Paulo, Mato Grosso do Sul até¢ o Rio Grande do Sul e no nordeste da Argentina, Uruguai e
Paraguai. Seu comprimento pode chegar em até 20 metros de altura, com caule apresentando
de 30 a 50 centimetros de diametro, possuindo folhas membranaceas de 4 a 8 centimetros de
comprimento por 3 a 5 centimetros de largura, de aspecto assimétrico. As folhas posicionam-
se opostamente, sdo verde escuras na por¢ao superior, e verde claras na inferior. No inverno,
perde suas folhas, assim sendo chamada de decidua; além disto, a C. xanthocarpa ¢ mesofita e
heliofita produz flores, normalmente entre os meses de setembro a novembro, e frutos. As flores
sdo de coloragdo branca, hermafroditas, compostas por cinco pétalas, sdo actnomorfas, ou seja,
que podem ser divididas em varias partes iguais e sdo dispostas em ramos laterais, ou ainda, de
forma solitaria na axila das folhas. Os frutos amadurecem durante o periodo de novembro a
dezembro, possuem formato arredondado, coloragdo alaranjada no estado maduro, podendo
apresentar didmetro de até 3 centimetros (REITZ, 1977, LORENZI, 1992; BALLVE, 1995).

No interior do fruto sdo encontradas de 5 a 6 sementes pequenas (CRAVO, 2002).

2.2.2 C. Xanthocarpa e Compostos bioativos

Estudos fitoquimicos utilizando extrato hidroalcéolico das folhas da C. xanthocarpa

revelaram a presenca de metabolitos secunddrios, tais como flavonoides e taninos

(HARBORNE; WILLIAMS 2000; DA SILVA et al., 2016; DALASTRA et al., 2019).
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2.2.2.1 Flavonoides

Flavonoides apresentam o componente estrutural 2- fenil-cromano, contendo pelo
menos trés hidroxilas fenolicas, sendo uma delas ligada a uma ose. Devido a oxigenagao, esses
sdo separados em trés grupos: as flavonas (apegenina, luteolina), flavondis (campferol,
quercitina) e flavononas (naringenina, eriodictiol) (CUNHA, 2012).

De modo geral, os flavonoides possuem propriedades anti-inflamatoria, antialérgica,
hepatoprotetora, antiespasmodica, protetores de mucosa gastrica e antioxidante (SANDHAR et
al., 2011; CUNHA, 2012). Os mecanismos moleculares envolvidos nas atividades anti-
inflamatorias dos flavonoides incluem, inibigdo de enzimas proé-inflamatorias, tais como as
enzimas ciclooxigenase-2 (COX-2), lipoxigenase e 0xido nitrico sintase induzivel (iNOS).
Além disto, flavonoides foram capazes de inibir a expressao de citocinas pro-inflamatorias,
incluindo TNF- o, IL 1-B, IL-6, IL-8 ¢ MCP-1 (monocyte-chemoattractant protein-1), em
diferentes tipos celulares, tais como macrofagos RAW 264.7, células T Jurkat e células
mononucleares do sangue periférico. A inibicao dos fatores de transcrigdo NF-kB e AP-1e de
MAPKSs (proteinas quinases ativadas por mitdgenos) tem sido apontada como possivel
mecanismo molecular envolvido na a¢do moduladora dos flavonoides sobre a atividade de
citocinas. Assim, os flavonoides mostram atuar sobre diversos alvos na regulacdo de um
processo inflamatorio (KIM, 2004; SERAFINI et al., 2010). Estudos também demonstraram
acoes de vasodilatacdo pela inibicdo da proteina quinase C (PKC) ou de fosfodiesterases ou

ainda pela diminui¢do do calcio intracelular (DUARTE, 1993; FERGUSON, 2001).

2.2.2.2 Taninos

Taninos sdo compostos polifenodlicos de alto peso molecular e com afinidade de ligacao
a proteinas. Os compostos taninos sao divididos em dois grandes grupos, os hidrolisaveis
(poliésteres de acidos fenolicos) e os condensados, que se assemelham aos flavonoides
(procianidinas). Em grande parte, as suas func¢des biologicas baseiam-se na capacidade desses
compostos em formar ligacdes com macromoléculas, como as proteinas (enzimas digestivas,
proteinas fingicas ou virais) por meio de ligagdes reversiveis ou irreversiveis (CUNHA, 2012).

De modo geral, os taninos apresentam potenciais efeitos anticancerigenos,
antimicrobianos,  anti-helmintico, antioxidantes, antimutagénicos, cardioprotetores,

antitromboticos e antialérgicos. Além disto, possuem ag¢des imunomoduladoras e anti-
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inflamatoérias, por meio da inibicdo de citocinas pro-inflamatérias (AMAROWICZ, 2007;
ZHANG et al., 2010; TIAN et al., 2012; PARK, 2013; SMERIGLIO, 2016). Outro fato ¢ que
os taninos precipitam alcaloides servindo como antidoto em intoxicagdes, podendo por isto,
efetuar papéis de antimicrobianos e antifungicos (MELLO; SANTOS, 2001; MONTEIRO et
al., 2005).

Recentemente alguns estudos demonstraram que compostos contendo taninos
funcionam como sequestradores de radicais livres (AMAROWICZ, 2007). Deste modo, esses
compostos podem ser benéficos a saude, pois patologias como esclerose multipla, aterosclerose,
cancer e até mesmo o envelhecimento sdo relacionadas a grandes quantidades intracelulares de

radicais livres (MELLO; SANTOS, 2001).

2.3  Lactato Desidrogenase (LDH)

Apesar de as espécies vegetais constituirem fontes importantes de inimeros compostos
bioativos com potencial uso terapéutico, muitas dessas substancias podem exibir efeitos de
toxicidade aos animais, incluindo o homem. Nesse sentido, estudos que investigam possiveis
propriedades terapéuticas de derivados vegetais ou de substancias isoladas devem,
necessariamente, avaliar seus efeitos de citotoxicidade visando ao uso seguro e eficaz dessas
preparagdes. Existem descritos na literatura varios ensaios para determinacdo de efeitos
citotoxicos produzidos por diferentes substancias em sistemas bioldgicos. Um desses ensaios €
a quantificacdo da enzima lactato desidrogenase (LDH) em sobrenadantes de cultura de células.

A enzima LDH ¢ encontrada no citoplasma de diferentes tipos de células. Quando
ocorre morte celular e rompimento da membrana plasmatica, a enzima ¢ liberada para o meio
extracelular e pode ser quantificada. Assim, a mensuracdo da atividade da enzima LDH em
sobrenadantes de cultura de células constitui um método indireto para avaliar morte celular e,
portanto, fenomeno de citotoxicidade (DECKER; MATTHES-LOHMANN, 1988).

De acordo com a literatura, a atividade da enzima LDH pode ser quantificada no soro
ou outras amostras bioldgicas utilizando-se um método cinético espectrofotométrico. A enzima
LDH catalisa a reag¢do de redugdo do piruvato em lactato, utilizando a coenzima NADH como
doador de equivalentes redutores. Assim, nessa reagao, ocorre oxidacao de NADH e isto resulta
em decréscimo da absorbancia da amostra em comprimento de onda (A) igual a 340 nm, a qual
¢ proporcional a atividade da enzima. nas amostras. Esse ensaio foi utilizado em modelos

experimentais utilizando células macréfagos, monocitos e NK e demonstrou ser uma
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ferramenta adequada para avaliar a citotoxicidade (DECKER; MATTHES-LOHMANN, 1988;
FOTAKIS; TIMBRELL, 2005).

Além disso, esse método foi eficiente para a determinar a citotoxicidade de compostos
bioativos em células H460 tratadas com flavonoide morina e extrato da folha oliveira

(Oleaeuropaea L.) em vérias concentragdes (PEREIRA et al., 2015).

2.4  Linhagem RAW 264.7

Neste estudo, foi utilizada a linhagem celular macrophage-like RAW 264.7 para a
determinagdo do potencial citotoxico do extrato aquoso da C. xanthocarpa. Essa linhagem de
células foi estabelecida a partir de tumor induzido pelo virus da leucemia murina de Abelson
(RASCHKE et al, 1978) e representa um modelo para estudo in vitro das func¢des bioldgicas de
macrofagos (ZHAN et al, 2018).
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3 JUSTIFICATIVA

A espécie C. xanthocarpa contém flavonoides e outros metabdlitos secundarios com
atividades biologicas diversas descritas na literatura, dentre elas agdes anti-inflamatoria e
antioxidante. Contudo, até o presente momento, a literatura nao dispde de trabalhos que tenham
avaliado o potencial anti-inflamatério do extrato aquoso liofilizado das folhas dessa importante
espécie do Cerrado brasileiro sobre fungdes bioldgicas dos macrofagos no contexto de uma
resposta inflamatoria, como, por exemplo, a fagocitose e a produgao de EROs e NO. Contudo,
para investigar possivel a¢do anti-inflamatéria do referido extrato, em modelo experimental in
vitro utilizando células RAW 264.7 (linhagem celular macrophage-like RAW 264.7), deve-se
inicialmente determinar a sua citotoxicidade. Assim, este estudo contribuird para a descoberta
de novos compostos bioativos, os quais possam ser utilizados diretamente como instrumentos
terapéuticos, ou, indiretamente, como modelos para a sintese de moléculas uteis no tratamento

de doengas inflamatorias.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral e Especifico
Determinar a citotoxicidade do extrato aquoso das folhas da C. xanthocarpa em células
da linhagem macrophage-like RAW 264.7, por meio do ensaio enzimatico da lactato

desidrogenase (LDH).
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5 METODOLOGIA

51 Local de Execucao

Os experimentos foram realizados nos Laboratério de Farmacologia de Produtos
Naturais, Laboratorio de Biofisica e Laboratério de Imunocitofisiologia da Reprodugdo, nos
Departamentos de Farmacologia (DEFAR), Biofisica (DBIOF) e Departamento de Biologia
Celular, Histologia e Embriologia (DBHEM), respectivamente, do Instituto de Ciéncias
Biomédicas (ICBIM) e na Rede de Laboratorios Multiusuarios (RELAM) da Universidade
Federal de Uberlandia (UFU).

5.2 Material vegetal e obtencdo do extrato aquoso da Campomanesia xanthocarpa

A espécie a partir da qual foram coletadas as folhas para a preparacao do extrato aquoso
da C. xanthoacarpa (EACX) foi previamente identificada por bidlogo competente e uma
exsicata foi depositada no herbario da Universidade Federal de Uberlandia (Numero de Registro
HUFU 65525).

Neste estudo, as folhas da C. xanthocarpa foram coletadas em campos de vegetagao
espontanea em outubro/2018, no Sitio Primavera, Distrito Cruzeiro dos Peixotos, Uberlandia,
MG (Coordenadas geograficas: 18°43°46,1°" S; 48°22°07,00"" W; Fonte: Google maps), e,
gentilmente, cedidas pelo Prof. Dr. Jodo Batista Ferreira dos Santos, da Faculdade de Medicina
Veterinaria, Universidade Federal de Uberlandia. Posteriormente, as folhas foram transportadas
para o Laboratério de Farmacologia Geral. Para a preparagdo do extrato aquoso, apds a coleta,
as folhas foram separadas dos galhos, destacadas dos peciolos, e selecionadas apenas aquelas
que, macroscopicamente, ndo apresentavam indicativos de contaminagdo por microrganismos.
Em seguida, as folhas foram duplamente lavadas em agua corrente e a4gua destilada. Apds esse
procedimento, as folhas foram colocadas em estufa a 45 °C durante 48 horas para secagem.
Depois de secas, as folhas foram trituradas em liquidificador e, em seguida, colocadas em
proveta contendo agua destilada na propor¢do de 10% (m/v). A extracdao foi realizada a
temperatura ambiente, durante 48 horas. Posteriormente, o extrato foi filtrado, inicialmente em
funil contendo algodao e, em seguida, em funil contendo papel de filtro. O extrato obtido foi

colocado em tubos falcon de 50 mL e acondicionado a temperatura - 20° C. Apds o
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congelamento, o extrato foi liofilizado a — 40 °C até a total remocao do conteudo de agua. O

material obtido foi pesado e acondicionado em freezer a — 20 °C até a data da utilizagao.

53 Modelo experimental in vitro

5.3.1 Cultura de células macrophage-like RAW 264.7

Foram utilizados macrofagos murinos da linhagem macrophage-like RAW 246.7,
habitualmente armazenados em tanque nitrogénio liquido. No momento do uso, as células
foram descongeladas a temperatura ambiente e adicionadas a tubo falcon com 10 mL de meio
RPMI incompleto (sem SFB, soro fetal bovino). Em seguida, as células foram centrifugadas
por 5 minutos, 1000.g, 4 °C. O sedimento foi ressuspendido em 5 mL de meio RPMI contendo
SFB a 10% (meio completo, RPMI-SFB). As células foram, entdo, cultivadas em frascos de 25
cm? em meio RPMI 1640 suplementado com 25 mM de HEPES, 2 mM de L-glutamina, 3 mM
de bicarbonato de sodio, antibidticos (penicilina G a 100 U/mL e estreptomicina a 100 pg)
(Sigma Chemical Co., St Louis, MO, EUA) e 5% de soro fetal bovino (SFB) (Cultilab,
Campinas, Brasil) inativado a 56°C por 30 minutos, e incubadas em atmosfera umida de 5% de
CO> a 37°C. A manutenc¢ao foi feita por passagens seriadas, utilizando-se cell scraper, a cada

dois dias com troca do meio RPMI-SFB.

54 Analise da citotoxicidade do EACX em células RAW 264.7

A toxicidade do EACX em células RAW 264.7 foi avaliada pela determinacdo da
atividade da enzima lactato desidrogenase (LDH) em sobrenadantes de cultura (LUCISANO-
VALIM et al., 2002). Células RAW 264.7 foram cultivadas em placas de 96 pogos (5x10*
células/100 pL/pogo) em atmosfera timida de 5% de CO2 a 37°C, por 22 horas. Em seguida, os
sobrenadantes de cultura foram removidos, as células foram lavadas com solugdo salina
tamponada com fosfato (PBS), pH 7,1 e tratadas com diferentes concentragdes do EACX (500,
250, 125, 62.5, 31.25, 15.625, 7.812, 3.9, 1.953 ng/mL) apds incubadas a 37°C e 5% de CO2,
por mais 22 horas. A liberacdo basal de LDH foi determinada em sobrenadantes de células nao
tratadas com o extrato (grupo controle negativo; viabilidade celular 100%); a liberagdo maxima
de LDH foi obtida pelo tratamento das células com Triton X-100 0,2% (controle positivo). Apos

o periodo de tratamento, os sobrenadantes livres de células foram coletados de pocos
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independentes, em quadruplicata, e armazenados em freezer a —80°C. A atividade de LDH
liberada nos sobrenadantes foi quantificada usando-se um kit comercial para diagnoéstico,
seguindo-se as instru¢des do fabricante (LDH Liquiform, Labtest Diagnostica S.A., Lagoa
Santa, Brasil) e expressa em U/L.

Figura 1: Reacao catalisada pela enzima lactato desidrogenase. A enzima LDH catalisa
a reducdo do piruvato a lactato, utilizando a coenzima NADH como doador de equivalentes
redutores. No ensaio enzimatico, a atividade da enzima ¢ quantificada indiretamente por meio
da reducao da absorbancia do NADH em comprimento de onda (1) igual a 340 nm.

NADH NAD*
COoQ- H;\H\ ;,/" COoo™
I I
0=C = »  HO—CH
I LDH I
CHg CHg
Pyruvate Lactate

Fonte: http://cshprotocols.cshlp.org/, 2018.
5.5  Analise Estatistica

Para os calculos estatisticos e confec¢ao do grafico foi utilizado o programa GraphPad
Prism versao 5.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, EUA). Os dados foram expressos como
amédia+ S.E.M (erro padrao da média) e analisados utilizando-se o teste ANOVA de uma via,
seguido pelo pds-teste de Bonferroni para comparacdes multiplas. Todos os resultados foram

considerados significativos para um nivel de p < 0,05.
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6 RESULTADOS
6.1 Citotoxicidade do EACX

A citotoxicidade induzida pelo EACX sobre células RAW 264.7 foi determinada pela
atividade de LDH. Como mostrado na figura 1, os niveis de LDH foram significantemente
aumentados em sobrenadantes de cultura de células RAW 264.7 tratadas com Triton X-100 a
0,2%, comparados aos niveis de LDH em sobrenadantes das células tratadas apenas com meio
RPMI-SFB 5% ou de células tratadas com EACX, em todas as concentragdes utilizadas (p <
0,0001). Entretanto, ndo houve diferenga estatisticamente significativa entre os niveis de LDH
quantificados em sobrenadantes de células tratadas apenas com o meio RPMI-SFB 5% e de
células tratadas com as diferentes concentragdes do EACX (p > 0,05). Estes dados indicam que

o EACX, nas concentragdes avaliadas, ndo induz toxicidade sobre células RAW 264.7.

Figura 2. LDH liberada por macréfagos murinos da linhagem macrophage-like RAW 246.7.
Células RAW 264.7 cultivadas em microplacas de 96 pocos (5x10* células/100 pL/pogo) foram
tratadas com EACX em diferentes concentragdes (500, 250, 125, 62.5, 31.25, 15.625, 7.812,
3.9, 1.953 pg/mL) e mantidas a 37 °C e 5% de CO: por 24 horas. Em seguida, os sobrenadantes
livres de células foram coletados de pocos independentes. A liberagdo basal de LDH,
correspondente a auséncia de citotoxicidade, foi determinada em sobrenadantes de células nao
tratadas com o extrato (0 pg/mL); a liberacdo méxima de LDH foi obtida pelo tratamento das
células com Triton X-100 0,2% (TX). Os dados estdo expressos como média = SEM e sao
representativos de um experimento realizado em quadruplicata. *Significancia estatistica entre
a atividade LDH de células RAW 264.7 ndo tratadas ou tratadas com diferentes concentragdes
do EACX e o grupo controle TX (Teste ANOVA, one-way analysis of variance, seguido do
teste Bonferroni para comparagdes multiplas (***p < 0,0001).

2000~

1500+
10004
S00+

EACX (ug/mL)

LDH (U/L)




24

7 DISCUSSAO

A citotoxicidade do EACX em células da linhagem macrophage-like RAW 264.7 foi

obtida pelo ensaio de LDH.

Os dados obtidos sugerem que o EACX, nas concentragdes utilizadas, ndo exibe
citotoxicidade sobre células RAW 264.7.

Esses dados corroboram com estudos que avaliaram a citotoxicidade do extrato
alcoolico das folhas e polpa da guabirobeira, nas concentragdes 25, 50, 75 e 100 ug/mL, sobre
células tumorais de cortex adrenal (linhagem H295R), utilizando o método tetrazdlio de
metiltiazol (MTT) e ndo observaram efeitos citotoxicos (DALASTRA, 2018). O extrato
etandlico das folhas de outra espécie do mesmo género, Campomansia adamantium, utilizado
para tratar células de osteosarcoma in vitro, também nao apresentou agoes citotoxicas avaliadas
por meio do ensaio de MTT (SILVA, 2018; VIEIRA, 2020).

Um estudo utilizando a mesma linhagem de células macrophage-like RAW 264.7, pelo
ensaio de MTT, demonstrou ndo existir atividade citotdxica do extrato aquoso da planta
Eugenia dysenterica, pertencente a familia Myrtaceae, a qual também inclui a C. xanthocarpa
(SILVA, 2019).

Ademais, o ensaio de LDH foi eficaz para mensurar a viabilidade celular em linhagens
de células neoplésicas (H460), quando tratadas com outros extratos vegetais, como o flavonoide
morina em concentragdes variadas (PEREIRA et al., 2015).

Diante do exposto, apesar de haver varios métodos para avaliagdo de efeitos citotoxicos
mediados por varios compostos em diferentes modelos experimentais, como, por exemplo o
ensaio de MTT (tetrazdlio de metiltiazol) (MOSMANN, 1983), o método enzimatico para
determinag¢do da atividade da enzima LDH (LUCISANO-VALIM et al., 2002) esta bem
estabelecido na literatura para esse objetivo.

A avaliagdo da citotoxicidade do EACX ¢ de grande valia, pois possibilita
determinarmos as doses que poderdo ser utilizadas em estudos experimentais futuros. Além
disto, a auséncia de toxicidade observada pelo método enzimatico de LDH sugere que o EACX,
nas concentracdes utilizadas, ndo contém compostos nocivos que interferem com a viabilidade

de células RAW 264.7.
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8 CONCLUSAO

O EACX, nas diferentes concentracdes utilizadas neste estudo, ndo produziu efeitos

citotoxicos sobre a linhagem celular macrophage-like RAW 264.7.
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