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- INTRODUGAO

A inflamacdo é uma resposta que se inicia no tecido lesionado, a qual é
responsavel pela produgdo de sintomas caracteristicos que acarretam alteragdes na
homeostase tanto do fluxo sanguineo quanto do tecido, desempenhando um
importante papel de defesa do organismo contra agentes externos e internos
(MANTHIRAM et al.,2017). Trata-se de um complexo processo fisiolégico, regulado por
diversas vias de sinalizagdo e que necessita da interagao de células de diferentes tipos,
modulando uma vasta gama de respostas celulares, incluindo maturagéo e fungao das
células imunes, bem como a homeostase dos tecidos (JUDY D. DAY et al., 2018).

Os processos inflamatérios sdo necessarios para a vigilancia imunoldgica,
reparacao e regeneracao apos a lesdo (VODOVOTZ et al., 2008). Para isto engatilham
uma resposta do organismo produzindo uma série de agentes defensivos, dentre estes
linfécitos, mondcitos, macrofagos intestinais, neutrofilos, células endoteliais e
fibroblastos. Tais agentes, produzem mediadores que tém fungdes pro-inflamatdrias
(IL-1,IL-6,TNF-) ou fungdes anti-inflamatérias (IL-4, IL-11), havendo ativacdo de
receptores que desencadeiam as vias de sinalizagao intracelular, tais como a proteina
quinase ativada por mitogénio (MAPK) e fator nuclear kappa-B (NF-kB) (LINLIN CHEN,
et al., 2018), sendo que estes mecanismos sao utilizados na modulagcado da resposta
inflamatéria.

Estes processos inflamatorios sdo controlados por diversos mediadores quimicos,
com cada qual desempenhando um papel especifico, desencadeando, modulando e
extinguindo o processo inflamatério (TEIXEIRA et al., 2003), tornando-se desta forma
alvo das intervengdes medicamentosas da grande maioria dos farmacos existentes no
mercado (MEDZHITOV, 2008).

Os diversos mediadores envolvidos nessa resposta desempenham um importante
papel mantendo um equilibrio no intuito de tdo logo promover o processo resolutivo.

Entretanto, quando ocorre uma exacerbagao da resposta, seja por conta da gravidade



da lesdo ou por uma incapacidade resolutiva do sistema imune, podem ser originadas
alteracbes graves nos tecidos normais, as quais estdo associadas com o
desenvolvimento e a patologia de diversas doengas como artrite reumatoide, asma,
diabetes tipo 2, doengas neurodegenerativas e cancer (SCRIVO et al., 2011).

A fim de modular e impedir que haja exacerbag¢ao do processo inflamatorio, ha no
mercado diversos medicamentos como os anti-inflamatorios n&o- esteroidais (AINEs) e
glicocorticoides. Estes medicamentos devem ser capazes de restringir e reverter a
inflamacdo de origem sistémica ou local. Os glicocorticoides sdo potentes anti-
inflamatérios, mas a variedade de efeitos que produzem no organismo limita o0 seu uso
clinico a condicbes em que o uso de outros farmacos € impossibilitado. Os AINES
devem ser eficazes, analgésicos potentes, terem acgéo antipirética e serem seguros
para o uso humano. Esta classe de droga agem sobre as vias do acido araquidénico
por inibicdo das ciclo-oxigenases (COX) envolvidas nos mecanismos patogénicos da
dor, inflamacgao e febre (HILARIO, TERRERI, LEN, 2006). Contudo, quando usados por
um longo periodo, tendem a ser deletérios por apresentarem sérias reagdes adversas
como disturbios gastrointestinais, problemas cardiovasculares, além do alto custo com
o tratamento (FARSCHI, GHIASI G. 2010).

Diante do exposto acima, as plantas medicinais tém sido de grande valia para a
pesquisa e producdo de medicamentos que venham a ser uma alternativa aos
medicamentos anti-inflamatdrios ja existentes no mercado. Estas plantas sao fonte de
diversos compostos bioativos, os quais vém sendo empregados ha muitos séculos na
cultura popular e diversas pesquisas nas ultimas décadas tém demonstrado a
existéncia e eficacia destes compostos bioativos (HAVSTEEN et al., 1983).

O Sistema Unico de Saude (SUS), desde o ano de 2007, oferece fitoterapicos
derivados de plantas e desde o ano de 2013 o Ministério da Saude(MS) disponibiliza a
utilizacdo de medicamentos fitoterapicos na rede de saude publica. No ano de 2009,
fora disponibilizado pela Relagdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao
Sistema Unico de Saude (RENISUS) uma lista de plantas medicinais com potencial de
se tornarem geradores de produtos que interessem ao SUS (DIORGE J. M. et al,,
2015)



Na area da saude, é de suma importancia que haja indicagées para o uso de
plantas medicinais. A necessidade da busca por medicamentos que venham a
apresentar uma carga de efeitos colaterais menores que os medicamentos tradicionais
no combate a inflamacdo, somado a disponibilizacdo de fitoterapicos e a
recomendacao do uso de plantas medicinais pela rede de saude publica favoreceu o
aumento na utilizagdo de compostos derivados de plantas medicinais em estudos in
vivo e in vitro de grupos cientificos, valendo ressaltar que estas plantas sao utilizadas
ha geragdes pela populagdo que muitas das vezes n&o tem acesso adequado a saude
publica e tem como Uunica opgdo para o tratamento de suas chagas, 0 uso
comprovagao cientifica das plantas medicinais disponiveis em cada regido do pais
(LORENZI E MATOS, 2002). Além disso, € importante destacar que os compostos
bioativos extraidos de plantas também tém potencial para produzir reagcées adversas e
o estudo destas reagdes é imprescindivel, bem como o direcionamento apropriado do
uso das preparagdes de produtos naturais oriundos de plantas.

A Annona muricata L., planta popularmente conhecida como graviola e
amplamente utilizada na medicina popular para uma série de doencgas, especialmente
cancer e doencas parasitarias. Esta planta apresenta distribuicdo mundial, sendo
encontrada principalmente em regides tropicais, sendo a Venezuela e o Brasil
importantes produtores desta espécie. No Brasil, a regido Nordeste € a maior produtora
de graviola devido as condi¢des climaticas (SOUZA, 2006).

A gravioleira constitui-se de uma arvore de aproximadamente 6 m de altura, copa
pequena e poucos ramos, folhas com disposigéo alternada, e arranjadas em um unico
plano (filotaxia alterna distica) de tamanho 12-16 de comprimento por 4-8 cm de
largura, com presenca de pélos de cor ferrugineos e brilhantes. Possiu flores de
aproximadamente 6 cm, de cor amarelada, sépalas em numero de trés e pétalas
disposta em duas séries de trés de coloragdo amarelada. Seus estames e os carpelos
numerosos sao dispostos em um receptaculo hemisférico, sendo os estames
localizados na porcédo basal e os carpelos na apical (PRANCE; SILVA, 1976;
CAVALCANTE, 1976; STEYEMARK et al., 1997). Seus frutos s&o grandes,
normalmente chegando a pesar até 8 kg (CAVALCANTE, 1976) e sendo consumidos in

natura e também na forma de sorvete, sucos e compotas.



Suas folhas sdo empregadas na medicina popular para diversas doengas e
sintomas com o uso de variados métodos. O deccoto das folhas é muito utilizado contra
diarreia e espasmos, e o cha & empregado como agente emagrecedor, como
medicagdo contra alguns tipos de cancer, como sedativo, expectorante e
broncodilatador (QUEIROZ et al., 1988). Suas sementes sdo usadas com fungao
emética e adstringente, e suas cascas como antidiabéticas e espasmoliticas
(LORENZI; MATOS, 2002). As flores e as folhas sao utilizadas para tosse e problemas
no trato respiratorio inferior (MORS et al., 2000). As folhas da A. muricata sao utilizadas
na medicina popular por possuirem ag¢des parasiticida, antirreumatica, antinevralgica,
adstringente e anti-emética (DE CARVALHO et al., 2000).

A Annona muricata é rica em compostos bioativos que apresentam atividades
antitumoral, antifungica, antiviral e de inibicdo de enzimas, cujas fung¢des estdo
intimamente relacionadas com a conformag¢do molecular destes ciclopeptideos (WU et
al., 2007); além de outras atividades como antibacteriana, antiparasitaria,
antiespasmadica, citotoxica, hipotensiva, vasodilatadora (DE CARVALHO et al., 2000),
imunossupressora (KIM et al., 1998) e pesticida (KIM et al., 1998; ABDULLAH; SINA,
2003).

Suas folhas séo ricas em acetogeninas e polifendis e sdo bem caracterizadas por
tratar cistite, diabetes, dor de cabeca e ins6nia (MOGHADAMTOUSI et al., 2015). O
extrato da polpa da A. muricata foi descrito por seu potencial anticarcinogénico (SILVA;
NEPOMUCENO, 2011) e suas sementes apontadas como potencial fonte de
compostos bioativos (DA SILVA, 2014).

Algumas das ag¢des atribuidas tradicionalmente a graviola encontram respaldo em
evidéncias cientificas. Estudos in vitro mostraram, para preparagdes das folhas da A.
muricata, descrita por seu efeito quimiopreventivo em linhagem de células de cancer
colorretal (PAYDAR et al., 2017), por sua atividade antioxidante (BASKAR,et al., 2007),
no controle da infecgéo in vitro e in vivo por Toxoplasma gondii (MIRANDA, 2018), pela
citotoxidade em carcinoma epidermoide oral (STEPHANE L., 2019), além de efeito
antibacteriano (BUSSMANN et al., 2010) e antiviral (GAVAMUKULA et al.,2014).

Estudos in vivo mostraram, para preparagdes relacionadas a A. muricata,

resultados promissores por seus efeitos hipoglicemiantes (ADEWOLE;CAXTON-



MARTINS, 2006); antitumorogénico(HAMIZAH et al., 2012;MOGHADAMTOUSI, et
al.,2015); protecdo do sistema gastrointestinal (MOGHADAMTOUSI et al.,2014) e
hepatico (ARTHUR et al., 2012);; anti-inflamatorio(POMA et al., 2011); antinoceptivo
(ROSLIDA et al., 2012); ansiolitico e antiestresse (OVIEDO et al., 2009) e hipotensivo
(NWOKOCHA et al., 2012). Ha também estudos clinicos na literatura relacionados ao
potencial hipoglicemiante (ARROYO et al.,2009) e anticarcinogénico (HANSRA et al.,
2014).

Ha estudos publicados na literatura a respeito da atividade anti-inflamatéria das
folhnas da Anonna muricata. Fora encontrada redugcdo do edema de pata induzido por
carragenina em ratos pelo tratamento na concentragdo de 1,5 mg por kg do extrato
aquoso das folhas, reducédo esta em relacdo ao farmaco indometacina (POMA et al,
2011). Também foi relata reducdo de edema de orelha induzido por xileno em
camundongos na dose de 3 mg por kg quando tratados com o extrato etandlico das
folhas (FOONG; HAMID, 2012). Por fim, fora descrito reducdo de edema de pata
induzido por carragenina em ratos na dose de 400 mg por kg quando tratados com

extrato etanolico das folhas da A. muricata (SOUSA et al.,2010).

Tendo em vista que o tratamento disponivel no mercado farmacéutico para
modular a inflamagdo apresenta diversos efeitos indesejados bem como a
potencialidade farmacolégica de preparagbes da folha da A. muricata destacados
acima, o presente estudo buscou investigar o efeito deste frente ao edema de orelha
induzida por 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) em  camundongos.
Adicionalmente, considerando-se importancia de se estudar as plantas nativas e
exoticas brasileiras, afim de contribuir para a pesquisa na area e até mesmo
preservagao destas; bem como espera-se que este projeto contribua também para
agregar conhecimento a respeito dos compostos bioativos das folhas provenientes de
plantas exéticas do nordeste, a exemplo da folha da A. muricata, e que através deste
estudo, seja possivel fomentar novas pesquisas e novos metodos relacionados a

graviola e demais espécies proveniente da flora brasileira.



+ OBJETIVOS

. OBJETIVO GERAL:
O objetivo geral do projeto foi investigar o efeito anti-inflamatoério do extrato aquoso das
folhas de Annona muricata (EAAM) e possiveis mecanismos subjacentes em

camundongos.
. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

I- Avaliar o efeito topico do EAAM no edema e na atividade de mieloperoxidase em
modelo de inflamacgao tépica por 12-O-tetradecanoilforbol-13-1cetato;

ll- Avaliar o efeito topico do EAAM nas alteragdes oxidativas, atividade de enzimas
antioxidantes e alteragdes histologicas em modelo de inflamagao tépica induzida por

12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato.
METODOLOGIA

* ANIMAIS

Camundongos Swiss machos (20-30 g) foram obtidos no Biotério do Departamento de
Fisiologia da Universidade Federal de Sergipe. Os animais foram mantidos entre 21 e
23°C, com livre acesso a comida e agua sob um ciclo de 12 horas claro / escuro. Todos
os experimentos foram conduzidos de acordo com as diretrizes do Colégio Brasileiro de
Experimentacéo Animal e foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal
da Universidade Federal de Sergipe (numero 9256010719).

« MATERIAL VEGETAL: COLETA, PROCESSAMENTO E EXTRAGAO



As folhas da Annona muricata L. foram coletadas no campus da Universidade Federal
de Sergipe e uma exsicata foi depositada no Herbario da UFS sob o numero ASE
35586. O material vegetal foi seco a 40°C por 72 horas. Apds, o material seco foi
submetido a moagem em equipamento Willey, rendendo 300 g de p6 seco. Este po foi
submetido a infusdo na quantidade de 100 g por litro de agua destilada a 100°C. Apds
o resfriamento (25 °C), a infusédo foi filtrada sob pressao reduzida, recuperando 1,8 L de
solugdo. Esta solugao foi submetida a liofilizacdo (Equipamento LS3000-Terroni) para
obter o extrato seco (28,2 g) com um rendimento de 9,4% (m/m). Esta etapa foi

conduzida pelo Prof. Dr. Marcelo Duarte no Departamento de Farmacia da UFS

+  MODELO DE INFLAMAGAO CUTANEA

Os animais (n = 6-8) foram anestesiados com isoflurano inalatério e 10 yL de TPA (1
ug / orelha dissolvido em acetona; Sigma Aldrich, EUA) foram aplicados nas superficies
interna e externa da orelha direita com ponteira de polipropileno. Apés 5 min, foram
aplicados 10 yL de EAAM (0,3, 1 ou 3 mg / orelha, dissolvido em solugdo salina) ou
dexametasona (0,05 mg / orelha; Aché, Brasil). A orelha esquerda recebeu apenas os
veiculos e cada animal foi utilizado como controle préprio. Apds 6 horas, os animais
foram sacrificados e foram obtidos sitios da orelha de 8 mm de didmetro com um punch
de metal. O peso da orelha foi medido (em mg) e o edema foi calculado subtraindo a
massa da orelha direita da orelha esquerda (OLIVEIRA et al. 2017).

Essas amostras de tecido foram submetidas a avaliagdo da atividade da
mieloperoxidase (MPO), analise histologica, quantificacdo do total de hidroperéxidos e

atividades de superoxido dismutase (SOD) e catalase.

A atividade do MPO foi determinada em homogenatos da orelha, preparados em tubos
teste na presencga de tampao fosfato [50 mmol/L, pH 6,0 contendo 0,5% de brometo de
hexadeciltrimetilaménio (HTAB)]. Aliquotas do homogenato foram centrifugadas as

12.000 g. Em placa de 96 pocgos, aliquotas do sobrenadante foram adicionados a



solucao de di-hidrocloreto de o-dianisidina (0,167 mg/mL em tampao fosfato 50 mmol/L
contendo 0,005% de perdxido de hidrogénio). Os valores de absorbancia (460 nm)
foram registrados durante 3 min e os resultados foram expressos como unidades de
MPO (UMPO)/sitio de orelha, considerando-se que 1 UMPO se refere a quantidade de
enzima que degradada 1 ymol de H202/minuto (BRADLEY et al., 1982; OLIVEIRA et al.
2017).

A analise histolégica foi realizada em cortes de 5 pm obtidos da orelha de
camundongo, que foram corados com hematoxilina e eosina (Laborclin, Brasil). As
fotografias foram avaliadas por um patologista especialista que nao possuia
informagdes sobre a identificacdo do grupo, para determinar os parametros
histopatoldgicos. Para avaliagdo do numero médio de células inflamatorias, um total de
15 campos por animal foram analisados com ampliacdo de x400. Para obter a
espessura da epiderme, foi realizada analise quantitativa de imagens randomizadas de
trés cortes histolégicos (quatro medidas/corte) de cada animal, utilizando o software
UTHSCSA Image Tool14®. Os resultados foram expressos como a média de células

inflamatérias ou espessura da epiderme por campo histolégico.

A quantificacdo dos hidroperoxidos totais foi realizada como descrito anteriormente
(Jiang et al. 1992). O homogenato da orelha foi misturado por 30 min com reagente
FOX protegido por luz (composto por 0,25 mmol / L de xilenol laranja, 0,25 mmol / L de
Fe (NH4) 2 (SO4) 2,6H20 e 4,4 mmol / L de hidroxitolueno butilado (BHT) , Sigma
Aldrich, EUA, enriquecido com metanol e acido sulfurico (97%), Merck, Brasil. As
amostras foram centrifugadas e o sobrenadante foi medido a 560 nm. O hidroperdxido

total foi expresso em uymol / L com coeficiente de extingdo molar de 4,3 x 10-4 M- cm™.

A atividade da SOD foi determinada como descrito anteriormente
(MADESH;BALASUBRAMANIAN 1998). Resumidamente, amostras de orelha foram
homogeneizadas em PBS e centrifugadas (14.000 x g, 30 minutos, 4°C). Em seguida
foram pipetadas em microplaca e, posteriormente, adicionados brometo de
metiltiazolildifenil tetrazolio (1,25 mmol/L), acido dietilenotriaminopenta acético (1

mmol/L) e pirogalol (100 uymol/L). Depois de 5 minutos, dimetilsulféxido foi adicionado



na microplaca e a absorbancia foi registrada a 570 nm e corrigida pela concentragao de

proteinas e os resultados foram expressos em U/ug de proteina.

A atividade da catalase foi determinada pela medicdo do consumo de peréxido de
hidrogénio (H202, 0,3 mol/ L) como descrito anteriormente (NELSON; KIESOW 1972).
Amostras de homogenato de orelhas foram e centrifugadas (14.000 x g, 30 minutos,
4°C), colocadas em microplaca de quartzo, contendo tampé&o fosfato (50 mmol/L, pH:
7.0) e H202 (0,3 mol/L). Na sequéncia, foi registrada a degradacdo do H202 pela
absorbancia a 240 nm em espectrofotdmetro e o resultado foi normalizado pelo teor de

proteinas e expresso em AE/minuto/ ug de proteina.

O teor de proteina dos tecidos foi determinado pelo método de Bradford, utilizando o

reagente de ensaio de proteina Bio-Rad®.

« ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média + SEM. A avaliacao estatistica dos
dados foi realizada com o GraphPad Prism 7.0. Os dados foram testados quanto a
normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk. Ndo houve impedimento para a aplicagcao de
testes paramétricos; portanto, os resultados foram analisados por analise de variancia
de uma via (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey. Valores de p < 0,05 foram

considerados significativos.

« RESULTADOS E DISCUSSOES

O modelo de inflamacao cutdnea induzida por TPA foi utilizado. O TPA induz
resposta inflamatdria na epiderme da orelha dos camundongos semelhante a
apresentada em doencas inflamatérias cutaneas (GABOR, 2002). Esta resposta gera
aumento na producdo de determinadas proteinas pro-inflamatérias, aumenta a

producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), da liberagdo de citocinas pro-



inflamatérias (TNF-a, IL1B, e IL-6) e aumento da permeabilidade vascular com
consequente formacgao de edema (DE YOUNG et al., 1989).

No presente estudo, a aplicagdo do TPA (1 pg/orelha) dissolvido em acetona
(veiculo) na orelha dos camundongos aumentou a massa dos sitios as orelhas, no
tempo de 6 horas pds-administracdo, comprovando a indugdo do edema (dados
mostrados na Figura 1 na forma da variagao [delta] de massa de 22,5+1,1 mg/sitio). O
edema foi caracterizado como o aumento da massa tecidual da orelha de
camundongos, devido a exsudagao de proteinas plasmaticas e liquido para o meio
extravascular, como resultante das alteragdes na microcirculagéo local, notadamente a
vasodilatacao e aumento de permeabilidade vascular
(DHALENDRA;SATAPATHY;ROY, 2013).

A formacgéo do edema foi reduzida com a aplicagao tépica concomitante do EAAM
nas doses de 1,0 e 3,0 mg/orelha, quando comparado ao veiculo (Figura 1). O
tratamento concomitante com a droga usada como controle positivo, dexametasona
(0,05 mg/orelha), também promoveu inibicdo da formagdo do edema de (P<0,001)
quando comparado ao grupo veiculo. Este resultado mostra o efeito antiedematogénico
do EAAM.
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Figura 1: Efeito do extrato aquoso da Annona muricata (EAAM) no edema de orelhas
inflamadas pela administracdo de 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA). Os camundongos
receberam tratamento tépico com EEAM (0,3, 1,0 ou 3,0 mg/orelha), dexametasona (Dexa,
0,05 mgl/orelha) ou veiculo (acetona), concomitantemente a administracdo de TPA (1
pg/orelha). Os dados foram expressos como a média + E.P.M. para a variagdo da massa dos
sitios de orelhas (edema) subtraindo-se a orelha ipsilateral da orelha contralateral. ANOVA de

uma via seguida pelo teste de Tukey **P<0,01 e ***P<0,001, em relagao grupo veiculo).

Outro parametro importante da resposta inflamatéria aguda € a migracéo de
leucdcitos. Assim foi aferido indiretamente o infiltrado de neutréfilos na orelha pela
dosagem da atividade de mieloperoxidase (MPO) no mesmo tecido usado para
avaliagdo do edema. A administracdo topica de TPA (1 pg/orelha) dissolvido em
acetona, elevou a atividade da MPO, quando comparado ao grupo tratado topicamente
apenas com acetona (controle, P<0,001, Fig. 2). Devido a sua importancia no processo
inflamatorio e na lesdo tecidual, a afericdo da atividade de mieloperoxidase tem sido
amplamente utilizada como um marcador de infiltragdo de neutrdéfilos
(ROMAN;WENDLAND; POLANCZYK, 2008), pois essa enzima é encontrada
predominantemente em granulos azundfilos destes leucécitos. A MPO catalisa a
conversao de peroxido de hidrogénio e ions cloreto em acido hipocloroso, promovendo
reagdes de oxidagcao de acido desoxirribonucleico, proteina e lipidios (PODREZ E;
ABU-SOUD H.M.;HAZEN S.L., 2000).

Nas orelhas tratadas, concomitantemente, com as doses do EAAM (1,0 ou 3,0
mg/sitio) ou dexametasona, foi observada menor atividade de MPO (P<0,001 em
comparagao ao grupo veiculo, respectivamente; Fig. 2), sendo que a dose de EAAM na
dose de 0,3 mg/sitio ndo apresentou diferenca significativa em relacdo ao grupo
veiculo. Estes dados indicam que o EAAM reduz o componente celular da resposta

inflamatéria cutanea aguda induzida pelo TPA.
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Figura 2: Efeito do extrato aquoso da Annona muricata (EAAM) na atividade de
mieloperoxidase (MPO) em orelhas inflamadas pela administracdo de 12-O-tetradecanoilforbol-
13-acetato (TPA). Os camundongos receberam tratamento topico com EAAM (0,3, 1,0 ou 3,0
mg/orelha), dexametasona (Dexa, 0,05 mg/orelha) ou veiculo (acetona), concomitantemente a
administragao de TPA (1 ug/orelha). Os dados foram expressos como a média £ E.P.M. e para
os valores de unidades (U) de MPO, para n=6-8 animais. ANOVA de uma via seguida pelo
teste de Tukey (*P<0,001, em relagdo grupo controle (sem indugdo de inflamag&o);

***P<0,001, em relagao grupo veiculo).

Na sequéncia, realizou-se o estudo histolégico de cortes do tecido coletados de
camundongos apos a administragcdo de acetona (sem inflamagéo; Contr.) e com a
inflamagao induzida por TPA, sendo tratados com veiculo (grupo TPA), EAAM na maior
dose (3 mg/sitio) ou com dexametasona (Fig. 3).

Nos cortes demonstrativos do grupo Contr. foi possivel observar a arquitetura
normal do tecido da orelha (Fig. 3A e 3E). Nos cortes histologicos do grupo TPA foi
observada intensa presenca de edema, hiperemia e infiltrado leucocitario (Fig. 3B e
3F). Estas alteragdes foram observadas de forma menos frequente nas orelhas
inflamadas com TPA e tratadas com EAAM (Fig. 3C e 3G) ou com dexametasona (Fig.
3D e 3H). Estes resultados confirmam o efeito anti-inflamatério do EAAM, observados

na forma de reducao de edema (Fig. 1) e da atividade de MPO (Fig. 2).



Outros estudos demonstraram o efeito anti-inflamatorio de preparagdes das folhas
de A. muricata e corroboram o presente estudo. De Souza et al. (2010) mostraram que
o tratamento com o extrato etandlico das folhas da A. muricata reduziu o edema de
pata e o exsudato pleural e infiltragdo de leucdcitos induzidos por carragenina em ratos.
O tratamento tépico com o extrato etilacetato das folhas da A. muricata também
melhorou a cicatrizagdo induzida por excisdo, com reducao da infiltragcdo de neutréfilos
e macréfagos e aumento da deposi¢cédo de colageno (MOGHADAMTOUSI et al., 2015).

A decoccdo das folhas de A. muricata provocou efeito anti-inflamatério na
inflamacéao induzida por TPA, que foi associado a modulagdo da liberagdo de o6xido
nitrico (QUILEZ et al., 2015). Apesar destas descri¢cdes de efeito anti-inflamatorios para

as folhas desta planta, a participagao do estresse oxidativo ndo esta esclarecida.

Contr TPA AEAM DEXA




Figura 3: Imagens representativas das alteragées histopatologicas em orelhas de
camundongos inflamadas com 12-O-tetradecanoilforboleta-13-acetato (TPA) e tratadas com o
extrato aquoso de folhas de Annona muricata L. (AEAM). Imagens histolégicas representativas
da orelha em ampliagdes de 100x (A-D) e 400x (E-H). Ct: cartilagem hialina; Gs: glandulas
sebaceas; Ed: edema intersticial; Hp: hiperemia; Seta: infiltrado de leucécitos; Seta dupla:
espessura do tecido dermoepidérmico; Dexa (dexametasona). As orelhas de controle (Contr)

receberam apenas tratamento com veiculo.

Como os radicais livres sdo importantes mediadores da resposta inflamatoéria e
foram identificados compostos antioxidantes (quercetina 3-glucosideo, rutina, acido
clorogénico, catequina e acido galico) por HPLC no lote de EAAM usado no presente
estudo, fez-se relevante a avaliacdo do estresse oxidativo nas orelhas inflamadas com
TPA. Foi utilizada a quantificagdo de hidroperdoxidos para esta avaliagdo, que sao
produtos derivados da peroxidacgao lipidica formados durante os processos bioquimicos
de peroxidagcdo dos acidos graxos insaturados, o que pode acarretar uma série de
feitos deletérios também relacionados ao processo inflamatorio e de estresse oxidativo.

O tratamento tépico com TPA (1 ug/orelha) dissolvido em acetona, elevou

quantidade de hidroperoxidos totais, quando comparado ao grupo tratado topicamente



apenas com acetona (P<0,001), denotando a presenca de alteragdes oxidativas. Foi
observada menor quantidade de hidroperoxidos nas orelhas tratadas
concomitantemente com as doses do EAAM de 0,3 (P<0,05 em comparagao ao grupo
veiculo) ou 1,0 e 3,0 mg/sitio (P<0,001 em comparagao ao grupo veiculo) (Fig. 4).

Estes resultados mostram que houve alteragdes oxidativas induzidas pelo TPA e
estas foram menos presentes nas orelhas tratadas com o EAAM. E conhecido que o
estresse oxidativo decorre de um desequilibrio entre a geracdo de compostos
oxidantes e a atuacdo dos sistemas de defesa antioxidante. Essa resposta leva a
oxidagao biomolecular, acarretando a perda de funcéo biolégica e ao desequilibrio
homeostatico, manifestando-se como dano oxidativo de células e tecidos. Quando isto
se torna um processo cronico, ou seja, continuo, pode contribuir para o surgimento de
patologias como aterosclerose, diabetes, obesidade, transtornos neurodegenerativos e
cancer (BARBOSA, et al. 2010).

Para que haja uma adequada protegado diante de uma geragcdo excessiva de
radicais livres, o organismo possui um sistema de defesa antioxidante que tem por
fungdo impedir ou minimizar eventuais danos causados por EROs (espécies reativas
de oxigénio) ou espécies reativas nao-radicais, dividindo-se em sistema enzimatico e

nao-enzimatico.
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Figura 4: Efeito do extrato aquoso da Annona muricata (EAAM) na quantificagdo de
hidroperoxidos em orelhas inflamadas pela administracdo de 12-Otetradecanoilforbol-13-
acetato (TPA). Os camundongos receberam tratamento topico com EAAM (0,3, 1,0 ou 3,0
mg/orelha), dexametasona (Dex. 0,05 mg/orelha) ou veiculo (acetona), concomitantemente a
administragdo de TPA (1 pg/orelha). Os dados foram expressos como a média + E.P.M.
ANOVA de uma via seguida pelo teste de Tukey (*#P<0,001 em relagdo ao grupo controle;

*P<0,05; **P<0,01 e ***P<0,001, em relagéo grupo veiculo).

O sistema de defesa enzimatico opera com diversas enzimas, dentre elas a
superoxido dismutase e catalase, que catalisam a detoxificacdo das EROs formadas,
barrando no inicio a cadeia de reagdes que levariam a propagacao e amplificagédo do
dano oxidativo (JASIULIONIS;SILVA., 2014).

A atividade dessas enzimas foi mensurada. O resultado referente a atividade da
catalase estda demonstrado na Figura 5. A administracao topica de TPA (1 pg/orelha)
dissolvido em acetona, reduziu a atividade da enzima catalase, quando comparado ao
grupo tratado topicamente apenas com acetona (P<0,001). Nas orelhas tratadas,
concomitantemente, com a dose de EAAM (3 mg/sitio) foi observada maior atividade de

catalase (P<0,05) em comparagao ao grupo veiculo, respectivamente; Fig. 5).
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Figura 5: Efeito do extrato aquoso da Annona muricata (EAAM) na atividade da enzima
catalase em orelhas inflamadas pela administracdo de 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato
(TPA). Os camundongos receberam tratamento topico com EAAM (3 mg/orelha) ou veiculo
(acetona), concomitantemente a administracdo de TPA (1 pg/orelha). Os dados foram
expressos como a média + E.P.M. e ANOVA de uma via seguida pelo teste de Tukey

(**P<0,001 em relagéo ao grupo controle; *P<0,05 em relag&o grupo veiculo).

A enzima catalase é a principal reguladora do metabolismo do peréxido de
hidrogénio, sendo que este, quando em altas concentragdes, possui alta toxicidade,
porém quando em baixas concentracdes € de fundamental importancia para a
realizagcdo de sinalizagdo na proliferacdo celular, apoptose, metabolismo de
carboidratos e ativacao de plaquetas (FERREIRA, A.L.A.; MATSUBARA, L.S., 1997).

Em relacdo a atividade da superdxido dismutase, foi observada reducido da
atividade apds a administracdo topica de TPA (1 ug/orelha) dissolvido em acetona
(p<0,05 em comparagdo ao grupo controle). Contudo, nas orelhas tratadas,
concomitantemente, com o EAAM (3 mg/sitio) ndo foi observada alteragéo da atividade

desta enzima quando comparado ao grupo TPA (Fig.5).
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Figura 5: Efeito do extrato aquoso da Annona muricata (EAAM) na atividade da enzima
SOD em orelhas inflamadas pela administracdo de 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA).
Os camundongos receberam tratamento tépico com EAAM (3 mg/orelha) ou veiculo (acetona),
concomitantemente a administragcao de TPA (1 ug/orelha). Os dados foram expressos como a
média £ E.P.M. e ANOVA de uma via seguida pelo teste de Tukey (*p<0,05 em relagéo ao
grupo controle).

A enzima superoxido dismutase € responsavel por catalisar a conversdo de
espécies reduzidas de elétrons de oxigénio molecular em perdxido de hidrogénio e
oxigénio (BARBOSA et al.,2010).

A andlise de hidroperoxidos, em conjunto com as analises de atividade das
enzimas catalase e superdxido dismutase, indicam em parte o status oxidativo do
tecido inflamado e se o extrato de EAAM estudado fora habil em promover uma agao
antioxidante. Como o efeito antioxidante do EAAM foi caracterizado pela redugao dos
hidroperoxidos totais e restabelecimento parcial da atividade da catalase (mas nao da
superoxido dismutase) pode-se afirmar que seu efeito antioxidante envolve a alteragao
da atividade da catalase. Esta caracterizacdo € importante porque a alteracdo do

conteudo e/ou forma de lipidios na pele pode ocorrer no decurso do processo



inflamatorio e a peroxidacao lipidica representa uma importante forma de modificacao
oxidativa destas moléculas (URSO; CLARKSON, 2003).

Outras medidas complementares podem ser realizadas como a medida da
expressao proteica de catalase e superoxido dismutase, ou a atividade e a expresséo
de outras enzimas importantes como a glutationa peroxidase, transferase e redutase,
bem como a relagéo entre a concentragédo de glutationa oxidada/reduzida.

Em suma, os resultados mostraram que EAAM diminui o processo inflamatorio
induzido pelo TPA, modulando o edema e infiltrado inflamatério, em parte por modular
as alteragdes oxidativas na orelha.

Este conhecimento € de importadncia ndo apenas para o conhecimento cientifico
atrelado a possiblidade de uso terapéutico do EAAM como uma alternativa aos
farmacos presentes no mercado, mas também é relevante para o estudo e utilizacdo de
fitoterapicos de forma consciente e comprovada cientificamente. A Annona muricata é
uma planta comumente encontrada no Brasil e muito utilizada para diversas finalidades
tanto na medicina tradicional, quanto na industria alimenticia (BARATA et al., 2013;
CORIA-TELLEZ et al., 2016). Os resultados obtidos neste estudo agregam mais
conhecimento aos estudos a respeito da Annona muricata, fomentando pesquisas no
seu potencial anti-inflamatério e antioxidante. Por fim, o presente estudo destaca a
potencialidade deste produto natural para tratar condigdes inflamatérias e dolorosas.
Ademais, servira de base para estudos futuros direcionados para melhor compreender

as agdes do EAAM em outras doencas.

+ CONCLUSOES

Ao final deste estudo pdde-se concluir que o extrato aquoso das folhas de Annona
muricata induziu efeitos anti-inflamatoério e antioxidante tdpicos, através da reducao de
infiltrado inflamatério de neutrdfilos, reducdo da formacédo de edema e das alteragdes
histolégicas. Estes efeitos foram alcangados contando com a modulagao da atividade
da catalase e da peroxidacdo lipidica analisada indiretamente pela quantidade de

hidroperoxidos.



Assim, pode-se afirmar que o estudo obteve éxito ao utilizar o extrato aquoso das
folnas de A.muricata para tratar a inflamacdo induzida pelo modelo experimental

proposto.

* PERSPECTIVAS DE FUTUROS TRABALHOS

Diante dos resultados promissores aqui expostos a cerca do efeito anti-
inflamatorio do extrato aquoso das folhas de A. muricata, aliado a efeitos antioxidantes
aqui também expostos anteriormente, novos estudos poderao ser realizados para aferir
seus efeitos em outros modelos animais que analisam a resposta inflamatéria aguda
toépica. Por fim, este estudo sera encaminhando tanto para apresentacdes em
congressos e jornadas cientificas quanto para publicagdo como artigo cientifico em

revista cientifica.
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inducado do modelo da metanalise proposta;
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discussdo dos dados referentes a coleta e orientagdo para submissdo de
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