UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE
PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAO E PESQUISA
DOUTORADO EM CIENCIAS DA SAUDE

LUANA MENDONCA CERCATO

EFEITO ANTI-INFLAMATORIO TOPICO ASSOCIADO A ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE DO EXTRATO AQUOSO DAS FOLHAS DA Annona muricata L.

ARACAJU
2021



LUANA MENDONCA CERCATO

EFEITO ANTI-INFLAMATORIO TOPICO ASSOCIADO A ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE DO EXTRATO AQUOSO DAS FOLHAS DA Annona muricata L.

Tese apresentada ao Programa de POs-
Graduacdo em Ciéncias da Saude da
Universidade Federal de Sergipe como
requisito parcial a obtencdo do grau de Doutor
em Ciéncias da Saude.

Orientador: Prof. Dr. Enilton A. Camargo

ARACAJU
2021



LUANA MENDONCA CERCATO

EFEITO ANTI-INFLAMATORIO TOPICO ASSOCIADO A ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE DO EXTRATO AQUOSO DAS FOLHAS DA Annona muricata L.

Tese apresentada ao Programa de POs-
Graduacdo em Ciéncias da Saude da
Universidade Federal de Sergipe como
requisito parcial a obtencdo do grau de Doutor
em Ciéncias da Saude.

Aprovada em: / /

Orientador: Prof. Dr. Enilton A. Camargo
Universidade Federal de Sergipe

1° Examinador: Profa. Dra. Ivani Aparecida de Souza
Universidade Federal de Sergipe

2° Examinador: Profa. Dra. EIma Regina Silva de Andrade Wartha
Universidade Federal de Sergipe

3° Examinador: Profa. Dra. Sandra Lauton Santos
Universidade Federal de Sergipe

4° Examinador: Profa. Dra. Paula dos Santos Nunes
Universidade Estadual de Campinas

ARACAJU
2021



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA BIBLIOTECA DA SAUDE - BISAU

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE

C412e

Cercato, Luana Mendoncga

Efeito anti-inflamat6rio topico associado a atividade antioxidante
do extrato aquoso das folhas da Annona muricata L. / Luana
Mendonga Cercato ; orientador Enilton Aparecido Camargo. —
Aracaju, 2021.

73f. il

Tese (doutorado em Ciéncias da Saude) — Universidade
Federal de Sergipe, 2021.

1. Ciéncias da saude. 2. Inflamacao. 3. Estresse oxidativo. 4.
Plantas medicinais. 5. Graviola. 6. Flavonoides. |. Camargo,
Enilton Aparecido, orient. Il. Titulo.

CDU 616-002




RESUMO

Efeito anti-inflamatério tépico associado a atividade antioxidante do extrato
aguoso das folhas da Annona muricata L. Luana Mendonc¢a Cercato, 2021. A
Annona muricata L., também conhecida como “graviola”, é utilizada popularmente
para o tratamento de doencas relacionadas a processos inflamatorios e oxidativos.
Além disso, a literatura cientifica investiga os potenciais efeitos bioldgicos de
diversas partes desta planta medicinal. No entanto, o efeito anti-inflamatério do
extrato aquoso das suas folhas por via de administragdo topica ainda precisa ser
mais bem avaliado. Neste contexto, o objetivo deste estudo foi investigar o efeito da
aplicacdo topica do extrato aquoso das folhas da A. muricata L. (EAAM) em um
modelo agudo de inflamacdo cutanea e avaliar o papel da sua atividade
antioxidante. Experimentos in vitro foram realizados para quantificacdo de
compostos fendlicos e flavonoides totais; caracterizacdo dos compostos fendlicos
por CLAE; ensaios de capacidade antioxidante do EAAM (12,5; 25; 50; 100 e 200
pg/mL) por eliminacéo dos radicais 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH) e 6xido nitrico
(NO), inibicdo da peroxidacao lipidica e andlise do potencial redutor de ferro (FRAP).
Além disso, foram desenvolvidos, em fibroblastos da linhagem L929, testes de
viabilidade celular e de liberacdo de espécies reativas de oxigénio (ERO). Em
experimentos in vivo, apds aprovacéo pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da
UFS (n° 9256010719), foi avaliada a atividade anti-inflamatéria tépica do EAAM (0,3;
1 e 3 mg/orelha) no modelo de inflamacdo de orelha induzida por 12-O-
tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA; 1 pg/orelha) em camundongos Swiss machos.
O EAAM foi administrado nas doses de 0,3; 1 ou 3 mg/orelha, 5 min apds o TPA.
Como tratamento padrdo foi utilizada a dexametasona (0,05 mg/orelha). Apos 6
horas, foi mensurado o edema de bidpsias da orelha, a atividade de mieloperoxidase
(MPO), alterac@es histoldgicas, hidroperoxidos totais e atividade de catalase (CAT) e
superoxido dismutase (SOD). Os resultados foram expressos em média + EPM e a
avaliacdo estatistica dos dados foi realizada usando ANOVA de uma via seguida
pelo teste de Tukey, com p<0,05 considerado significativo. A quantidade de fendlicos
totais no EAAM foi de 164,52+1,13 mg de equivalente de acido galico/g de extrato e
a quantidade de flavonoides totais foi de 77,02+0,01 mg de equivalente de
catequina/g de extrato. Na analise por CLAE foram identificados cinco compostos
fendlicos: quercetina 3-glicosideo, rutina, acido clorogénico, catequina e acido
galico. Nos ensaios antioxidantes, observou-se reducéo do radical DPPH (ICs0=97,1
pg/mL) e NO (ICs0=44,1 pg/mL), bem como o aumento do capacidade redutora de
ferro e reducdo da peroxidacdo lipidica basal (ICs0=122,8 pg/mL) e induzida
(IC50=401,5 pg/mL). Em fibroblastos L929, o EAAM néo alterou a viabilidade celular,
porém reduziu a liberacédo de ERO (p<0,01). Por via topica, o tratamento com EAAM
promoveu reducdo do edema de orelha (p<0,001; 1 e 3 mg/orelha), da atividade de
mieloperoxidase (p<0,001; 1 e 3 mg/orelha) e de parametros histolégicos
inflamatorios, representados pelo menor numero de leucdcitos (p<0,001; 3
mg/orelha) e menor espessura da derme (p<0,001; 3 mg/orelha) comparados ao
grupo veiculo. Além disso, foi observada a reducéo de hidroperoxidos totais (p<0,05)
e da atividade da CAT (p<0,05; 3 mg/orelha), porém ndo houve alteracdo da
atividade da SOD. Dessa forma, estes resultados indicam o potencial efeito anti-
inflamatério tépico da A. muricata L. e sugerem seus efeitos a sua capacidade
antioxidante, provavelmente pela acdo de compostos fendlicos presentes no extrato.

Descritores: Inflamagéo. Estresse oxidativo. Planta medicinal. Annona muricata L.
Flavonoides.



ABSTRACT

Topical anti-inflammatory effect associated with the antioxidant activity of the
agueous extract of the leaves of Annona muricata L. Luana Mendonca Cercato,
2021. Annona muricata L., also known as "soursop", is popularly used to treat
diseases related to inflammatory and oxidative processes. In addition, the scientific
literature investigates the biological effects of different parts of this medicinal plant.
However, the anti-inflammatory effect of the aqueous extract of its leaves via topical
administration still needs to be better elucidated. In this context, the objective of this
study was to investigate the effect of topical application of the aqueous extract of the
leaves of A. muricata L. (AEAM) in acute model of skin inflammation and evaluation
of the role of its antioxidant activity. In vitro experiments were performed to quantify
total phenolic compounds and flavonoids; characterization of phenolic compounds by
HPLC; AEAM antioxidant capacity tests (12.5, 25, 50, 100 and 200 pg/mL) by
eliminating the radicals 2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazil (DPPH) and nitric oxide (NO),
inhibition of lipidic peroxidation and analysis of the iron-reducing potential (FRAP). In
addition, cell viability and the release of reactive oxygen species (ROS) tests were
developed in L929 fibroblasts. In the in vivo experiments, after the approval of the
Animal Research Ethics Committee at UFS (n° 9256010719), the topical anti-
inflammatory activity of AEAM (0.3, 1 and 3 mg/ear) was evaluated in the model of
ear edema induced by 12-O-tetradecanoil-phorbol-13-acetate (TPA) (1 ug/ear,
vehicle) in male Swiss mice. Dexamethasone (0.05 mg/ear, control) was used as a
standard treatment. After 6 hours, the edema of ear biopsies, myeloperoxidase
activity (MPO), histological changes and oxidative parameters were measured. The
results were expressed as mean + SEM and the statistical evaluation of the data was
performed using one-way ANOVA followed by the Tukey test, with p<0.05 considered
significant. The amount of total phenolics in the EAAM was 164.52+1.13 mg of gallic
acid equivalent/g of extract and the amount of total flavonoids was 77.02+0.01 mg of
catechin equivalent/g of extract. In the HPLC analysis, five phenolic compounds were
identified: quercetin 3-glycoside, rutin, chlorogenic acid, catechin and gallic acid. In
antioxidant tests, we observed a reduction in the DPPH radical (IC50=97.1 pg/mL)
and NO (ICs0=44.1 pg/mL), as well as an increase in the iron-reducing potential and
reduction of spontaneous (ICs0=122.8 ug/mL) and induced (ICs0=401.5 pg/mL) lipid
peroxidation. In L929 fibroblasts, AEAM did not alter cell viability, but it reduced ROS
release (p<0.01). Topical treatment with EAAM promoted a decrease in ear edema
(p<0.001; 1 and 3 mg/ear), myeloperoxidase activity (p<0.001; 1 and 3 mg/ear) and
inflammatory histological parameters, represented by the lower number of leukocytes
(p<0.001; 3 mg/ear) and lesser dermis thickness (p<0.001; 3 mg/ear) compared to
the vehicle group. In addition, a reduction in total hydroperoxides (p<0.05) and
modulation of catalase (p<0.05; 3 mg/ear) was observed, but there was no change in
the enzymatic activity of superoxide dismutase (SOD). Thus, these results indicate a
potential topical anti-inflammatory effect of A. muricata L. associated with the
antioxidant capacity suggested by the action of phenolic compounds present in the
agueous extract of its leaves.

Descriptors: Inflammation. Oxidative stress. Medicinal plant. Annona muricata L.
Flavonoids.
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1 INTRODUCAO

A inflamacgdo aguda € um processo fisiol6gico de defesa do organismo contra
patdgenos ou agentes lesivos que pode durar de minutos a dias, e envolve eventos
como o0 extravasamento de proteinas plasmaticas e/ou fluidos e a migragdo de
leucécitos para uma area extravascular lesionada e/ou infectada (REUTER et al.,
2010). Essas reacOes celulares e vasculares sao mediadas por fatores quimicos
produzidos nas células teciduais, endoteliais ou no plasma e estdo relacionados ao
desenvolvimento dos sintomas clinicos classicos de inflamacgéo: edema, rubor, dor,
calor e perda de funcédo (MITTAL et al., 2014; VARELA et al., 2018).

Na resposta inflamatoria, leucdcitos, macrofagos e outras células teciduais
residentes nas regides afetadas estdo associados a uma “exploséo respiratéria” que
ocorre como resultado de uma captacdo aumentada de oxigénio, e esta por sua vez
leva a uma excessiva producdo e liberacdo de espécies reativas de oxigénio
(REUTER et al., 2010; MITTAL et al., 2016). As células inflamatérias ativas geram
mediadores inflamatorios solGveis, como citocinas, quimiocinas e derivados do acido
araquidonico, que atuam atraindo mais células inflamatorias para a area lesionada,
liberando ainda mais espécies reativas. Esses marcadores essenciais também
podem estimular cascatas de transducao de sinal e alterar fatores de transcricéo,
gue por sua vez medeiam importantes reacdes de estresse celular (VARELA et al.,
2018; ZUO et al.,, 2019). Nesse contexto, 0 estresse oxidativo merece atencao,
devido seu potencial em prejudicar células saudaveis do estroma e células epiteliais
vizinhas, alteracbes que a longo prazo podem desencadear outrosS processos
patolégicos como gastrite, diabetes, cancer e dermatites (MITTAL et al., 2014; ZUO
et al., 2019).

Estudos cientificos mostram que os produtos naturais, incluindo plantas ricas
em compostos fendlicos, apresentam beneficios significativos para a saude, dentre
eles, efeitos cardioprotetores, antidiabéticos, gastroprotetores e anticarcinogénicos
(AROLA-ARNAL et al., 2019; HUANG; LU; DING, 2021; MAHOMOODALLY et al.,
2020). Em trabalho de revisdo recente, Malekia, Crespob e Cabanillas (2019)
ressaltam a importancia da utilizacdo desses compostos antioxidantes provenientes
de plantas medicinais como potencial alternativa preventiva e terapéutica contra

patologias relacionadas a processos inflamatorios.



12

Neste contexto, a espécie vegetal Annona muricata L., conhecida como
soursop ou graviola, tem se destacado devido ao seu uso popular para o controle de
muitos processos patologicos. Partes da A. muricata, incluindo frutas, sementes,
raizes, caule e folhas sdo tradicionalmente usadas como agentes antiparasitario,
anti-hipertensivo, analgésico, anti-inflamatério, antidiabético e anticancer (CORIA-
TELLEZ et al., 2018; GAVAMUKULYA et al., 2017; WAHAB et al., 2018).

Seus efeitos antioxidante e anti-inflamatério tém sido explorados na literatura
em virtude dos constituintes fitoquimicos presentes nas suas folhas, uma vez que
alguns compostos fendlicos, dentre eles flavonoides, foram identificados nesta
planta (MOGHADAMTOUSI et al.,, 2015). O trabalho de Quilez e colaboradores
(2015) demonstrou efeito anti-inflamatorio topico induzido pelo extrato aquoso das
folhas da A. muricata em modelo animal de inflamacao cutanea, evidenciado com a
reducdo do edema de orelha e a inibicdo da atividade da enzima mieloperoxidase,

porém o0s possiveis mecanismos de acdo para esse efeito ndo foram explorados.

A potencial aplicabilidade topica das folhas da graviola também foi
demonstrada em modelo de cicatrizagcdo em feridas de ratos, no qual o aumento da
capacidade antioxidante promovido pelo extrato etandlico foi determinante para a
aceleracdo do processo de cicatrizacdo das feridas (MOGHADAMTOUSI et al.,
2015).

Dessa forma, diante do uso tradicional, da presenca de fitoquimicos
antioxidantes e dos estudos etnobotanicos e etnofarmacologicos expostos na
literatura cientifica para esta espécie vegetal e frente a necessidade de novas
terapias farmacoldgicas anti-inflamatorias topicas bem como dos seus mecanismos
de acdo envolvidos, é relevante considerar o potencial antioxidante da Annona

muricata L. e a sua relacao protetora diante da inflamacéo cutanea.

Nesse sentido, a hipotese deste estudo € a de que a aplicacdo topica do
extrato aquoso das folhas da A. muricata (EAAM) em um modelo agudo de
inflamacé&o cutdnea pode produzir efeitos protetores e possivelmente a reducdo do

estresse oxidativo pode contribuir para esta protecao.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1995764517306302?via%3Dihub#!
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Inflamacéao

A inflamacdo é um processo fisiolégico que consiste na resposta organica
diante de lesédo tecidual ou infeccdo, envolvendo uma acdo coordenada entre o
sistema imunoldégico e o tecido lesado (WARD, 2010). Consiste em um mecanismo
de defesa do organismo para remocdo do estimulo lesivo, protecdo do dano
causado por este estimulo e culmina em processos de repara¢do tecidual, como
cicatrizagcdo, regeneracao e restauracao da funcéo fisiologica (NASEF et al., 2017;
RANKIN, 2004; TAKEUCH, 2016; TIZARD, 2002).

Inicialmente, a resposta inflamatéria ocorre por meio de 3 eventos principais:
aumento do suprimento sanguineo na area afetada, aumento da permeabilidade
capilar e migracdo de leucocitos (RANKIN, 2004). Este processo pode ser
desencadeado por agentes externos, como micro-organismos e irritantes quimicos,
ou pode ser ativado por fatores endbégenos sintetizados por células, como
substancias resultantes do metabolismo celular ou necrose (CARLBERG et al.,
2016, NASEF et al.,, 2017). Apesar de extremamente necessario, este processo
pode em determinadas situacfes ser exacerbado, levando a efeitos deletérios
(WARD, 2010).

A inflamacdo pode ser classificada em aguda e cronica, em que a primeira
possui duracdo curta, ocorrendo em um periodo de minutos, horas ou dias. Ja a
segunda possui periodo longo, de meses ou anos (BAUMANN; GAULDIE, 1994;
SERHAN, 2007). A fase aguda do processo inflamatério € caracterizada por sinais
cardinais descritos por Cornelius Celsius desde 30 a.C., que incluem rubor
(vermelhiddo devido a hiperemia), tumor (inchaco decorrente do aumento da
permeabilidade vascular e do extravasamento de plasma), calor (associado ao
aumento do fluxo sanguineo e atividade metabdlica das células inflamadas) e dor
(devido a mudancas na perivasculatura e associado a sensibilizacdo das
terminacdes nervosas), além da perda de funcdo, um quinto sinal que foi
acrescentado por Virchow (1821-1902) (LIBBY, 2007; ROCHA,; SILVA, 1978). Esses

sinais sdo causados como consequéncia das alteracdes vasculares e celulares na
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microcirculacdo da é&rea lesada, causada pela liberagdo de véarios mediadores
quimicos (KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005; LIBBY, 2007).

Por sua vez, o processo de inflamacdo cronica esta associado, em seus
aspectos histologicos, a presenca, no local lesado, de linfocitos e macrofagos, além
da proliferacdo de vasos sanguineos, fibrose e necrose (GILROY et al., 2004,
WARD, 2010), destacando-se também a capacidade de leucdcitos de liberar
substancias quimiotéticas, as quais vao contribuir para a migracao de novas células
para o local do dano (RIBEIRO et al., 2000).

O inicio do processo inflamatério € mediado por células imunes ativadas pelos
receptores de reconhecimento de patégenos (PRRs), como os receptores Toll-like.
Esta ativacdo leva a sintese de mediadores pro-inflamatérios, como citocinas e
derivados do &cido araquidénico, levando a ativagdo das vias de sinalizagédo
inflamatéria (ALA et al., 2003; FEEHAM; GILRQOY, 2019). Paralelamente, a ativacéo
das moléculas de adesao na circulagdo promove o recrutamento de leucocitos e
células fagociticas, como neutréfilos e monocitos. H4 também ativagéo de proteinas
plasmaticas que contribuem para a remoc¢éo dos debris celulares, micro-organismos
ou corpos estranhos da area inflamada (MURPHY; WEAVER, 2016). Esta limpeza
ocorre por diferentes mecanismos intracelulares como pela producdo das ERO e
mecanismos de liberacdo de redes de neutréfilos extracelular (BROOM; KOGUT,
2018; FEEHAM; GILROY, 2019).

A resposta celular, promovida pelos leucécitos, comeca pelo processo de
marginaliza¢do, onde os leucdcitos migram para a periferia dos vasos sanguineos e
interagem com as células endoteliais. As interacdes entre estes 2 tipos celulares sao
moduladas por moléculas de adesdo, como ICAM-1 e selectinas. Os leucdcitos
migram ativamente pelos espacos intercelulares alcancando os espacos teciduais,
seguindo a sequéncia de marginacéo, rolamento, adesao firme e transmigracao.
Além das moléculas de adesédo, h4 participacdo de quimiocinas nestes processos.
Tais quimiocinas sao liberadas pelas células endoteliais e facilitam a quimiotaxia de
leucécitos para a area inflamada (GERMOLEC et al., 2018; RAKIN, 2004; Figura 1).
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Figura 1 - Migracao celular durante o processo inflamatério agudo.
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Fonte: adaptado de Porth e Matfin (2016).

No processo inflamatorio também destacamos a ativacdo da via do fator
nuclear kB, que esta relacionada a regulacdo e liberacdo de mediadores pro-
inflamatorios, incluindo citocinas, moléculas de adesdo e fatores de crescimento.
Além disso, também modulam a atividade da enzima ciclo-oxigenase-2 (COX-2) e a
oxido nitrico sintase induzida (CHEN; NUNES et al., 2010; HANADA; YOSHIMURA,
2002).

E importante destacar a importancia dos mediadores lipidicos na inflamagao.
Eles participam ativamente neste processo, tanto na fase inicial quanto na fase
resolutiva. Os eicosanoides, representantes desta classe, coordenam acdes iniciais
da inflamagdo aguda (SERHAN, 2007). Estes compostos sao resultantes da
metabolizacdo de &cidos graxos poli-insaturados derivados dos fosfolipideos de
membrana, como o acido araquidénico. Este acido graxo contém 20 carbonos e 4
duplas ligacGes carbono-carbono e pode ser mobilizado a partir da biomembrana
pela acdo de enzimas denominadas fosfolipases, cuja maior representante € a
fosfolipase A2 (CALDER, 2006; LEI et al., 2014).

Prostaglandinas, prostaciclinas, tromboxanos e leucotrienos sdo os principais
componentes do grupo dos eicosanoides e sdo descritos por estimular acdes
importantes decorrentes do processo inflamatério, como alteracdo do fluxo
sanguineo e recrutamento de células do sistema imune. A formacgdo destes

componentes derivados de &cido graxos é catalisada por 2 familias de enzimas, as
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enzimas lipoxigenase e as enzimas ciclo-oxigenases (COXs) (CALDER, 2006; LEI et
al., 2014).

A via de sinalizacdo da COX € mediada pela acdo de duas isoformas
enzimaticas, denominadas de COX-1, conhecida por ser constitutiva e COX-2,
induzida em processos patologicos, a exemplo da resposta inflamatéria. Elas
participam da producdo de prostaglandinas e tromboxanos. Estes produtos, também
conhecidos como prostanoides, medeiam alteracbes vasculares e a migracao
leucocitaria no processo inflamatério (MARION-LETELLIER; SAVOY; GHOSH,
2015). J4 a via das lipoxigenases participa da formacédo de leucotrienos, importantes
mediadores que atuam na permeabilidade vascular, quimiotaxia e secrecdo de
citocinas (CALDER, 2006).

As etapas envolvidas no processo inflamatorio tém por objetivo principal
remover 0 agente causador e/ou reparar o tecido lesionado (KUMAR et al., 2004;
WARD, 2010). Se o processo inflamatério agudo falhar na eliminacdo do agente
causador, essa resposta persiste e adquire novas caracteristicas. Por exemplo, a
infiltrac&o neutrofilica é substituida por mondécitos ou células T. A efetividade da
resposta inflamatéria € importante, pois uma resposta insuficiente resulta em uma
defesa inadequada, o que pode levar a patologias como o cancer, assim como, a
presenca de patdgenos persistentes pode desencadear uma resposta exacerbada, o
gual pode desregular o sistema autoimune. Estes eventos podem culminar no
desenvolvimento de patologias como artrite reumatoide, doenca de Alzheimer,
aterosclerose, diabetes, psoriase dentre outras doencas (MEDZITOV, 2008; NASEF
et al., 2017; TRACEY, 2002; AYALA-FONTANEZ; SOLER; MCCORMICK, 2016).

2.2 Estresse Oxidativo

Segundo o conceito classico de Sies (1991), “estresse oxidativo consiste em
um distarbio entre o equilibrio pré-oxidante e antioxidante, em favor das espécies
oxidantes levando a um dano potencial’. Sendo assim, 0 estresse oxidativo ocorre
pela formacdo de espécies reativas de oxigénio, espécies reativas de nitrogénio e
espécies reativas sulflricas nas células e tecidos e/ou pela deficiéncia do sistema
antioxidante em protegé-los dos ataques destas espécies reativas. Estes ataques
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podem danificar a estrutura celular, provocando alteracdes em proteinas, lipideos,
DNA e RNA (CAROCHO et al., 2013; PRYOR et al., 2006).

As espécies reativas podem ser radicais livres ou oxidantes nao-radicalares.
Radicais livres sdo atomos, moléculas ou ions com um elétron ndo pareado na Orbita
externa. Estes radicais sdo altamente instaveis e tendem a reagir quimicamente com
outras substancias gerando oxidacdo (CHEESEMAN; SLATER, 1993; MITTAL et al.,
2014). Eles sao derivados, geralmente, de moléculas de oxigénio, nitrogénio e
sulfeto (CAROCHO et al., 2013; LU et al., 2010). Ja os oxidantes nao-radicalares
séo representados pelo peréxido de hidrogénio e pelo acido hipocloroso, possuindo
acao importante no estresse oxidativo (CAROCHO et al.,, 2013; MASELLA et al.,
2005). Esses compostos sdo resultantes de fontes enddgenas e reacfes oxidantes
decorrentes das vias metabdlicas celulares, bem como de processos patolégicos
como a inflamacéo, isquemia e reperfusdo. Fontes exdgenas como poluentes,
cigarro e radiacdo ultravioleta (UV) também estdo relacionadas com a estimulacao
direta ou indireta da producéo dessas espécies (CAROCHO et al., 2013).

As ERO sé&o representadas pelos radicais superoxido (O—2), os radicais
hidroxil (OH), entre outros. J& os principais representantes das espécies reativas de
nitrogénio sdo o oxido nitrico (NO) e peroxido nitrito (OONO"). As espécies reativas
sulfaricas, por sua vez, incluem os radicais tiois e sdo formados por reacfes das
ERO com os radicais tidis (ALI et al., 2020; LI et al., 2010). Os radicais superéxido
sao importantes representantes de ERO e do processo do estresse oxidativo. Eles
estdo presentes em todas as células aerbbias e sdo produzidos por processo
enzimatico, auto-oxidacdo e por reacfes nao-enzimaticas (CHEESEMAN; SLATER,
1993).

Destaca-se a reacdo nao-enzimatica que ocorre nas mitocondrias pelo
processo de respiracao celular, no qual ha transferéncia de um elétron para a
molécula de O2. Os processos enzimaticos envolvem a participacdo de diferentes
enzimas, como a xantina oxidase, lipoxigenase, COX e fosfato dinucleotideo
adenina nicotinamina (NADPH) dependente de oxidase (LU et al., 2010; PRYOR et
al., 2006). Nestas, o superoxido é convertido a perdxido de hidrogénio (H202) pela
enzima superoxido dismutase (SOD) via reacdo de Haber-Weiss, podendo ser
convertido a outras ERO como os radicais hidroxila (OH). Estes s&o entao

estabilizados e transformados em agua pela enzima catalase. Além disso, o
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peréxido de hidrogénio pode interagir com Fe*? formando o radical hidroxila (HO),
esta reacdo € chamada de reacdo de Fenton. Nesta, os lipideos gerados levam ao
processo de peroxidacao lipidica. A conversdo do peroxido de hidrogénio também
pode ocorrer pela reacdo com outros ions como o Cu*e CI- (LU et al., 2010; MITTAL
et al., 2014).

Representante das espécies reativas de nitrogénio, o perdxido de nitrito €
formado pela reacdo entre o superdxido e o oxido nitrico e constitui-se um composto
altamente reativo que modifica as ligacfes de anéis de zinco, tidis e ferro-sulftrico e
pode oxidar lipideos, proteinas e DNA, danificando assim estas estruturas celulares
(LUGRIN et al., 2014).

A reatividade desses compostos, conforme ja mencionado, é potencialmente
lesiva as estruturas e biomoléculas celulares (LIU et al., 2018). A exemplo, podem
interagir com moléculas de DNA provocando modificacdes nas bases nitrogenadas,
mudancas nas ligacdes proteicas e alteracdes cromossémicas, levando a mutacdes
nas fitas de DNA. Estas mutacdes estdo relacionadas ao processo de
carcinogénese, por exemplo (PHANIENDRA et al., 2015). Nesse contexto,
destacam-se os radicais hidroxila (OH), produzidos na reagdo de Fenton, como
espécie quimica importante na formacdo de danos oxidativos no DNA
(PHANIENDRA et al.,, 2015). O RNA é mais vulneravel as agbes de oxidagdo e
mudancas nas estruturas proteicas desencadeadas pelo estresse oxidativo, sendo
assim, as espécies reativas também sao capazes de ocasionar mutagénese nas
fitas de RNA.

Os danos também podem ocorrer nas proteinas, ocorrendo por exemplo
desnaturacdo proteica e perda da funcdo, com consequéncias como perda da
atividade enzimatica, perda da funcdo de receptores e alteracbes em proteinas
carreadoras ou sinalizadoras. Outra importante alteracdo ocasionada pelas espécies
reativas é a peroxidacao lipidica, processo que resulta na perda da funcionalidade
da membrana e ocorre pela oxidacdo dos acidos graxos das cadeias laterais de
lipideos da membrana que s&o convertidos a hidroperoxidos. Estes podem interagir
com outros radicais e ions metalicos gerando compostos citotoxicos com o

malonaldeido e 4-hidroxi-2-nonenal. Estes compostos formados também causam
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alteracdes no DNA e proteinas (CHEESEMAN; SLATER, 1993; LU et al., 2010;
MASELLA et al., 2006; PHANIENDRA et al., 2015).

Para neutralizar a acdo do sistema oxidante, o organismo criou um
mecanismo de defesa, o qual é conhecido como sistema antioxidante e esta
presente nas células e € representando por enzimas e substancias antioxidantes
(MITTAL et al., 2014). A primeira linha de defesa consiste na remocao das espécies
reativas e radicais livres pelas enzimas antioxidantes, como a SOD, CAT e glutationa
peroxidase (LU et al., 2010; VEAL et al., 2013).

A SOD esta localizada no citosol e mitocéndria, sendo uma metaloenzima. Ela
catalisa a reacdo do superédxido a peroxido de hidrogénio. Ja a CAT, localiza-se
também na mitocondria e € considerada a principal enzima antioxidante, pois
catalisa a transformacdo do perdxido de hidrogénio em agua e Oz, neutralizando
assim a reacao oxidante (CHEESEMAN; SLATER, 1993; MITTAL et al., 2014). A
glutationa é um antioxidante enddégeno que regula a homeostase redox, participando
da decomposicdo de hidroperéxidos (SAMIEC et al.,, 1998). As glutationas
peroxidase e redutase requerem a participagédo da glutationa como cofator nas suas
reac0es (MASELLA et al.,, 2006). A glutationa peroxidase catalisa a reagao de
reducdo de hidroperoxidos organicos e inorganicos a agua e seus correspondentes
alcoodlicos. A glutationa redutase, por sua vez, reduz a glutationa oxidada a
glutationa utilizando NADPH (CHEESEMAN; SLATER, 1993; MASELLA et al., 2006).

As defesas antioxidantes n&o-enzimaticas séo, geralmente, obtidas de
micronutrientes adquiridos na dieta. Estes incluem vitamina A, vitamina C e vitamina
E. Além disso, sdo provenientes de outras classes de nutrientes, como 0s
flavonoides, carotenoides, acidos fenodlicos e sais minerais. Estes antioxidantes
atuam de diversas formas prevenindo os danos nas estruturas celulares
ocasionados pelos agentes oxidantes (ALI et al., 2020, CAROCHO; FERREIRA,
2013; TOKARZ et al., 2013).

Sabe-se que as alteracdes celulares e moleculares desencadeadas pelo
estresse oxidativo podem desencadear diversas patologias, como cancer, doencas
neurodegenerativas, artrite reumatoide, diabetes, obesidade, entre outras (YAN et
al.,, 2010). Adicionalmente, o estresse oxidativo também €& descrito por influenciar o
sistema imunoldgico, ja que as espécies reativas participam da modulacédo de fator
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nuclear kB, que consiste em importante via ativada no processo inflamatério,
responsavel pela estimulacdo e liberacdo de diferentes citocinas inflamatorias
(LUGRIN et al., 2014).

2.3 Annona muricata L.

A Annona muricata L. consiste em uma espécie de planta popularmente
conhecida pelo sabor e aroma de seus frutos. Identificada no Brasil como graviola, é
uma espécie encontrada em regides tropicais e subtropicais, incluindo América
Central e do Sul, Africa e Asia, particularmente em areas com altitude acima de 1200
m acima do nivel do mar e temperatura entre 25 e 28°C (CORIA-TELLEZ et al.,
2017, 2018; WAHAB et al., 2018).

Figura 2 - Annona muricata L. A: planta inteira, B: folhas, C: flor, D: fruto e E: sementes.
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Esta espécie é utilizada na medicina tradicional para o tratamento de diversas
patologias. Diferentes partes desta planta, como folhas, frutos, sementes e caule séo
utilizadas terapeuticamente como analgésico, anti-helmintico, antimicrobiano, anti-
inflamatorio, além de apresentarem efeitos benéficos contra hipertenséo, gripe,
asma, doencas dermatoldgicas, cancer, dentre outras condicbes (ABDILLAH et al.,
2015; DE LIMA; ALVES, 2011; WAHAB et al., 2018). Especialmente, preparacfes
das folhas da A. muricata tém sido utilizadas em doencas inflamatérias e dolorosas
(MISHRA et al., 2013; WAHAB et al., 2018).

Fitoquimicamente, foram identificados mais de 200 compostos ativos em
diferentes preparacbes da A. muricata. Os compostos mais predominantes
pertencem aos grupos das acetogeninas, alcaloides e compostos fendlicos (CORIA-
TELLEZ et al., 2017). A maioria destes compostos foi encontrada em extratos, como
o0 extrato aquoso (CORIA-TELLEZ et al., 2018).

Estudos preé-clinicos tém sido conduzidos a fim de comprovar os efeitos
benéficos conhecidos popularmente, bem como, desvendar os mecanismos de acao
envolvidos nestes efeitos. Varios estudos reportaram efeito antineoplasico da A.
muricata. Este efeito abrange reducdo da proliferacdo de células de linhagem de
cancer, como células do colén, pulmdo e mielogénica (leucemia). Os mecanismos
relacionados a esta acao antiproliferativa envolvem regulacéo de vias da caspase 3
e 9, da atividade mitocondrial, da quinase regulada por sinal extracelular e
fosfoinositideo 3-quinase, via fator nuclear kB, e modulacdo da atividade oxidante,
dentre outros mecanismos (GAVAMUKULYA et al., 2017, RADY et al.,, 2018,
TORRES et al., 2012).

Vale destacar que propriedades antioxidantes da A. muricata também sé&o
descritas na literatura. Extratos metandlico e aquoso das folhas desta planta
apresentaram efeito antioxidante em ensaios para eliminacdo do radical 1,1-diphenil-
2-picrilhydrazil (DPPH) e do radical hidroxil (GEORGE et al., 2015). Além disso, o
extrato etandlico da casca do caule desta mesma planta apresentou protecéo contra
a peroxidacéo lipidica (PADMA et al., 2001), bem como potencial para eliminagéo do
radical DPPH e aumento significativo das atividades de enzimas antioxidantes em
ratos (OLAKUNLE; ONYECHI; JAMES, 2014).
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Estudo realizado com ratos diabéticos induzidos por streptozotocina
demonstrou modulacdo do estresse oxidativo do extrato aquoso das folhas da A.
muricata, com reducdo da producdo de espécies reativas de oxigénio e substancias
reativas ao &cido tiobarbitirico (TBARS), além da restauracdo das atividades
alteradas das enzimas antioxidantes glutationa peroxidase e superoxido dismutase
(ADEWOLE; OJEWOLE, 2008). Efeito semelhante, com reducdo dos niveis de
TBARS e o6xido nitrico e restauracdo da atividade de SOD total e conteudo de
glutationa testicular de ratos diabéticos induzidos por STZ, também foram reportados
(ALSENOSY et al., 2019).

Outras investigacGes sugerem efeito anti-inflamatério da A. muricata. Chan e
colaboradores (2010) mostraram que o tratamento com extrato etandlico de A.
muricata reduziu edema e concentracfes de citocinas pro-inflamatorias em modelo
de artrite induzida por adjuvante completo de Freund (CFA) em ratos; apresentando,
portanto, efeito anti-inflamatério. Este extrato também promoveu reducédo de edema
em modelo de inflamacao de pata induzida por carragenina em ratos (ROSLIDA et
al., 2010). Em modelo semelhante induzido em camundongos, Poma e
colaboradores (2011) mostraram que o efeito anti-inflamatoério do tratamento com
extrato aquoso de A. muricata foi comparavel ao da indometacina, um conhecido
anti-inflamatoério ndo esteroidal usado como controle positivo inibindo a atividade da
COX. Outros estudos trazem a associacdo entre o potencial anti-inflamatério do
extrato com a reducéo de citocinas pré-inflamatérias e modulacdo da liberacdo de
oxido nitrico (KIM et al., 2016; LAKSMITAWATI et al., 2016).

Adicionalmente, Quilez e colaboradores (2015) demonstraram efeito anti-
inflamatorio do extrato aquoso dessa espécie em modelos animais de edema de
pata induzido por carragenina e de edema de orelha induzido por 12-O-
tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) em camundongos. Para o modelo de edema de
orelha, foi evidenciado o potencial anti-inflamatorio topico com reducédo do edema e
inibicdo da atividade da mieloperoxidase do extrato aquoso das folhas A. muricata.
O extrato etandlico das folhas desta planta também reduziu a nocicepc¢éo induzida
pela injecdo de formalina na pata de camundongos tanto na primeira quanto na
segunda fases do teste. Além disto, este extrato também diminuiu a nocicepcdo em

modelo de contor¢des abdominais induzido por acido acético. Em conjunto, estes
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achados revelam efeito antineurogénico e anti-inflamatério associados ao efeito
antinociceptivo (HAMID et al., 2012).

Por fim, efeito antinociceptivo também foi mostrado em extrato dos frutos de
A. muricata nos testes de formalina, placa quente e contorcfes abdominais. Este
efeito antinociceptivo foi relacionado a participacéo do sistema opioide e dos canais
para K* dependentes de ATP (ISHOLA et al., 2012). Este mesmo extrato também
reduziu o edema de orelha induzido por xileno em camundongos. Tal efeito anti-

inflamatério foi associado a inibicdo das atividades da COX-1 e COX-2, além da

modulacgédo da liberag&o de 6xido nitrico (ISHOLA et al., 2012).

2.3 Compostos Fendlicos e Flavonoides

Dentre os antioxidantes encontrados nas fontes vegetais da dieta humana, os
polifendis sdo os mais abundantes (~1 g/d) sendo encontrados em frutas, café, cha
e cereais, bem como em muitas plantas medicinais (LIU et al., 2018; MANACH et al.,
2004). O consumo de alimentos e bebidas ricos nesses compostos tem sido
associado a reducao do risco de doencas como cancer, doencas cardiovasculares,
inflamacao e outras (SCALBERT; WILLIAMSON, 2000). Em consonancia, os efeitos
protetores destes fitoquimicos tém sido relacionados a sua atividade antioxidante
extensivamente descrita na literatura, também sendo reportados por suas atividades
anti-inflamatoria, cardioprotetora, vasoprotetora dentre outras (ANSARI; AHMAD;
HAQQI, 2020; LECOUR; LAMONT, 2011; QUINONES; MIGUEL; ALEIXANDRE,
2013; SEARS; RICORDI, 2012). Suas estruturas quimicas lhe conferem uma acgao
redutora, a qual juntamente com outros antioxidantes ndo enzimaticos advindos da
dieta protegem os tecidos do corpo contra o estresse oxidativo (SCALBERT,;
WILLIAMSON, 2000).

Os polifendis sdo metabdlitos secundarios das plantas, estando envolvidos
em processos fisiolégicos de defesa como protecdo contra radiacdo ultravioleta ou
contra patdgenos. Sao classificados em diferentes grupos funcionais de acordo com
0 numero de anéis fendlicos e dos elementos estruturais ligados a estes. Assim
temos os acidos fendlicos, flavonoides, estilbenos e lignanos como principais grupos
componentes dos polifendis (Figura 3) (MANACH et al., 2004).
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Figura 3 - Estrutura quimica dos polifendis.
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Os flavonoides séo os polifendis mais abundantes em nossa dieta e podem
ser encontrados na forma de glicosideos e agliconas em frutas, vegetais, sementes,
caules, castanhas, além de estarem presentes no vinho tinto e chés. Esta importante
classe participa do processo de fotossintese das plantas e é responséavel pela
coloracdo, sabor, protecdo de vitaminas e enzimas nas plantas (PANCHE et al.,
2016). Quimicamente, possuem 3 anéis em comum na sua estrutura quimica, sendo
2 anéis benzenos ligados a 3 carbonos (Ce—C3—Cs) (CAZAROLLI et al., 2008).

Ha mais de 6000 tipos de flavonoides identificados (FERRER et al., 2008;
ZAKARYAN et al., 2017). Devido a grande variedade de compostos, os flavonoides
sdo subclassificados de acordo com sua estrutura quimica em 6 grupos principais:
flavonas, flavononas, isoflavonas, flavondis, catequinas e antocianidinas (MARCO;
POPPI; SCARMINIO, 2008). Sabe-se que as diferencas entre as subclasses
dependem dos niveis de oxidacao e dos padrdes de substituicdo do anel C (Figura
4). Ja as diferencas entre os compostos dentro de uma mesma classe dependem
dos padrbes de substituicdo dos anéis A e B (KUMAR; PANDEY, 2013;
MIDDLETON, 1998).
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Figura 4 - Principais subclasses dos flavonoides.
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Fonte: Marco, Poppi e Scarminio (2008).

Os flavonoides sdo amplamente conhecidos por suas propriedades benéficas.
Dentre elas, a atividade antioxidante se destaca por estar presente em todas
subclasses de flavonoides (KUMAR; PANDEY, 2013, PANCHE et al., 2016). Vale
ressaltar que a atividade antioxidante destes compostos pode ocorrer por diferentes
vias. Por exemplo, estes compostos podem neutralizar os radicais livres, tornando
estas moléculas mais estaveis. Também possuem habilidade em quelar os ions
metalicos, que participam de importantes reacdes do estresse oxidativo
(TUNGMUNNITHUM et al., 2018; MALEKI et al, 2019). Além de neutralizar os
radicais livres, os flavonoides também impedem a sua formagdo, atuando nas
cascatas bioquimicas do estresse oxidativo. Adicionalmente, os flavonoides
impedem a formacdo da peroxidacdo lipidica, contribuindo para a reducdo do
desbalangco do sistema oxidante (Li et al., 2016, MALEKI et al., 2019; KUMAR;
PANDEY, 2013).

Estes compostos polifenolicos também séo conhecidos por sua atividade anti-
inflamatéria. Os flavonoides sdo capazes de modular o processo inflamatério por
diferentes mecanismos. Um deles consiste na inibicdo da expressao de enzimas
importantes como a 6xido nitrico sintase induzida, COX e lipoxigenase. Tais enzimas
participam da producdo de mediadores pro-inflamatorios, como os prostanoides,
guimiocinas, citocinas e moléculas de adesdo. Além disso, os flavonoides também
podem modular fatores de transcricdo que regulam a atividade inflamatoéria, como o

by

fator nuclear B, cujo mecanismo pode ser atribuido a inibicdo da atividade
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transcricional, com consequente reducdo na transcricdo dos genes envolvidos na
expressao de citocinas pro-inflamatorias (PENG et al., 2018). Outra acao importante
consiste na neutralizacdo dos radicais livres liberados pela atividade de células
como os neutréfilos (MALEKI et al., 2019, RATHEE et al., 2009, TUNGMUNNITHUM
et al.,, 2018). Finalmente, estes compostos fendlicos também sdo capazes de
modular as células imune, tanto inibindo a ativacdo destas células, quanto

modulando a maturacao, sinalizacao e secrecédo (MALEKI et al., 2019).

Outras propriedades importantes sdo destacadas para os flavonoides, como
antimicrobiana, antiviral, anticancer, hepatoprotetor, efeito cardioprotetor, protecao
UV dentre outros (CAZAROLLI et al, 2008, PANCHE et al, 2016;
TUNGMUNNITHUM et al., 2018). Diversos compostos ja tém sido caracterizados,
tanto em modelos in vivo quanto em modelos in vitro. A quercetina, por exemplo,
gue é um flavonoide pertencente a subclasse dos flavonois, possui cor amarela
como caracteristica e esta presente em diversos alimentos, como brécolis e cebola.
A quercetina possui atividade anti-inflamatoria e antioxidante comprovada, agindo na
inibicdo das enzimas COX e oOxido nitrico sintase induzida (DAVID et al., 2016,
GARCIA-MEDIAVILLA, 2007). Javadi e colaboradores (2017) mostraram, em estudo
clinico controlado e randomizado, que a ingestao de quercetina (500 mg/dia) durante
8 semanas reduziu as concentragdes de Fatores de Necrose Tumoral Alfa (TNF-a) e
melhorou a qualidade de vida dos pacientes portadores de artrite reumatoide

comparado ao grupo placebo (JAVADI et al., 2017).

Outro flavonoide muito conhecido € a rutina. Este composto também é um
flavonol e esta presente no trigo, chas e maca. Possui atividades farmacologicas
descritas como anti-inflamatoria, antioxidante, anticarcinogénica e neuroprotetora
(ENOGIERU et al.,, 2018, GANESHPURKA; SALUJA, 2017). Outros compostos
muito conhecidos como, catequinas, acido clorogénico e acido galico, também
possuem propriedades farmacolégicas importantes, incluindo a acédo antioxidante e
anti-inflamatéria e tem trazido resultados promissores no tratamento de diferentes
doencas. Sendo assim, vale ressaltar que a implementacdo destes compostos na
dieta pode trazer beneficios referentes a prevencéo de diversas patologias (MIAO;
XIANG, 2020; MUSIAL et al., 2020; PAN et al., 2013).
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Investigar o efeito da aplicacdo topica do extrato aquoso das folhas da
Annona muricata L. (EAAM) em um modelo agudo de inflamacéo cutanea e avaliar o

papel da sua atividade antioxidante.

3.2 Especificos

e Realizar a quantificagdo de compostos fendlicos totais e flavonoides totais do
EAAM, assim como a caracterizacdo de compostos fendlicos.

e Investigar a atividade antioxidante do EAAM em ensaios in vitro.

e Avaliar o efeito do EAAM sobre a viabilidade celular e liberacdo de ERO em
fibroblastos L929.

e Avaliar a atividade anti-inflamatéria do EAAM no modelo animal de inflamacéo
de orelha.

e Avaliar a atividade antioxidante do EAAM no modelo animal de inflamacao de

orelha.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta e identificagdo da planta

As folhas da Annona muricata L. (Annonaceae) foram coletadas em Janeiro
de 2016 na Universidade Federal de Sergipe (UFS), Campi Professor José Aloisio,
localizada em S&o Cristévéao, Sergipe, Brasil (11°01°47”S, 37°20°64"W). A respectiva
planta foi identificada pela botanica Prof. Dra. Ana Paula Silver e um exemplar
coletado encontra-se depositado com numero de registro ASE 35586 no Herbario da
Universidade Federal de Sergipe, CCBS, Departamento de Biologia, Sdo Cristovao,

Sergipe, Brasil.

4.2 Preparo do extrato aguoso da Annona muricata L. (EAAM)

Esta etapa foi realizada no Departamento de Farmacia da Universidade

Federal de Sergipe, com a colaboracdo do Prof. Dr. Marcelo Cavalcante Duarte.

As folhas da A. muricata foram secas em estufa (MA035/5, Marconi®,
Piracicaba, SP), com renovacdo de ar circulante, sob temperatura média de 40°C
por 72 horas. Depois de secas, o material foi submetido ao processo de pulverizagéao
em moinho de facas, tipo Wiley, produzindo 300 g de pé seco. A infusdo do p6 das
folhas foi preparada utilizando proporcéo de 100 g de p6 para 1 L de agua destilada
(100°C). Apos resfriamento em temperatura ambiente (25°C), o infuso foi filtrado sob
pressédo reduzida, recuperando 1,8 L de solucdo que, posteriormente, foi submetida
a secagem por liofilizacdo (LS3000, Terroni, Sdo Carlos, Brasil) para obtencdo do

extrato seco (28,2 g) com rendimento de 9,4% (m/m).

4.3 Delineamento experimental

Apés obtencdo do EAAM, foram delineados os experimentos a fim de

guantificar e caracterizar os compostos fenolicos, avaliar a atividade antioxidante por
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ensaios in vitro, além das atividades anti-inflamatoéria e antioxidante por métodos in

vivo. O delineamento experimental segue detalhado na figura 5.

Figura 5 - Delineamento experimental.

" Polifendis totais
.| IearetiSrESga0 Flavonoides Totais

Fitoquimica CLAE
Atividade DPPH. NO
—  Antioxidante ERAP e'TBAI'RS
In vitro
Extrato aquc?so da Citoloicidade Viabilidade celular
Annona muricata L. | i em Fibroblastos L929
pelo método de MTT
EAAM Atividade
—| Antioxidante em Liberacdao de ERO
cultura de células
Atividade Edema
— Anti-inflamatdria Inflamagdo | ] Atividade da MPO
tépica dearollia Anélise histolodgica
induzida
Atividade por TPA Hidroperodxidos totais
— Antioxidante Atividade da
In vivo CAT e SOD

Legenda: CAT: catalase; CLAE: cromatografia liquida de alta eficiéncia; DPPH: 2,2-difenil-1-picril-
hidrazila; FRAP: potencial redutor de ferro; MPO: mieloperoxidase; MTT: metil-tiazolil-tetrazolio; NO:
Oxido nitrico; ERO: espécie reativa em oxigénio; SOD: superéxido dismutase; TBARS: substancias
reativas ao &cido tiobarbitdrico; TPA: 12-O-tetradecanoilforbol acetato.

4.4 Quantificacdo de compostos fendlicos totais no EAAM

O conteudo fendlico total no EAAM foi analisado pelo método de Folin-
Ciocalteau (SWAIN; HILLIS, 1959) com algumas modificac6es. Aliqguotas do EAAM
(12,5 L) foram misturadas com 200 pL de agua destilada e, posteriormente, o
reagente de Folin-Ciocalteau (12,5 uL) foi adicionado a mistura. Apds 3 minutos, 25
uL de solugcdo saturada de carbonato de sodio foram adicionados e a reagdo foi
mantida em repouso por 1 hora. A leitura da absorbéncia foi feita em

espectrofotometro a 720 nm. Foi utilizada uma curva padrdo de acido galico (10 a
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200 ug/mL) e os resultados foram expressos como mg equivalente de acido gélico/g

de extrato seco.

4.5 Quantificacéo de flavonoides totais do EAAM

Os flavonoides totais presentes no EAAM foram determinados conforme
previamente descrito (ZHISHEN; MENGCHENG; JIANMING, 1999), com pequenas
modificagdes. Em uma microplaca, 25 pL da solugéo teste foi misturada com agua
destilada (110 uL) e, subsequentemente, com solucdo de NaNO2 (5%, 7,5 uL). Apos
6 minutos, a solucdo de AICIz (10%, 7,5 yL) foi adicionada, mantendo-se por cerca
de 6 minutos e, em seguida, a solugcdo de NaOH (4%, 100 uL) foi adicionada. A
solugcéo foi mantida por 15 minutos. A absorbancia foi mensurada a 510 nm. Foi
utilizada curva padréo de catequina (7,25 a 145 ug/mL) e os resultados, expressos

como mg equivalente de catequina/g de extrato seco.

4.6 Caracterizacdo de compostos fendlicos por CLAE

A etapa da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) foi realizada no
Departamento de Farmacia da Universidade Federal de Sergipe, com a colaboracéo
do Prof. Dr. Adriano Antunes de Souza Araujo, conforme metodologia descrita por

Oliveira e colaboradores (2017).

O EAAM foi diluido em metanol (grau de CLAE) até a concentracdo de 2
mg/mL. Esta solugdo foi submetida ao sonicador ultrassonico por 15 minutos e
filtrada em membrana de 0,45 um (PTFE) antes da injecdo por CLAE. A analise foi
realizada utilizando o sistema de cromatografia liquida de alta performance
composto por desgaseificador DGU-20A3, duas bombas LC-20AD, um auto-injetor
SIL-20A HT, coluna forno CTO-20A, detector de matriz de fotodiodo (DAD)
SPDM20Avp (DAD) e um sistema controlador CBM-20A (Shimadzu Co., Kyoto,
Japdo).

A separagdo cromatogréfica foi feita usando Shim-packC18 com coluna
analitica 250 x 4,6 mm (5 um tamanho de particula). A fase movel consistiu como

gradiente de: A: 0,5% acido acético em agua (Sistema de Milli-Q) e B: metanol (grau
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CLAE), comegando com 5% B durando 5 minutos, 5 — 25% B entre 5 — 10 minutos,
25 — 30% B entre 10 — 15 minutos, 30 — 45% B entre 15 — 35 minutos, 45 — 50% B
entre 35 — 40 minutos, 50 — 55% B entre 40 — 45 minutos, 55 — 100% B entre 45 —
60 minutos, finalizando a analise. A injecao de volume foi 20 pL e o fluxo da fase

movel foi de 1,0 mL/min.

A deteccado foi configurada a 320 nm por andlises de pico. Os compostos
foram identificados por injecdes padrbes comparando o tempo de retengdo de acido
galico (C 7HeOs; Sigma-Aldrich), acido clorogénico (CieHi1809; Sigma-Aldrich),
catequina (CisH140s; Sigma-Aldrich), quercetina 3-glucosideo (C21H20012; Sigma-
Aldrich) e rutina (C27H30016; Sigma-Aldrich), os quais foram diluidos em metanol
(grau CLAE) até 100 pg.mLt. As andlises quantitativas foram realizadas utilizando
curvas de calibracdo de cada padrdo identificado. Preparadas em cinco
concentracdes diferentes: 1, 5, 10, 25 e 50 pg/mL. Os dados foram adquiridos por

meio do software LC Solution.

4.7 Avaliacdo da capacidade antioxidante do EAAM in vitro

Esta etapa foi realizada no Departamento de NutricAo da Universidade

Federal de Sergipe, com a colaboracdo da Profa. Dra. Ana Mara de Oliveira e Silva.

4.7.1 Atividade antioxidante do EAAM por eliminacdo de radicais 2,2-difenil-1-picril-
hidrazila (DPPH)

Para a avaliacdo da capacidade antioxidante contra o radical DPPH foi
utilizada a metodologia descrita por Silva e colaboradores (2005) com algumas
modificacdes. Em microplaca, foram adicionados 50 pL de solu¢cdo de EAAM nas
concentracdes de 12,5, 25, 50, 100 e 200 pg/mL ou Trolox (100 pg/mL) com 150 pL
da solucdo estoque de DPPH (24 pg/mL), e incubadas a temperatura ambiente por
30 minutos, com posterior leitura de absorbancia a 517 nm. O experimento foi
realizado em duplicata e os valores de absorbancia foram expressos como
percentagem de inibicdo do radical DPPH [Inibicdo de DPPH (%) = 100 — {(controle
— teste)/controle} x 100].
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O ICs0 do EAAM foi determinado pela inibicdo de 50% do radical DPPH. Os
valores do percentual de inibicdo foram comparados como o0 meio reacional sem

adicao de extrato ou controle positivo (sistema).

4.7.2 Atividade antioxidante do EAAM por eliminacdo do éxido nitrico (NO)

A atividade de eliminac&o do 6xido nitrico (NO) foi mensurada segundo Basu
e Hazra (2006). Em microplaca, foram adicionados 50 pL do EAAM, nas
concentracfes de 12,5; 25, 50, 100 e 200 pg/mL, ou Trolox (100 pg/mL), e 50 pL de
nitroprussiato de sédio (20 mmol/L) em tampéo fosfato (pH 7,4) e, posteriormente, a
solucao foi incubada a 37°C por 1 hora. Apos este periodo, foram adicionados 100
pL de reagente de Griess (2% de sulfanilamida, e 0,2% de di-hidrocloreto
naptiletileno diamina diluido em 5% de acido fosforico) e a absorbancia mensurada a
540 nm. O experimento foi realizado em duplicata e os valores de absorbancia foram
expressos como percentagem de inibicdo do radical NO [Inibicdo de NO (%) = 100 —
{(controle — teste)/controle} x 100]. Além disso, o ICso foi calculado e os valores de
percentual de inibicdo comparados com o meio reacional sem adicdo de extrato ou

controle positivo (sistema).

4.7.3 Atividade antioxidante do EAAM pelo potencial redutor de ferro (FRAP)

O potencial redutor do EAAM foi mensurado pelo ensaio de capacidade de
reducédo férrica (FRAP), conforme descrito por Pulido e colaboradores (2000). Em
microplaca, 9 uL do EAAM, nas concentracfes de 12,5, 25, 50, 100 e 200 pg/mL ou
Trolox (100 pg/mL), foram adicionados a 27 uL de agua destilada com 270 pL de
solucdo de FRAP recentemente preparada [tampé&o acetato pH 3,6 (0,3 mmol/L),
2,4,6-tripiridil-s-triazina (10 mmol/L) e cloreto férrico (20 mmol/L)]. A mistura da
reacdo foi incubada a 37°C por 30 minutos e a absorbancia mensurada a 595 nm.
Uma curva padrdo para sulfato ferroso (FeSOa) foi utilizada para calcular podera
capacidade redutora do extrato. Os valores foram comparados com 0 meio reacional

sem adigao de extrato ou controle positivo (sistema).
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4.7.4 Atividade antioxidante do EAAM pela inibicdo da peroxidacéo lipidica basal e
induzida.

Para este experimento, o cérebro de rato foi removido e o homogenato do
tecido preparado em tampéo fosfato (50 mmol/L, pH 7,0) na proporcao de de 1:9
(m/v). O homogenato foi centrifugado a 8000xg, 4°C, durante 15 minutos e o
sobrenadante, utilizado para realizacdo do teste. A peroxidacdo lipidica foi

determinada de acordo com Ohkawa, Ohishi e Yagi (1979) com modificacdes.

Para determinacdo da peroxidacao lipidica, 100 yL de sobrenadante foram
incubados com 50 pyL do EAAM, nas concentragbes de 12,5, 25, 50, 100 e 200
pug/mL, ou Trolox (100 pg/mL) a 37°C por 40 minutos, na auséncia (basal) ou
presenca (induzida) de sulfato ferroso (FeSOa4, 0,145 mmol/L). Posteriormente, foram
adicionados 350 uL de acido acético (20%) e 600 pL de &cido tiobarbitarico (0,37%)
preparados em 20% de acido acético. Uma amostra do branco, sem antioxidante
(controle) também foi utilizada. As misturas foram incubadas a 85°C por 1 hora e,

apos resfriadas em gelo, foram centrifugadas a 500xg por 15 minutos.

A absorbancia do sobrenadante foi mensurada a 532 nm, os resultados,
expressos como percentagem de inibicAo da peroxidacdo lipidica [Inibicdo de
lipoperoxidagéo (%) = [(controle - teste)/controle] x 100] e também foi calculado o
ICso.

4.8 Avaliacao da viabilidade celular em fibroblastos L929

Esta etapa foi realizada no Departamento de Morfologia da Universidade
Federal de Sergipe, com a colaboracéo da Profa. Dra. Cristiane Bani Correa.

O ensaio de viabilidade celular foi testado em linhagem celular de fibroblastos
L929, utilizando o método colorimétrico que se baseia na reducdo do metil-tiazolil-
tetrazoélio (MTT), corante amarelo a um composto azul denominado formazan, que é
insolivel em solucdo aquosa. As células foram cultivadas em DM meio de Eagle
modificado por Dulbecco contendo soro fetal bovino 10% com 50 UI/mL penicilina e
estreptomicina 50 pg/mL em uma atmosfera a 5% CO2 (37°C). Para este ensaio, 0s

fibroblastos foram plaqueados em placas de cultura de 96 pocos (2 x 10%
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células/pocgo) e, entdo, tratados com EAAM, nas concentragfes de 12,5; 25, 50, 100
e 200 pg/mL, por 24 horas. A solucdo de MTT foi adicionada as células e incubadas

a 37°C por 3 horas.

Depois de removido o MTT, foi adicionado dimetilsulféxido (DMSO, 0,1%)
para solubilizacdo dos cristais do sal tetrazélio e a leitura de densidade Optica foi
mensurada em leitor de placas automatico no comprimento de ondas de 570 nm. Os
testes foram conduzidos trés vezes em triplicatas e, em seguida, normalizados

considerando o controle como 100% de viabilidade.

4.9 Avaliacdo da liberacdo de ERO em fibroblastos L929

O teste de liberacdo de ERO foi realizado utilizando o reagente de diacetato
de diclorodihidrofluoresceina (H.DCFDA) de acordo com as instru¢des do fabricante.
Os fibroblastos foram cultivados e plaqueados em placas de 96 pocos conforme
descrito anteriormente. Apds atingirem 70% de confluéncia, as células foram pré-
tratadas com EAAM por 24 horas e, em seguida, expostas ao indutor de estresse
(H202, 750 pmol/L) por 10 minutos e lavadas com PBS. Para detec¢cédo de ERO, o
reagente H:DCFDA foi adicionado em cada pog¢o por 30 minutos. Todos o0s
experimentos incluiram os seguintes grupos: controle (2% soro fetal bovino), H20:2
mais veiculo e o H202 mais EAAM nas concentracdes de 12,5, 25, 50, 100 e 200

pg/mL.

A mensuracdo de ERO foi realizada por fluorimetria com comprimentos de
onda de excitacdo e emissdo definidos em 485 e 525 nm, respectivamente. Os

experimentos foram repetidos duas vezes com duas amostras por grupo tratado.

4.10 Avaliacdo da capacidade anti-inflamatoria e antioxidante in vivo
4.10.1 Animais de experimentacao

Foram utilizados camundongos Swiss machos (20-30 g) provenientes do
Biotério Setorial do Departamento de Fisiologia da Universidade Federal de Sergipe.

Os animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno (40 cm x 34 cm x 07 cm)
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com grade aramada em aco inoxidavel, especifica para camundongos, acesso ad
libitum a agua e racdo especifica para roedores (Marca NUVILAB), em ambiente
com temperatura controlada (22-24°C) e ciclos de claro-escuro de 12/12 horas (luz
das 6 as 18 horas, controlado por temporizador). A manutencdo das gaiolas foi
realizada trés vezes por semana, nas quais eram efetivadas a higienizacao, troca
das camadas de maravalha e reposicdo do suprimento de agua dos bebedouros e

de racdo dos comedouros.

Os protocolos experimentais, aos quais 0s animais em estudo foram
submetidos, estdo de acordo com 0s principios éticos de experimentacdo animal e
foram submetidos ao Comité de Etica em Pesquisa Animal da Universidade Federal
de Sergipe, sendo aprovado sob o protocolo com numero 9256010719.

4.10.2 Modelo de edema de orelha induzido por 12-O-tetradecanoilforbol acetato
(TPA)

Para a investigagdo do potencial anti-inflamatério e antioxidante topico do
EAAM, foi utilizado o modelo de inflamagcdo aguda de orelha induzida pela
administragcdo de 12-O-tetradecanoilforbol acetato (TPA). O edema de orelha
induzido por TPA foi realizado de acordo com De Young e colaboradores (1989) e

adaptada por Oliveira e colaboradores (2017).

Animais (n=6-8) foram anestesiados com isoflurano inalatério para aplicacéo
de 10 puL de TPA (1 ug/orelha dissolvido em acetona) nas superficies interna e
externa da orelha direita com uma ponteira de polipropileno. Apds 5 minutos, foram
administrados 10 puL do EAAM (0,3; 1 ou 3 mg/orelha, dissolvido em solug&o salina)
ou da dexametasona (0,05 mg/orelha). A orelha esquerda recebeu somente veiculo
(acetona) e cada animal foi utilizado como seu préprio controle. A eutanasia foi
realizada por excesso de isoflurano inalatério 6 horas apos a inducéo da inflamacéao
e entdo, biopsias de 8 mm de didmetro da regido central da orelha foram obtidas

com punch de metal.

As orelhas coletadas neste experimento foram utilizadas para: determinacgéo
do edema; determinacdo da mieloperoxidase; analises histologicas; quantificacdo de

hidroperéxidos totais; determinacdo da atividade das enzimas CAT e SOD.
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4.10.3 Determinacdo do edema das orelhas

ApoOs a eutanasia, as bidpsias das orelhas direita e esquerda de cada animal
foram coletadas com o auxilio de um punch metélico de 8 mm de diametro, e suas
massas foram mensuradas com o auxilio de uma balanca analitica. A medida do
edema foi determinada pela variacdo (A) da massa das biopsias, obtida pela
diferenca entre as respectivas massas da orelha direita pela esquerda, de todos os

animais, e expressa em mg.

4.10.4 Determinacdo da atividade da mieloperoxidase (MPQO) nas biépsias das
orelhas

Para esta andlise, foi utilizada a metodologia de Bradley e colaboradores
(1982) adaptada por Oliveira e colaboradores (2017). A atividade da MPO foi
determinada nos homogenatos das orelhas coletadas e preparadas em tampao
fosfato (50 mmol/L, pH 6,0 contendo 0,5% de brometo de hexadeciltrimetilamonio).
Os homogenatos foram centrifugados (2 minutos, 8000xg, 4°C) e aliquotas dos
sobrenadantes foram incubadas com uma solugéo de di-hidrocloreto de o-dianisidina
(0,167 mg/mL contendo 0,005% de H202). A atividade da MPO foi mensurada
cineticamente em leitor de microplaca a 460 nm por um periodo de 5 minutos. Os
resultados foram expressos como unidade de MPO por sitio de orelha. Uma unidade
de MPO foi considerada como a quantidade de enzima suficiente para degradar 1

mmol de peroxido de hidrogénio/minuto.

4.10.5 Analise histoldgica das orelhas

Para a analise histologica, o modelo de edema foi induzido conforme item
4.10.2 e as orelhas tratadas com a maior dose do EAAM (3 mg/orelha) ou controle
positivo (dexametasona, 0,05 mg/orelha). Apds eutanasia dos animais, suas orelhas
foram cuidadosamente retiradas e fixadas em formaldeido (10%) até o momento da
realizacdo dos cortes histolégicos. Posteriormente, as orelhas foram desidratadas,

incluidas em parafina e em seguida seccionadas transversalmente em um
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micrétomo em cortes de 5 um de espessura. Estes cortes foram fixados em laminas

e corados com hematoxilina e eosina.

Fotografias histologicas foram capturadas e avaliadas por patologista
experiente a fim de determinar parametros indicativos de alteracOes
histopatolégicas, incluindo infiltrado de células inflamatérias e espessura dérmica.
Esta avaliacéo foi realizada no Instituto de Tecnologia e Pesquisa da Universidade
Tiradentes, com a colaboracgéo do Prof. Dr. Ricardo Luiz Cavalcanti de Albuquerque

Junior.

Para avaliacdo do numero médio de células inflamatérias, um total de 15
campos por animal foi analisado com aumento de 400x. Para obter a espessura da
derme, foi realizada a andlise quantitativa de imagens randomizadas de trés cortes
histolégicos (quatro medidas/corte) de cada animal. As andlises foram realizadas
com o auxilio do software UTHSCSA Image Tooll4® e os resultados expressos

como média de células inflamatdrias ou espessura da derme por campo histologico.

4.10.6 Quantificacao de hidroperoxidos totais

A gquantificacdo de hidroperéxidos totais foi realizada conforme descrito por
Jiang e colaboradores (1992). O método se baseia na oxidagdo de ions ferroso
(Fe?*) a ions férricos (Fe®*) em condicbes acidas, pelos hidroperéxidos lipidicos. O
indicador utilizado foi o xilenol orange que reage com os ions Fe3* produzindo um

cromoforo azul, o qual pode ser mensurado a 560nm.

Para realizacao do teste, o reagente de FOX [0,25 mmol/L de xilenol orange,
0,25 mmol/L de Fe(NH4)2(S0a4)2.6H20, e 4,4 mmol/L de hidroxitolueno butilado
(BHT), enriguecido com metanol e &cido sulfurico (97%)] foi adicionado aos
homogenatos das orelhas e incubados por 30 minutos protegido da luz. Em seguida,
as amostras foram centrifugadas e o sobrenadante submetido a leitura em
espectrofotdmetro a 560 nm. O total de hidroperoxidos foi expresso em pmol/L com

coeficiente de extingdo molar de 4,3 x 10 L/(mol.cm).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0278691517307445#bib22
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4.10.7 Determinacédo da atividade da enzima CAT

A atividade da CAT foi determinada pela mensuracdo do consumo de
peroxido de hidrogénio (H202), conforme descrito por Nelson e colaboradores
(1972). Para esta andlise, apos inducdo do modelo de edema, as orelhas foram
tratadas com a maior dose do EAAM (3 mg/orelha) ou controle positivo

(dexametasona, 0,05 mg/orelha).

Apobs homogeneizadas em PBS, as amostras foram centrifugadas a 10000 x g
por 30 minutos a 4°C e em seguida adicionado tampéao fosfato (50 mmol/L, pH 7,0)
ao seu homogeneizado. A reacao foi iniciada com a adicdo de H202 (0,3 mol/L) e o
seu consumo pela CAT foi monitorado por 1 min a 25°C no comprimento de onda de
240nm. A atividade da CAT foi expressa como extincao de H202 durante 1 minuto a
25°C (AE/min/ug proteina). O conteudo de proteina dos tecidos foi determinado pelo

método de Bradford utilizando o reagente de ensaio Bio-Rad®.

4.10.8 Determinacédo da atividade da enzima superoxido dismutase (SOD)

A atividade da enzima SOD foi avaliada por meio da formacdo de Oz pela
auto-oxidacdo do pirogalol, conforme descrito por Madesh e colaboradores (1998).
Para esta analise, apos inducdo do modelo de edema, as orelhas foram tratadas
com a maior dose do EAAM (3 mg/orelha) ou controle positivo (dexametasona, 0,05
mg/orelha).

Em suma, as orelhas coletadas foram homogeneizadas em PBS e
centrifugadas a 10000 xg por 30 minutos. Em uma microplaca, foi pipetado o
sobrenadante das amostras e em seguida adicionado o tampao fosfato (50 mmol/L,
pH 7,4), o tetrazdlio (1,25 mmol/L) e o pirogalol (100 umol/L) e agitados por 5
minutos. Subsequentemente, DMSO foi adicionado a mistura, e a absorbancia

mensurada a 570 nm. A atividade de SOD foi expressa como U/ug de proteina.

4.11 Anédlise estatistica

Os resultados foram expressos em média + EPM. Para analise estatistica dos

dados foi utilizado o GraphPad Prisma 7.0. A normalidade dos dados foi avaliada


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0278691517307445#bib34
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0278691517307445#bib34
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0278691517307445#bib28
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pelo teste de Shapiro-Wilk. Como nao houve restricdo para aplicacdo de testes
paramétricos, as avalicdes foram realizadas usando analise de variancia (ANOVA)
de uma via seguida pelo teste de Tukey. Valores de p menores que 0,05 foram

considerados significativos.
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5 RESULTADOS

5.1 Quantificacdo de compostos fendlicos e flavonoides totais do EAAM

Foram quantificados compostos fendlicos e flavonoides totais presentes no
EAAM das folhas da Annona muricata L, sendo determinados 164,52+1,13 mg de
equivalente de &cido gdlico/g de extrato e 77,02+0,00 mg de equivalente de
catequina/g de extrato, respectivamente.

5.2 Caracterizacdo de compostos fendlicos por CLAE

O perfil cromatografico por CLAE do EAAM a 280 nm encontra-se ilustrado na
figura 6. Os cinco maiores picos de compostos fendlicos identificados neste
cromatograma foram quercetina 3-glicosideo, rutina, acido clorogénico, catequina e
acido galico, respectivamente. Os resultados da analise gquantitativa foram obtidos
de acordo com as curvas de calibracdo para cada composto. Todas as curvas
apresentaram coeficiente de correlagdo r>=0,999 e a quantidade de cada pico esta
descrita na Tabela 1.
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Figura 6 - Andlise do extrato aquoso das folhas da Annona muricata L. por cromatografia liquida de
alta peformance (y = 280 nm).

154 Quercetina 3-glicosideo

Rutina

Acido Clorogénico

Catequina

2 Acido Galico

Tabela 1 - Quantificacdo dos compostos fenélicos presentes no extrato aquoso das folhas da Annona

muricata L.

Coeficiente de Conteddo
Composto
Correlacéo (ug/mL) + DP

Acido Galico 0,9998 0,53+ 0,05
Acido Clorogénico 0,9990 2,80 £ 0,02
Catequina 0,9995 2,21+£0,01
Quercetina 3-glucosideo 0,9999 6,34 £ 0,01

Rutina 0,9999 3,57 £0,04
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5.3 Avaliacao da atividade antioxidante do EAAM in vitro

A capacidade antioxidante do EAAM por inibicdo do radical DPPH encontra-
se representada na figura 7(a). Em todas as concentragfes do extrato (12,5, 25, 50,
100 e 200 pg/mL) houve reducdo significativa do percentual de radical DPPH,
guando comparado ao sistema. O Trolox (100 yg/mL) também reduziu este radical
propiciando inibicdo de 87,5% (p<0,001). O ICso calculado foi de 97,1 ug/mL.

A incubacdo com EAAM (12,5; 25, 50, 100 e 200 pg/mL) causou significante
atividade de varredura de NO em comparacdo ao grupo sistema (p<0,001) e o ICso
calculado foi de 44,2 yg/mL. Utilizado como controle, o Trolox (100 pg/mL) também
reduziu a formacéo de nitrito em 81,6% (p>0,001), conforme mostra a Figura 7(b).

O EAAM também demostrou capacidade antioxidante no método de FRAP.
Conforme mostrado na figura 7(c), as concentragdes de 25, 50, 100 e 200 yg/mL do
extrato aumentaram o potencial redutor quando comparado ao grupo sistema
(p<0,01 ou p<0,001). Em concordéancia, o Trolox (100 pyg/mL) também promoveu
este efeito em comparacédo ao grupo sistema (p<0,001).

Por fim, a figura 7(d) apresenta a inibicdo da peroxidagéo lipidica basal e
induzida em cérebro de ratos. A incubacdo com o EAAM reduziu a peroxidacéo
basal para as doses de 50, 100 e 200 yg/mL quando comparados ao grupo sistema
(p<0,001). Nas concentragcdes de 100 e 200 pg/mL, o extrato inibiu a peroxidacao
lipidica induzida por FeSOa4 (p<0,001), assim como o Trolox (100 pg/mL, p<0.001). O
valor calculado do ICso foi de 122,8 ug/mL e 401,5 pg/mL para peroxidacao lipidica
basal e induzida por FeSO4, respectivamente.



43

Figura 7- Atividade antioxidante in vitro do extrato aquoso da Annona muricata L. (EAAM).
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Diferentes concentracdes (estoque) do EAAM foram testadas no ensaio do radical DPPH (a), radical
NO (b), potencial redutor de ferro (c) e peroxidacdo lipidica basal e induzida por FeSOs (d). Os
resultados representam a média + EPM dos valores de inibi¢do in vitro; n=3 experimentos realizados
em duplicatas. Trolox foi utilizado como antioxidante padrdo. ANOVA de uma via seguido do pos-
teste de Tukey; **p<0,01, ***p<0,001 ou ** p<0,001 vs. respectivo sistema (meio reacional sem
antioxidante).

5.4 Avaliacdo da viabilidade celular e da liberacdo de ERO em fibroblastos
L929

A viabilidade celular de fibroblastos L929 tratados com EAAM foi determinada
pelo ensaio de MTT. Estas células foram tratadas com diferentes concentracdes do
extrato (12,5; 25, 50, 100 e 200 pg/mL) por 24 horas. Os resultados mostraram que
para todas as concentracbes, o EAAM nao alterou a viabilidade celular dos
fibroblastos (93,3+7,1; 95,6+6,8; 97,2+11,9; 94,0+4,1 e 88,8+4,3%, respectivamente)

comparadas ao grupo controle.
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Figura 8 - Viabilidade celular de fibroblastos L929 tratados com extrato aquoso da Annona muricata

L. (EAAM).
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Os valores representam a média += E.P.M. do percentual de viabilidade para 3
experimentos/tratamento realizados em triplicata, com 0s percentuais calculados em relacdo ao
controle. ANOVA de uma via. DMSO: dimetilsulfoxido.

O efeito do EAAM sob a liberacdo de ERO também foi avaliado em linhagem
de fibroblastos L929. Os resultados demonstraram que nas células tratadas com o
agente estressor (H202, 750 ymol/mL) a liberagéo de espécies reativas de oxigénio
foi aumentada comparadas as células controle (p<0,001). Em contraste, nas células
estimuladas pelo H202 que receberam o tratamento com EAAM (12,5; 25, 50, 100 e
200 pg/mL) houve menor liberacdo de ERO em comparagdo as células apenas

estimuladas com H20:2 (p<0,01 ou p<0,001), conforme mostra a figura 9.
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Figura 9 - Liberacéo de espécies reativas de oxigénio em fibroblastos L929 tratados com
extrato aquoso da Annona muricata L. (EAAM).
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Os resultados representam a média + EPM dos valores de fluorescéncia; n=2 experimentos
realizados em duplicatas. ##p< 0,001 vs. controle; **p<0,01 ou ***p<0,001 vs. H20- + veiculo. ANOVA
de uma via seguido do poés-teste de Tukey.

5.5 Avaliacao de efeito anti-inflamatério do EAAM in vivo

A atividade anti-inflamatdria tépica do EAAM foi testada no modelo de edema
de orelha induzido por TPA. Nos animais submetidos ao tratamento com o extrato
nas doses de 1 e 3 mg/orelha, foi observada menor formacdo de edema,
representado pela reducdo da variacdo da massa da orelha direita em relacédo a
esquerda (apenas acetona), em comparacdo aos animais que receberam TPA
apenas com o veiculo (p<0,001). Efeito semelhante ocorreu nos animais tratados
topicamente com a dexametasona (0,05 mg/orelha; p<0,001), representado na figura

10(a).

Concordando com o resultado anterior, nos animais submetidos ao tratamento
com EAAM (1 e 3 mg/orelha) foi encontrada menor atividade da MPO, em
comparacdo em ao grupo TPA tratado apenas com veiculo (p<0,001). O mesmo
resultado foi visualizado para o tratamento com a dexametasona (p<0,001),

conforme mostra a figura 10(b).
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Figura 10 - O extrato aquoso da Annona muricata L. (EAAM) reduz a inflamac&o induzida por 12-O-
tetradecanoilforbol--13-acetato (TPA) na orelha de camundongos.
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Os animais foram submetidos a inducao da inflamacéo topica por TPA e tratados com EAAM (0,3; 1
ou 3 mg/orelha) ou dexametasona (Dexa). A variacdo (A) do peso da orelha (a) e a atividade da
mieloperoxidase (MPO) (b) foram mensurados 6 horas apds a indugéo. Orelhas do grupo controle
(Contr) receberam apenas administracdo do veiculo. Os dados sdo expressos como média + EPM
(n=8); ANOVA de uma via seguido do pds-teste de Tukey; ## p<0,001 vs. grupo Contr; *** p<0,001
VS. grupo veiculo.

As analises histoldgicas das orelhas encontram-se representadas na figura
11. Ao avaliar o grupo que recebeu acetona como veiculo, foram observados tecidos
sem alteracbes morfoldgicas indicativas de processo inflamatorio. Nos animais
submetidos a administracé@o tépica de TPA foram observados importante presenca

de edema, infiltrado de leucdcitos e hiperemia. No grupo de animais que recebeu
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administracdo de TPA e foram tratados com o extrato na sua maior dose (3
mg/orelha) ou com a dexametasona, foi possivel observar presenca de edema e
infiltrado de leucdcitos, mas de forma atenuada em comparacdo ao grupo TPA.
Estes parametros foram avaliados qualitativamente por um patologista de forma
encoberta.

Além disso, a analise quantitativa desses parametros pode ser visualizada na
figura 12, na qual é demostrado que tanto o tratamento com o EAAM guanto com a
dexametasona reduziu o numero de leucdcitos e a espessura da derme nas orelhas,

comparados ao grupo veiculo (p<0,001).
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Figura 11 - Imagens representativas de alteracdes histopatoldgicas em orelhas de camundongos inflamadas por 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato
(TPA) e tratadas com extrato aquoso da Annona muricata L. (EAAM).

Contr TPA EAAM DEXA

As orelhas foram induzidas a inflamacgéo por TPA e tratadas com EAAM (3 mg/orelha) ou dexametasona (Dexa). Imagens histolégicas representativas da
orelha nos aumentos de 100x (a-d) e 400x (e-h). Legenda: Ct: cartilagem hialina; Gs: glandulas sebaceas; Ed: edema intersticial; Hp: hiperemia; Seta:
infiltrado de leucdcitos; Seta dupla: espessura do tecido dérmico. Orelhas do grupo controle (Contr) receberam apenas administragdo do veiculo.
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Figura 12 - O extrato aquoso de folhas de Annona muricata L. (EAAM) reduziu nimero de células
inflamatdrias e espessura da derme em orelhas de camundongos inflamadas por 12-O-
tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA).
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As orelhas foram induzidas a inflamacdo por TPA e tratadas com EAAM (3 mg/orelha) ou
dexametasona (Dexa). Orelhas do grupo controle (Contr) receberam apenas administracdo do
veiculo. Os dados sdo expressos como média + EPM (n=7-8); ¥ p<0,001 vs. grupo Contr; ***
p<0,001 vs. grupo veiculo.

5.6 Avaliacdo da atividade antioxidante do EAAM in vivo

Como forma de avaliar uma possivel atividade antioxidante mediando os
efeitos anti-inflamatérios tépicos do EAAM, foi investigado um parametro de
alteracdo oxidativa, o conteudo tecidual de hidroperéxidos totais, no modelo de
edema de orelha induzida por TPA, conforme demonstrado na figura 13. A aplicacéo
de TPA aumentou a formacdo de hidroperoxidos totais em comparagdo a orelha
contralateral gue recebeu apenas acetona (p<0,001). Por outro lado, nas orelhas dos

animais com a administracdo tépica do EAAM nas doses de 0,1; 1 e 3 mg/orelha



50

subsequente ao TPA foi observada concentracdo de hidroperéxidos totais menor em

comparacao ao grupo veiculo (p<0,05 ou p<0,001).

Figura 13 - Concentracao de hidroperéxidos totais em orelhas de camundongos inflamadas por 12-O-
tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) e tratadas com extrato aquoso da Annona muricata L. (EAAM).
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Os camundongos foram submetidos a inflamacéo da orelha causada por 12-O-tetradecanoilforbol-13-
acetato (TPA) e tratados com EAAM (0,3; 1 ou 3 mg/ouvido) ou dexametasona (Dexa). A
concentragdo de hidroperéxidos totais foi expressa como média + EPM (n = 8). Orelhas do grupo
controle (Contr) receberam apenas administracdo do veiculo. ## p<0,001 vs. grupo Contr; * p<0,05, **
p<0,01 ou *** p<0,001 vs. Grupo TPA+veiculo.

Além disso, foram analisadas as atividades das enzimas antioxidantes CAT e
superoxido dismutase. Para a CAT, foi observada menor atividade no grupo
administrado TPA guando comparado ao grupo controle. No entanto, nos animais
tratados com o EAAM (3 mg /orelha) de forma subsequente ao TPA foi verificada
maior atividade de CAT quando comparada ao grupo TPA + veiculo (p<0,05),
conforme apresentado na figura 14(a). O mesmo efeito do EAAM nédo pode ser
observado para a SOD. Embora a administragcdo de TPA permitiu observar menores
valores de atividade desta enzima nas orelhas, estes valores ndo foram alterados
significativamente em animais tratados com o EAAM (3 mg /orelha) de forma

subsequente ao TPA em comparacao ao grupo veiculo + TPA (Figura 14(b)).
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Figura 14 - Atividade de enzimas antioxidantes em orelhas de camundongos inflamadas por 12-O-
tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) e tratadas com extrato aquoso da Annona muricata L. (EAAM).
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Os camundongos foram submetidos a inflamacéo da orelha causada por 12-O-tetradecanoilforbol-13-
acetato (TPA) e tratados com EAAM (0,3; 1 ou 3 mg/ouvido) ou dexametasona (Dexa). A atividade da
catalase (CAT; a) e superoxido dismutase (SOD; b) foram mensuradas. Orelhas do grupo controle
(Contr) receberam apenas administra¢éo do veiculo. Os dados sdo expressos como média + EPM
(n=8). # p<0,05 ou ## p<0,001 vs. grupo Contr; * p<0,05 vs. grupo veiculo.
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6 DISCUSSAO

No presente estudo, o EAAM foi preparado e seu perfil fitoquimico e efeito
antioxidante in vitro contra radicais, peroxidacao lipidica ou em fibroblastos L929
submetidos a condicdo oxidante foram descritos. A0 mesmo tempo, seus efeitos
anti-inflamatério e antioxidante tépicos foram demonstrados em um modelo de

inflamacéao cutanea em camundongos.

Além da analise quantitativa para conteudo de fendlicos totais e flavonoides
totais encontrados no EAAM por meio de ensaios colorimétricos, a caracterizacao
fitoquimica do extrato permitiu identificar 5 compostos fendlicos (quercetina-3-
glicosideo, rutina, acido clorogénico, catequina e &cido gélico), dentre eles 3
flavonoides. Esses compostos foram descritos anteriormente em preparagdes da A.
muricata (WAHAB et al., 2018), sendo também comumente encontrados em
alimentos, como frutas, legumes e verduras. Dessa forma, destaca-se a importancia
do consumo alimentar dos polifendis, visto que este esta associado a reducdo do
estresse oxidativo e manutencédo da homeostase do sistema redox (HUSSAIN et al.,
2016).

Nos ultimos anos, diversos trabalhos de revisdo tém sido publicados
descrevendo as propriedades antioxidantes dos compostos fendlicos e seus
possiveis mecanismos de acdo. Dentre eles, destacamos os flavonoides
identificados no EAAM, quercetina (XU et al., 2019), rutina (ENOGIERU et al., 2018)
e catequina (BERNATONIENE; KOPUSTINSKIENE, 2018). Latos-brozio e Masek
(2019) em seu estudo, relatam que a estrutura quimica desses compostos é um dos
fatores que determinam as suas propriedades contra o estresse oxidativo e que
estes mesmos elementos estruturais estdo envolvidos em suas atividades
farmacoldgicas. Neste contexto, Olszowy (2019) traz com detalhes os principais
mecanismos responsaveis por esse potencial efeito antioxidante, enfatizando que a
eficacia destes compostos aromaticos é proporcional ao niumero de grupos —OH
presentes em seus anéis. Dependendo do arranjo dos grupos —-OH, esses
compostos podem transferir elétrons neutralizando radicais livres, quelar ou reduzir

metais pré-oxidativos e ativar enzimas antioxidantes.
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Estes constituintes fendlicos sdo considerados um dos mais importantes
constituintes terapéuticos das folhas da A. muricata, principalmente por que a sua
maioria sdo soliveis em agua, sendo a infusdo aquosa a preparacdo comumente
usada na medicina popular (CORIA-TELLEZ et al., 2018; GAVAMUKULYA et al.,
2017). Portanto, a presenca de polifenéis no EAAM, em especial os flavonoides,
indica potencial atividade antioxidante deste extrato (MANRIQUE-DE-LA-CUBA et
al., 2019).

Essa possibilidade foi confirmada in vitro para o EAAM, uma vez que foi
capaz de reduzir radicais, como DPPH e NO, indicando que os compostos presentes
no extrato podem atuar como doadores de ions H* em reagcdo com DPPH ou
apresentar capacidade de eliminacdo de NO. Além disso, os dados mostraram
potencial redutor por meio do ensaio de FRAP, um método em que a substancia
antioxidante promove reducdo do Fe3* (forma férrica) em sua forma ferrosa (Fe?*)
(PULIDO et al., 2000).

Esta descoberta € relevante visto que as reacdes oxidantes catalisadas por
Fe?* podem gerar radicais hidroxila (por exemplo, pela reacdo de Fenton), que s&o
altamente prejudiciais as células (VALKO et al., 2016). Finalmente, o efeito
antioxidante do EAAM foi também demonstrado pela reducdo da peroxidacao
lipidica, que é formado a partir de ERO e outros produtos de oxidacdo secundaria
(MOON; SHIBAMOTO, 2009). A peroxidagdo lipidica no presente trabalho foi
mensurada usando a reacdo do &cido tiobarbitirico (TBA), a qual leva em
consideracao a formacao produtos como hidroperdxidos lipidicos e o malonaldeido,
considerado um importante marcador de estresse oxidativo (VACA; WILHELM;
HARMS-RINGDAHL, 1988; MOGHADAMTOUSI et al., 2015).

A peroxidacao lipidica de organelas e membranas celulares, dentre variaos
efeitos deletérios as diversas células do corpo, esta relacionada a alteragbes em
células endoteliais, fibroblastos, metabolismo do colageno em queratindcitos e
permeabilidade capilar o que pode interferir por exemplo no processo de cicatrizacao
de feridas (ALTAVILLA et al., 2001). E bem estabelecido na literatura a estreita
relacdo entre a modulacdo positiva no equilibrio redox intracelular, especialmente no
tocante as enzimas antioxidantes, e a diminuicdo na peroxidagdo lipidica, e
consequentemente nos seus efeitos lesivos (VALKO et al., 2007; MD RODUAN et
al., 2017).
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Em consonancia, os dados do presente estudo indicam agdo antioxidante do
EAAM, o que corrobora observacdes anteriores para preparacdes de A. muricata
conforme abordado em estudos de revisao de outros autores (CORIA-TELLEZ et al.,
2018; GAVAMUKULYA et al., 2017; MOGHADAMTOUSI et al., 2015). Neste
contexto, Gavamukulya e colaboradores (2014) mostraram que 0s extratos etandlico
e aquoso das folhas A. muricata promoveram reducdo do radical DPPH,
apresentando alto poder antioxidante para o extrato aquoso. Adicionalmente, estes
extratos também preveniram a oxidacdo do ion férrico, indicado pelo ensaio de
FRAP (AGU; OKOLIE, 2017). Além disso, Justino e colaboradores (2018) além de
trazer o efeito antioxidante do extrato etanodlico das folhas de A. muricata nos
métodos de DPPH e FRAP, também revelou reducédo da peroxidacao lipidica pela

diminuicdo da formagao de TBARS.

A partir desses dados, avaliamos o EAAM em cultura de células e
observamos que este extrato reduziu a liberacdo de ERO em fibroblastos L929, o
gue reforca a possibilidade de efeitos protetores contra o estresse oxidativo. Neste
contexto, vale lembrar que a producdo excessiva de espécies reativas pode iniciar
processos inflamatérios, com producédo de citocinas pro-inflamatérias, como TNF-q,
IL-1B, IL-6, quimiocinas, como MCP-1 (proteina quimioatraente de mondcitos-1) e
ativacdo do fator nuclear kB, contribuindo para o desenvolvimento de outros

processos patologicos (BECKER et al., 2014).

Além disso, EAAM néo afetou a viabilidade em culturas de fibroblastos L929.
Este resultado merece atencdo visto que alguns pesquisadores sugeriram efeito
toxico causado pelas acetogeninas presentes nas preparacdes de A. muricata
(ESCOBAR-KHONDIKER et al., 2007; WAHAB et al., 2018; YANG et al., 2015).
Porém, Quilez e colaboradores (2015) mostraram que o extrato produzido a partir da
decoccgao das folhas da A. muricata nas concentragdes de 500, 250 e 100 pg/mL

nao causou citotoxicidade em macréfagos isolados de camundongos.

Diante dos resultados obtidos nos modelos in vitro utilizados no presente
estudo e dos beneficios anti-inflamatorios descritos na literatura para os compostos
fendlicos (TRESSERRA-RIMBAU et al., 2018), propomos que o EAAM pode produzir

efeitos anti-inflamatdrios topicos possivelmente associados ao seu perfil antioxidante
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in vivo. Assim, utilizamos o modelo de inflamag&o da orelha induzida por TPA a fim

de avaliar essa possibilidade.

A resposta inflamatoria cutdnea gerada pela aplicacdo tépica de TPA é
classicamente caracterizada pela formacdo de edema transitorio, infiltracdo de
células inflamatérias e hiperplasia celular epidérmica, respostas essas facilmente
reprodutiveis e mensuraveis em laboratorio, 0 que contribui para sua ampla
utilizacdo em estudos de prospeccdo de efeitos terapéuticos de novos compostos
com potencial anti-inflamatorio (YOUNG; WAGNER; SPIRES, 1983; HUANG et al.,
1988; MURAKAWA et al., 2006). Outra vantagem importante na utilizacdo de um
modelo onde a aplicacdo da droga teste € tOpica, é a necessidade de pequenas
guantidades da substancia teste e a avaliacdo de eventuais efeitos toxicos no caso
de substancias ainda pouco estudadas (GABOR, 2002; GABOR, 2012).

Foi observado que o tratamento com EAAM reduziu o edema de orelha e a
atividade da MPO. Esses achados corroboram a analise histolégica, na qual mostrou
reducdo da espessura da derme e da contagem de leucécitos totais nas orelhas
tratadas com o extrato. Nossos resultados estdo de acordo com estudo anterior que
mostrou efeito antiedematogénico do extrato produzido a partir da decoccdo das
folhas da A. muricata em doses de 2,5 e 5 mg/orelha, acompanhadas da reducao da
atividade da MPO no mesmo modelo utilizado no presente estudo (QUILEZ et al.,
2015). No entanto, esses autores nao discutiram qualquer mecanismo para 0S

efeitos descritos.

Outros estudos também relataram atividade anti-inflamatéria da A. muricata.
De Sousa e colaboradores (2010) mostraram que o tratamento com extrato etandlico
de folhas dessa planta reduziu o edema de pata induzido por carragenina, seguido
da diminuicdo do exsudato pleural e da infiltracdo de leucocitos na pleurisia induzida
também por carragenina em ratos. Além disso, o tratamento tépico com extrato de
acetato de etila da A. muricata melhorou a cicatrizagdo de feridas induzida por
excisdo nao infectada, reduzindo a infiltracdo de neutréfilos e macréfagos e
aumentando a deposicéo de colageno (MOGHADAMTOUSI et al., 2015).

Conforme descrito anteriormente, é possivel afirmar que antioxidantes
naturais, sao capazes de reduzir o processo inflamatério (HUSSAIN et al., 2016). A

literatura destaca que essa propriedade pode ocorrer por mecanismos diferentes.
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Dentre eles, eliminagdo de radicais livres associada a quelagcdo de ions metélicos
oxidativos, modulacédo da cadeia respiratoria mitocondrial e inibicdo de NOS; inibic&o
de enzimas que catalisam a producdo de ERO, como a xantina oxidase e NADPH
oxidase; além de aumentar a atividade das enzimas antioxidantes, como a SOD, a
CAT e a glutationa peroxidase (YAHFOUFI et al., 2018).

Curiosamente, estudos anteriores mostraram que 0s compostos identificados
no EAAM causaram efeitos antiedematogénicos nas orelhas de roedores. A
administracéo topica de quercetina-3-glicosideo (isoquercitrina) reduziu o edema de
orelha induzido por 6leo de créton (0,14 e 0,46 mg/orelha; SOSA et al., 2007) ou
xileno (0,02 mg/orelha; Fu et al., 2020); assim como a rutina (0,01 e 0,03 mg/orelha;
CAMPONOGARA et al., 2020) ou catequina (a 0,6 mg/orelha; PIETROVSKI et al.,
2008) no edema de orelha também induzido por 6leo de croton. Por outro lado, no
modelo de edema de orelha induzido por xileno, o efeito do acido clorogénico e da
rutina contra a formacdo de edema foi demonstrado apds administracdo oral nas
doses de 10-15 mg/kg e 2,5-10 mg/kg, respectivamente (TORRES-REGO et al.,
2016). Com base nesses resultados, € possivel reforcar a ideia de que a acdo anti-
inflamatéria do EAAM pode se dar, em grande parte, pela acdo dos compostos

fitoquimicos presentes no mesmo.

Ainda neste estudo, observamos reducdo da atividade de MPO apoés
administracdo do EAAM, sugerindo reducéo de neutréfilos nas orelhas inflamadas e
tratadas. E amplamente conhecido que neutréfilos participam da primeira linha de
defesa contra agentes patogénicos e liberam granulos contendo peroxidases, como
a MPO. Essas enzimas produzem ERO utilizando o H202 produzido pela NADPH
oxidase, o qual leva a peroxidacgéo lipidica (OSAWA, 2017). Assim, a diminui¢édo da
atividade da MPO pelo EAAM pode estar diretamente ligada a inibicdo do estresse
oxidativo causada pela reducdo direta na formacdo de espécies reativas,

possivelmente promovida pelos seus compostos.

No presente trabalho também observamos que o tratamento com o extrato da
A. muricata reduziu a concentracao de hidroperoxidos totais nas orelhas inflamadas,
0 qual pode ser considerado um marcador de alteracdo oxidativa nas membranas
(OSAWA, 2017). Esse achado concorda com estudos que demonstraram relacdo
direta da peroxidacao lipidica com a patogénese do edema induzido por TPA, bem

como a inibicdo dessa por compostos fendlicos como os flavonoides (HIDEAKI et al.,
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1992; HUANG et al., 1988; YASUKAWA et al., 1989), sendo este efeito relacionado
possivelmente a interferéncia desses compostos no metabolismo do &cido
araquiddnico. Adicionalmente, a manutencdo da homeostase antioxidante, tanto
enzimatica quanto ndo enzimatica, € também de grande importancia na protecao

contra as modificacdes oxidativas de membranas (MD RODUAN et al., 2017).

Nesse interim, uma modulacdo positiva da atividade das enzimas
antioxidantes representa outro mecanismo de protecao contra o estresse oxidativo
associado a resposta inflamatoria. Elas catalisam reacdes quimicas que
transformam espécies altamente reativas, que danificam a estrutura das células, em
compostos mais estaveis (BRESCIANI et al, 2015). Neste estudo, finalmente foi
avaliado o papel do EAAM sob a modulacdo das enzimas CAT e SOD.
Curiosamente, foi observado que o tratamento com EAAM modulou a atividade da
CAT, que pode ter contribuido para a reducdo do estresse oxidativo, uma vez esta
enzima catalisa a conversdo de peréxido de hidrogénio em agua e Oz (BRESCIANI
et al., 2015). Porém, o mesmo efeito ndo foi detectado para a atividade da SOD. Em
parte, estes resultados concordam com os achados de Moghadamtousi e
colaboradores (2015), o qual encontrou efeitos da A. muricata na cicatrizacdo de
feridas, promovidos pela modulacdo da atividade das enzimas CAT, SOD e
glutationa peroxidase. Portanto, esses dados fortalecem a hipotese do potencial
antioxidante do EAAM e a sua relacéo protetora diante da inflamacéo cutanea. Nao
obstante, faz-se necessario a realizacdo de ensaios futuros a fim de investigar
mecanismos adicionais e vias envolvidas no efeito antioxidante evidenciado neste

trabalho.
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7 CONCLUSAO

Em concluséo, o presente trabalho demonstrou:

e A identificacdo de cinco compostos fendlicos presentes no EAAM, dentre eles
os flavonoides quercetina-3-glicosideo, rutina e catequina;

e A atividade antioxidante do EAAM in vitro representada pelos ensaios de
DPPH, NO, FRAP e TBARS;

e A atividade antioxidante do EAAM em cultura de células;

e A auséncia de citotoxicidade do EAAM em fibroblastos L929;

e A atividade anti-inflamatéria do EAAM no modelo animal de inflamacdo de
orelha;

e A atividade antioxidante do EAAM no modelo animal de inflamacé&o de orelha,
demonstrada pela reducéo de hidroperoxidos totais e modulacdo da atividade
de CAT.

Os achados obtidos neste estudo, em conjunto, demonstram o efeito anti-
inflamatorio da aplicagéo topica do EAAM no modelo de edema de orelha induzido
por TPA, via inibicAo do estresse oxidativo e modulagcdo de antioxidantes
endogenos. Assim, o EAAM representa uma alternativa terapéutica contra doencgas
inflamatdrias cutaneas por via topica ao demonstrar auséncia de citotoxicidade e
reducdo de parametros inflamatorios associados & manutencdo da homeostase

redox.
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Abstract

Annona muricata L. is used in folk medicine for treatment of diseases related to inflammatory and oxidative processes. This
study investigated the effect of the aqueous extract of A. muricata leaves (AEAM) on TPA-induced ear inflammation and
antioxidant capacity, both in vitro and in vivo. The in vitro antioxidant capacity of AEAM was measured by the 2,2-diphenyl-
1-picrylhydrazyl (DPPH), ferric reducing/antioxidant power (FRAP) and lipoperoxidation assays. Cytotoxicity and reactive
oxygen species (ROS) release were evaluated in the L929 fibroblasts. Swiss mice were submitted to TPA application and were
topically treated with AEAM (0.3, 1 or 3 mg/ear). After 6 h, inflammatory and oxidative parameters were evaluated. Quercetin
3-glucoside, rutin, chlorogenic acid, catechin and gallic acid were identified in AEAM. It also presented antioxidant activity
in all in vitro assays used. Incubation with AEAM did not cause cell cytotoxicity but reduced ROS release from fibroblasts.
Compared with the control group, treatment with AEAM significantly reduced ear oedema and mieloperoxidase activity in
inflamed ears, as well as histological parameters of inflammation. These results were associated with the reduction of total
hydroperoxides and modulation of catalase, but not superoxide dismutase activity. These findings show the anti-inflammatory
effect of AEAM is associated with antioxidant capacity.

Keywords Annona muricata - Skin inflammation - Phenolic compounds - Oxidative stress - Medicinal plant

Introducion

Annona muricata L. (Annonaceae) is known as soursop or
graviola and has been used in folk medicine for the treat-
ment of many pathological processes. This plant species is
widely found in tropical and subtropical regions, including
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Central and South America, Western Africa and Southeast
Asia (Wahab et al. 2018). Parts of A. muricata, including,
fruits, seeds, roots and leaves, are traditionally used as anti-
parasite, anti-hypertensive, analgesic, anti-inflammatory,
anti-diabetic and anti-cancer agents (Gavamukulya et al.
2017; Wahab et al. 2018).

Some pre-clinical studies have confirmed the anti-
inflammatory action of extracts prepared from the leaves
of A. muricata. The pre-treatment with the ethanol extract
of leaves reduced carrageenan-induced paw oedema in rats,
which was associated with cyclooxygenase inhibition (Poma
et al. 2011). Another study associated the anti-inflammatory
effect of the leaf extract with the decrease of TNF-o and
IL-1, besides modulation of NO release (Kim et al. 2016).
The aqueous extract of A. muricata leaves had anti-inflam-
matory effects on 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate
(TPA)-induced ear oedema and carrageenan-induced paw
oedema in mice (Quilez et al. 2015).

@ Springer
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Certificamos que a proposta intitulada "Avaliacdo do efeito do extrato aquoso das folhas de Annona muricata em modelos de
inflamagdo cutdnea", protocolada sob o CEUA n2 9256010719 (o 000167), S0b a responsabilidade de Enilton Aparecido Camargo e
equipe; Luana Mendonca Cercato - que envolve a producdo, manutencao efou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata,
subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - esté de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de
8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle da Experimentacio Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal
de Sergipe (CEUA/UFS) na reunido de 05/02/2020.

We certify that the proposal "Evaluation of the aqueous extract from leaves of Annona muricata in models of cutaneous
inflammation®, utilizing 295 Heterogenics mice (295 males), protocol number CEUA 9256010719 (o 000167), under the responsibility
of Enilton Aparecido Camargo and team; Luana Mendonca Cercato - which involves the production, maintenance and/or use of
animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or
teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by
the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of
the Federal University of Sergipe (CEUA/UFS) in the meeting of 02/05/2020.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)

Vigéncia da Proposta: de 10/2019 a 07/2021 Area: Farmacologia

Origem: Laboratério de Farmacologia do Processo Inflamatario

Espécie: Camundongos heterogénicos sexo: Machos idade: 6 a8 semanas N: 295
Linhagem: Swiss Peso: 25a35g

Local do experimento: Laboratério de Farmacologia do Processo Inflamatério

Séo Cristévao, 05 de fevereiro de 2020

Prof. Dr. Josemar Sena Batista Prof. Dr. Anderson Carlos Marcal
Coordenador da Comissdo de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenador da Comisséo de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal de Sergipe Universidade Federal de Sergipe

Av. Marechal Rondon, s/n Jardim Rosa Elze - CEP 49100-000 - Sao Cristévao/SE - tel: 55 (79) 3194-6510 / 6511
Horario de atendimento: 22 a 62 das 8h as 12h e das 14h as 18h : e-mail: cepa.ufs@gmail.com
CEUA N 9256010719
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SISTEMA NACIONAL DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL ASSOCIADO

Comprovante de Cadastro de Acesso
Cadastro n2 A543CB5

A atividade de acesso ao Patriménio Genético/CTA, nos termos abaixo
SisGen, em atendimento ao previsto na Lei n® 13.123/2015 e seus regulamentos.

Numero do cadastro: A543CBS5S

Usuario: Universidade Federal de Sergipe
CPF/CNPJ: 13.031.547/0001-04

Objeto do Acesso: Patriménio Genético/CTA

Finalidade do Acesso:

Pesquisa Cientifica

Espécie

Caesalpinia pyramidalis
Leonurus sibiricus

Vaccinium macrocarpon
Hancornia speciosa

Annona muricata

Entrecasca da C. pyramidalis
Partes aéreas da L. sibiricus.
Extrato seco dos frutos (comercial)
Fonte do CTA

CTA de origem nao identificavel
CTA de origem nao identificavel
CTA de origem nao identificavel

|:| Bioprospecc¢ao

Data do Cadastro: 30/10/2018 12:40:35

Situag&o do Cadastro: Concluido

resumida, foi cadastrada no

D Desenvolvimento Tecnolégico

Conselho de Gestao do Patriménio Genético
Situag&o cadastral conforme consulta ao SisGen em 15:52 de 01/11/2018.
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E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL
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