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RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o perfil fitoquimico, o potencial antioxidante
in vitro, o efeito toxicoldgico e a atividade imunomoduladora in vivo dos extratos
etandlico e hexanico de folhas da gravioleira (Annona muricata L.). Para tanto, foram
utilizadas folhas de A. muricata L. colhidas no més de agosto de 2009, no municipio de
Trairi, Ceard. A identificacdo botanica da folha foi realizada no Herbario Prisco Bezerra
da Universidade Federal do Ceara - UFC (voucher n® 49002). Para os testes in vivo,
foram utilizados camundongos Swiss e ratos albinos Wistar, todos oriundos de colonias
do Biotério Central/UFC. O protocolo experimental foi submetido e aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa com Animal da UFC (N° 16/10). Os extratos etandlico
(EE) e hexanico (EH) foram avaliados quanto a composicdo fitoquimica e suas
atividades antioxidantes in vitro. O EE apresentou taninos, catequinas, saponinas e
esteroides, enquanto o EH apresentou apenas esterdides. Quanto a capacidade
antioxidante, o EE apresentou maior indice de varredura do radical DPPH que o EH.
Para avaliacdo do efeito toxicoldgico, os EE e EH foram administrados por via oral em
camundongos, diariamente nas concentracdes de 10, 100 e 1000 mg kg™ durante 30 dias
consecutivos e parametros clinicos e comportamentais foram observados. Os extratos
ndo provocaram sintomas toxicos, nem alteraram 0s parametros bioquimicos nem o
peso relativo dos o6rgdos. Para o estudo da atividade imunomoduladora, os animais
foram imunizados com ovalbumina (OVA; 10 pg; via s.c.) nos dias 0, 14 e 28 dias antes
dos tratamentos com ou sem adjuvante de Freund e tratados ou ndo por via oral com
Levamisol® (10 mg kg™) e os EE e EH (10 e 100 mg kg™) por 42 dias consecutivos. Os
titulos de anticorpos totais e IgE especificos anti-OVA foram quantificados por ELISA
e PCA respectivamente. EE e EH revelaram uma cinética de sintese de anticorpos anti-
OVA distinta. EE e EH estimularam a producéo de anticorpos totais anti-OVA, contudo
ndo modularam a sintese de IgE anti-OVA. Neste sentido, os extratos da folha da

gravioleira s&o imunoestimulantes e ndo induziram toxicidade.

Palavras-chave: Annonaceae, Annona muricata L., perfil fitoquimico, capacidade

antioxidante, imunomodulacao.



ABSTRACT

The aim of this work was to evaluate the phytochemical profile, the antioxidant
potential in vitro, the toxicological effect and immunomodulatory activity in vivo from
ethanolic and hexane soursop (Annona muricata L.) leaves extracts. To this end, we
used leaves of A. muricata L. harvested in August 2009 in the municipality from
Trairi, Ceara. The botanical identification of the leaf was held in the Herbarium Prisco
Bezerra of the Universidade Federal do Ceara - UFC (voucher number 49002). For in
vivo tests were used Swiss mice and Wistar rats all from the Central Biotery of the
Federal University of Ceara - UFC. The experimental protocol was approved by the
Animal Ethics Committee of UFC (No. 16/10). The ethanolic (EE) and hexane (HE)
extracts were evaluated for their phytochemical composition and antioxidant activities
in vitro. The EE presented tannins, catechins, saponins and steroids, while the HE
presented only steroids. As for antioxidant capacity, the EE had greater index scan free
radical DPPH than the HE. To evaluate the toxicological effect, the EE and HE were
administered orally to mice, daily concentrations of 10, 100 and 1000 mg kg-1 for 30
consecutive days and clinical and behavioral parameters were observed. The extracts
did not cause toxic symptoms, nor altered the biochemical parameters and organ
weights. To study the immunomodulatory activity, the animals were immunized with
ovalbumin (OVA; 10 ug; route s.c.) on days 0, 14 and 28 days before the treatments
with or without Freund's adjuvant and treated or not with oral levamisole (10 mg kg-1)
and EE and HE (10 and 100 mg kg-1) for 42 consecutive days. The total antibody titers
and specific IgE anti-OVA were quantified by ELISA and PCA respectively. EE and
HE revealed different kinetics for antibodies anti-OV A synthesis. EE and HE stimulated
the production of total antibodies anti-OVA, but didn’t modulate the synthesis of anti-
OVA IgE. In this sense, the soursop leaves extracts are immunostimulants and didn’t
induce toxicity.

Keywords: Annonaceae, Annona muricata L., phytochemistry profile, antioxidant

capacity, immunomodulation.
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1. INTRODUCAO

O Brasil com sua biodiversidade vegetal ¢ o detentor da maior floresta
tropical Umida do planeta sendo, esta, ainda pouco conhecida e também pouco
explorada quanto ao seu uso como matéria-prima para producdo de medicamentos.
Desta forma o Brasil ndo pode abdicar de sua vocagdo para 0s produtos naturais que,
por muitas vezes, produzem substancias que sao responsaveis por acdes farmacoldgicas

ou terapéuticas denominadas de principios ativos.

Muitos estudos tém considerado as plantas medicinais como recursos
promissores em novos protocolos terapéuticos de doencas relacionadas ao sistema
imune (ENGEL; STARUSS, 2002). Dentre estes, diversos ja& mostraram que as plantas
utilizadas na medicina popular possuem a capacidade de estimular ou inibir as respostas
imunes, isso devido a presenca de substancias ativas com efeito sobre o sistema imune
(JACHAK; SAKLANI, 2007).

Dentre as plantas medicinais do Brasil destaca-se a Annona muricata L. que
¢ conhecida por apresentar diversas atividades farmacolégicas, como efeito
antidepressivo (HASRAT et al., 1997), antiparasitico (BORIES, et al., 1991),
moluscicida (DOS SANTOS et al., 2000), antiviral (PADMA et al., 1998), antimalarico
(GBEASSOR et al., 1990), antibacteriano, anticancer (SUNDARRAO, 1993) e
antidiabético (ADEYEMI et al., 2009). Contudo, ainda pouco se sabe sobre seu
potencial imunomodulador, o que despertou o interesse de estudar essa planta em
modelos que pudessem verificar se extratos de folhas da gravioleira interferiam na
resposta imunoldgica. No caso de haver tal interferéncia, torna-se de extrema
importancia identificar se o0s extratos obtidos dessa planta possuem atividade
imunoestimulante ou imunossupressora, para que se possa indicar 0 uso correto desse

extrato.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Sistema Imunoldgico

O sistema imune é uma entidade bioldgica altamente dindmica composta por
redes complexas e reguladas por vérias células linfoides e outros tipos celulares que
interagem por contato direto célula-célula e que se comunicam através de mediadores
soltveis como citocinas (HERZYK; GORE, 2004).

Por sua vez, o sistema imune, apresenta elevada complexidade e € constituido
por diversos componentes articulados que convergem para a elaboragéo de uma resposta

imune mais especifica.

Sendo assim, algumas etapas podem ser destacadas tais como: reconhecimento
molecular dos agentes agressores; ativacdo de vias bioquimicas intracelulares que
resultam em modificacGes vasculares e teciduais; producdo de uma miriade de
mediadores com efeitos locais e sisttmicos no ambito da ativacdo e proliferacdo
celulares; sintese de novos produtos envolvidos na quimioatracdo e migracao de células
especializadas na destruicdo e remocao do agente agressor; e finalmente a recuperacao

tecidual com o restabelecimento funcional do tecido ou 6rgdo (SOUZA, et al., 2010).

Para proteger o organismo contra agentes estranhos, o sistema imune forma
interacdes complexas entre os 6érgdos, tecidos, células e moléculas que o compdem
podendo, assim, ser considerado como um sistema de multiplas camadas, composto por
mecanismos de defesa tais como as barreiras fisicas (como a pele, epitélios, mucosas) e
quimicas (como enzimas e os acidos do estbmago) da resposta imune inata e adaptativa
(MOSER; LEO, 2010).

2.2. Resposta imune

A resposta imune é um dos mais importantes mecanismos adaptativos, pois
permite a sobrevivéncia em ambientes potencialmente lesivos onde a mesma envolve,
principalmente, o reconhecimento de um agente agressor estranho e, em segundo lugar a
elaboracdo de uma reacdo com a finalidade de elimina-lo do organismo que, por sua

vez, responde a invasdo por um agente estranho de duas maneiras diferentes, porém
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correlacionadas, a resposta imune inata e resposta imune adaptativa (ROITT;
BROSTOFF; MALE, 2003).

Tanto a imunidade inata como a adaptativa depende da atividade de células
brancas do sangue, ou seja, 0s leucdcitos sendo que a imunidade inata é mediada,
principalmente, por granulécitos, macréfagos e células dendriticas. Estes, por sua vez,
atuam como células apresentadoras de antigeno, muitas vezes utilizando-se de
receptores presentes na superficie de sua membrana, para interagir com antigenos,
microrganismos ou outras celulas. J& as respostas adaptativas sdo mediadas por
linfécitos B e T, que proporcionam a imunidade duradoura (JANEWAY, TRAVERS,
SHLOMCHIK, 2002; MANZ et al., 2005).

A resposta imune inata é rapida, porém dotada de baixa especificidade, a
resposta imune adaptativa € precisa, embora necessite de alguns dias ou semanas para se
desenvolver, mesmo no caso de exposi¢Bes subsequentes, que culminam numa resposta
adquirida mais réapida e vigorosa, sem, contudo ser imediata (PARKIN, COHEN, 2001)
servindo como o sinal de alerta para o sistema imune adaptativo que monta uma
resposta protetora, sendo que os diferentes componentes da imunidade inata respondem
de maneira distinta a diversos patdgenos (ex: microrganismo intracelular vs.
Extracelular), consequentemente influenciando o tipo de resposta adaptativa (ex: celular
ou humoral, respectivamente) (ABBAS; LICHTMAN, 2005).

2.2.1. Resposta imune inata

A imunidade inata € uma forma de resposta imune evolutivamente conservada
que representa a primeira linha de defesa contra patégenos (ABBAS; LICHTMAN,
2005).

Os componentes da imunidade inata sdo representados pelas barreiras fisicas e
quimicas como a pele e as mucosas respiratoria e digestiva; por células efetoras como
macrofagos, neutrofilos, células dendriticas, eosinifilos, mastocitos e células “natural
killer”, por proteinas efetoras circulantes, como as proteinas do sistema complemento,
proteina C reativa e fatores de coagulagdo e Vvérias citocinas, tais como IL-1, fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) e IL-12. (TURVEY & BROIDE, 2010), citocinas, que
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recrutam e ativam leucocitos e produzem alteracBes sistémicas que potencializam a

resposta antimicrobiana.

Os mastocitos, grupo de células essenciais principalmente frente a processos
alérgicos sdo quem estdo estrategicamente localizados nas vizinhangas de vasos
sanguineos do tecido conjuntivo, onde combatem antigenos que porventura penetrem na
circulacdo através de liquido tecidual ou de descontinuidades epiteliais (KINET, 2007).
Possuem citoplasma rico em grénulos baséfilos (coram-se por corantes
béasicos), funcionam como "sentinelas", uma vez que possuem alta sensibilidade, com
IgE de antigenos especificos que ja apareceram no corpo. (NORRBY, 2002; METZ et.
al.; 2007). O processo alérgico inicia-se com a apresentacdo do antigeno pelas células
apresentadoras de antigeno (APCs). Ap0s a apresentacdo do antigeno para os linfocitos
T especificos ocorre a proliferacdo e diferenciacdo, assim como cooperacdo com
plasmécitos IgE especificos. Os anticorpos IgEs, por sua vez, fixam-se ha membrana de
mastocitos através dos receptores de alta afinidade para a porcao Fc da IgE (FceRI). Em
um proximo contato com o alérgeno, os anticorpos especificos que ocupam estes
receptores em uma mesma célula ligam-se ao alérgeno iniciando a degranulacdo celular
(COOMBS; GELL, 1975) atraindo os leucocitos até o local e proporcionando uma
vasodilatacdo (OKRUHLICOVA et. al; 2007). Este processo por sua vez é chamado de
Hipersensibilidade do Tipo I, mediados por anticorpos da classe IgE, caracterizada pelo

desequilibrio da resposta imune humoral.

2.2.2. Resposta imune adaptativa

A resposta imune adaptativa, ou especifica, € mais especializada do que a
resposta inata. Tem como caracteristica principal a especificidade extraordinaria para
distinguir as diferentes moléculas e uma habilidade de se “lembrar” e responder com
maior intensidade a exposi¢do subsequente ao mesmo microrganismo. Assim, 0 mesmo

é capaz de reconhecer e reagir a um grande numero de substancias, microbianas ou nao.

A imunidade adaptativa pode ser dividida em imunidade humoral e celular,
Os componentes da imunidade humoral incluem os linfécitos B (LB) que secretam
anticorpos antigeno-especificos, com a fungdo de neutralizar e opsonizar patdgenos

extracelulares e suas toxinas (ESSER et al., 2003). Ja a imunidade celular é mediada



21

por linfocitos T (LT) e seus produtos (JANEWAY, TRAVERS, SHLOMCHIK, 2002;
MANZ et al., 2005).
da célula progenitora stem cell. A diferenciacdo dos linfocitos B ocorre na propria

Estas células (LB e LT) sdo produzidas na medula 6ssea a partir

medula dssea enquanto que os linfocitos T amadurecem no timo, diferenciando-se em
linfécitos T auxiliares, que expressam a proteina CD4, que modulam a intensidade,
duracdo, eficicia e da reacdo imunoldgica na membrana celular, ou em linfécitos T
citotoxicos, que expressam CD8, consideradas T citotoxicos (Tc) (PARHAM, 2001;
MOSER; LEO, 2010).

Para tal resposta, a maioria dos antigenos proteicos, por exemplo, requer o
auxilio das células T antigeno-especificas para produzir uma resposta humoral
(antigenos T-dependentes), como a ovalbumina. Porém alguns antigenos, como o LPS,
ndo necessitam da presenca de células T auxiliares, sendo denominados T-
independentes, como mostrados na figura 1, normalmente de origem bacteriana, que se
caracterizam por constituirem grandes moléculas poliméricas, altamente resistentes a
degradacdo, provocando respostas mais fracas que os antigenos T-dependentes. Estes
antigenos, por sua vez, geram, principalmente, resposta IgM, no entanto ndo induzem a
diferenciacédo de células B de memoria (JANEWAY et al., 2002).

Ativacdo de células B independente de T

(A)

{
\ \ |
—
\

Anticorpos liberados
neutralisam o
antigeno

Maturacao de célula B

Célula B encontra o
antigeno

Ativacdo de Células B dependente de T
(B)

Célula dendritica

Yy
n \ L

IgM

- \ /

¥ 4 \
[ |
NS i /"
CélulaT CélulaB
Citocinas

Célula B de memoéria

Célula efetora

MHC —=sl Antigemo b CDZ8
TCR J»=

- D40 J}— CDI ==

Legenda: CD80BE ——  (CD40L—4 CD4 @—

Figura 1 - Ativacdo de células B: independente (A) e dependente (B) de células T
(MOSER; LEO, 2010).
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Ja a resposta humoral frente a antigenos protéicos requer o reconhecimento
deste antigeno pelos LT auxiliares e sua coopera¢do com os LB antigeno-especificos,
estimulando a expanséo clonal dos LB, a mudanca de classe, a maturacdo de afinidade e
a diferenciacdo em LB de memodria (MESQUITA et. al.; 2010). O primeiro contato com
um antigeno, leva a ativacdo de LB virgens, que se diferenciam em plasmaocitos
produtores de anticorpos e em células de memoria, resultando na producdo de
anticorpos especificos contra o antigeno indutor. Ap6s o inicio da resposta, observa-se
uma fase de aumento exponencial dos niveis de anticorpos, seguida por uma fase
denominada plat6, na qual os niveis ndo se alteram. Por fim, na resposta primaria, vem a
fase de declinio, na qual ocorre uma diminuigdo progressiva dos anticorpos especificos
circulantes (MESQUITA et. al.; 2010).

Ao entrar em contato com o antigeno pela segunda vez, ja existe uma
populacdo de LB capazes de reconhecer esse antigeno devido a expansdo clonal e
células de memdria geradas anteriormente, na resposta primaria. Desta maneira, a
resposta secundaria difere da primaria nos seguintes aspectos: a fase de laténcia é mais
curta e a fase exponencial € mais acentuada; a producdo de anticorpos é mais rapida e
sdo atingidos niveis mais elevados; a fase de platé é alcancada mais rapidamente e é
mais duradoura e a fase de declinio é mais lenta e persistente (Figura 2) (MESQUITA
et. al.; 2010).

RESPOSTA PRIMARIA RESPOSTA SECUNDARIA |
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Figura 2 - Curso da resposta imune adaptativa e suas fases: priméaria e secundaria
(MESQUITA et al., 2010).
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A resposta secundaria depende também do intervalo de tempo desde o contato
inicial com o antigeno. Considera-se menor a resposta se o intervalo for tanto muito
curto quanto muito longo. Se for muito curto, os anticorpos que estdo ainda presentes
formam complexos imunes que por sua vez sdo rapidamente eliminados; se for muito
longo, é possivel que as celulas de memoria tenham diminuido gradualmente com o
tempo, embora a capacidade para deflagrar uma resposta secundéria possa persistir por
meses ou anos. Sendo assim, o periodo 6timo para a inducdo de resposta secundaria é
logo apo6s a queda do nivel de anticorpos da resposta priméria abaixo dos limites de
deteccdo (MESQUITA et al.; 2010).

Nos dois tipos de resposta, primaria e secundaria, ocorre a producdo de
isétipos IgM e IgG, porém, na resposta primaria IgM é a principal Ig e a producao de
IgG é menor e mais tardia. Na resposta secundéria, a 1gG é a imunoglobulina
predominante. Nas duas respostas, a concentracdo de IgM sérica diminui rapidamente e
apos uma ou duas semanas, observa-se queda acentuada enquanto que a producao de
IgG continua persistindo (MESQUITA et al.; 2010).

2.3. Componentes celulares do sistema imune

O reconhecimento do antigeno de forma adequada, ou seja, em associacdo com
0s sinais de co-estimulacdo na superficie das células apresentadoras de antigenos
(APCs), leva a proliferacdo e diferenciacdo de células T em células efetoras (SPRENT
& KISHIMOTO, 2002).

As células apresentadoras de antigenos sdo especializadas em capturar
microrganismos e outros antigenos, apresenta-los aos linfécitos e fornecer sinais que
estimulam a proliferacdo e diferenciacdo dos linfocitos. O principal tipo de APC ¢ a
célula dendritica, que é encontrada sob o epitélio da maioria dos 6rgdos, onde sua
funcdo é a captura de antigenos estranhos e seu transporte para os Orgdos linfoides
periféricos (SPRENT; KISHIMOTO, 2002).

As células dendriticas (DCs) sdo células do sistema imune que tém como

principal funcdo processar e apresentar antigenos para outras células, sendo
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consideradas as mais importantes células apresentadoras de antigeno do organismo. As
DCs tém um papel fundamental na manutencdo tanto da tolerancia central como
periférica (USLUOGLU et al., 2007). Por sua vez, estas células sdo encontradas nos
mais diversos sitios anatbmicos e, uma vez ativadas, migram para 6rgdos linfoides
secundarios onde irdo interagir intensamente com LT e LB. As DCs tém um papel
central no direcionamento das respostas imunes, regulando a ativacéo e progresséo delas
(GRANUCCI et.al, 2008).

Os linfécitos reconhecem o antigeno atraveés de proteinas presentes na
membrana celular que no linfocito B sdo as imunoglobulinas e no linfécito T sdo os
receptores de células T. Os LB podem reconhecer qualquer tipo de antigeno, mesmo em
sua forma nativa, sofrendo mitoses sucessivas e que posteriormente se diferenciam em
plasmaocitos, células secretoras de anticorpos da resposta imune humoral. (ROCHA;
GORESCU; BELTRAME, 2007).

Os LT, contrariamente aos LB que possuem intera¢cbes quimicas altamente
especificas entre os anticorpos e 0 agente estranho neutralizando a atividade do agente
agressor, reconhecem apenas a sequéncia primaria de pequenos peptideos derivados de
antigenos proteicos. Para tal reconhecimento € necessario que estes peptideos estejam
ligados a determinadas moléculas expressas na superficie de células apresentadoras de
antigenos (APCs), as proteinas do complexo principal de histocompatibilidade (MHC)
(VICTOR, 2008). Os antigenos proteicos extracelulares sdo fagocitados pelas (APCs),
processados até pequenos peptideos pela acdo de proteases, e ligados as moléculas de
MHC de classe 1l e expressos na membrana celular para que possam ser reconhecidos
pelo LT CD4+. Ja os antigenos proteicos intracelulares sintetizados no citosol sdo
processados em pequenos peptideos pelo proteossoma, transportados para o reticulo
endoplasmatico e entdo ligados as moléculas do MHC de classe | e expressos na
superficie da célula para posteriormente serem reconhecidos pelo LT CD8+ (ROCHA;
GORESCU; BELTRAME, 2007).

A sintese de anticorpos IgE ¢é dependente da acdo de LT auxiliares (Th) CD4+ e
especialmente de seus produtos secretados, as citocinas (MOSSMAN; COFFMAN,
1989). Sdo uma classe de células conhecidas como mediadores sollveis essenciais na
inducdo da resposta imune, moléculas proteicas, glicosiladas ou ndo, que enviam sinais

estimulatorios, regulatérios ou mesmo inibitorios para as diferentes células do sistema
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imunologico. Tem funcdo autdcrina, agindo na propria célula produtora; paracrina,

atuando em células proximas; ou endocrina, quando sua acdo € a distancia (VARELLA;

FORTE, 2001). Consideradas mediadores sollveis das respostas de defesa do

hospedeiro, tanto especificas quanto inespecificas. Como tais, desempenham um papel

extremamente importante nos mecanismos efetores envolvidos na eliminacdo de

antigenos estranhos, como 0s microrganismos.

A figura 3 mostra como atuam as citocinas produzidas frente a resposta imune,

como séo secretadas e seus efeitos diante de diversas situagdes.

CITOCINA SECRE(;AO EFEITO
IMUNIDADE INATA
Interleucina 1 ( IL - 1) células Miel6ides *(a); células Febre

endoteliais, inflamacédo das
células epiteliais

Ativacdo celular

Fator de necrose tumoral

Células mieldides

Inflamacéo

interleucina 12 (IL -12)

Macroéfagos, células dendriticas

Promocao do subconjunto Thl

Interleucina 6 (IL-6)

Células mieldides e
estromais*(b)

Secrecdo e proliferacao de
anticorpos por células B;
inflamacdo

Interferon-y (IFN-y)

Células dendriticas ; fibroblastos

Promove a expressdao de MHC de

classe 1; ativagdo de células NK;

promove a resposta de células T
CD8+

IMUNIDADE ADAPTATIVA

Interlecina 2 (1L-2)

células T

Proliferacdo de células T;
ativacdo e proliferagdo de células
NK; proliferacdo de células B

Interleucina 4 (1L-4)

Células Th2; mastocitos

Promocdo do subgrupo Th2;
mudanca de isotipo para IgE

Interleucina 5 (IL-5)

Células Th2

Ativacao e geracao de
eosindfilos

Interferon -y (IFN-y)

Células Th1; células CD8+;
células NK

Ativacdo de macrdfagos;
promove a expressdo de MHC;
promove a expressdo de antigeno

Figura 3 - Citocinas e seus efeitos (MOSER; LEO, 2010)
*(a) Células miel6ides incluem macréfagos, mondcitos e células dendriticas.
*(b) Células estromais incluem células epiteliais endoteliais e fibroblastos.

H4& cerca de 20 anos, os LT efetores CD4+ comecaram a ser categorizados em

dois subtipos distintos, T helper 1 (Th1) e T helper 2 (Th2), tomando por base o padrédo

de citocinas produzido. Alguns autores valorizavam ainda a existéncia de uma terceira

populacdo celular, as células ThO, representadas por linfocitos indiferenciados capazes
de produzir citocinas do perfil Thl e Th2 (SOUZA et al., 2010).
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Estas células ThO evoluem para diferenciacdo Thl ou Th2 ainda em um estagio
inicial da ativacao celular e atualmente esta claro que, ap6s a estimulacdo antigénica,
conforme o ambiente local de citocinas, os LT CD4+ naive, ou células virgens, se
proliferam e se diferenciam em diferentes subtipos efetores com caracteristicas proprias
(Thl, Th2, Th3, TREG, Th17), determinadas pelo perfil de citocinas produzidas e pelas
propriedades funcionais (SOUZA, et al., 2010).

Existe um “feedback” positivo que se refere ao fato do IFN-y estimular as
células ThO a diferenciarem em células Thl e, ao mesmo tempo, inibindo a
diferenciacdo de células Th2. A resposta Th1 é essencial no controle da replicagdo de
patégenos intracelulares, mas possivelmente contribui na patogénese de doencas
autoimunes como a artrite reumatdide e a esclerose multipla. As células Th2, por
sua vez, produzem IL-4, IL-5 e IL-10, que favorecem a producdo de anticorpos da
subclasse 1gG1 e da classe IgE. A IL-4 também promove um “feedback” positivo ao
favorecer a inducdo da resposta Th2 e suprimir a diferenciacdo de células Thl
(PARKIN, COHEN, 2001).
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Figura 4 - Esquema de atuacdo de citocinas na imunidade inata. Fonte:

http://metodoslaboratoriaiscomac.blogspot.com/2010/09/resumo-aula-24092010-citocinas.html
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Figura 5 - Esguema de atuacdo de citocinas na imunidade adquirida. Fonte:

http://metodoslaboratoriaiscomac.blogspot.com/2010/09/resumo-aula-24092010-citocinas.html

As células Thl produzem a interleucina (IL)-2, que induz a proliferacdo das
células T, incluindo aquelas células CD4+ de resposta autdcrina. A IL-2 também
estimula a divisdo das células T CD8+ e sua citotoxicidade. Outra citocina
produzida pelas células Thil, citada anteriormente, é o interferon-gama (IFN-y),
responsavel pela imunidade mediada por células, tais como a hipersensibilidade do
tipo tardia, ativacdo de macrdfagos e células inflamatdrias que eliminam patégenos
intracelulares, como as micobactérias, fungos, protozoadrios e ainda, induzem a
citotoxicidade das células “natural killer”. Portanto, as citocinas produzidas pelas
células Thl, sdo as principais responsaveis pela inducdo da resposta inflamatoria
(PARKIN; COHEN, 2001).

Conforme esquematizado na Figura 6, as celulas Thl caracterizam-se
principalmente pela producéo de grandes quantidades de INF-y, enquanto as células Th2
produzem IL-4, IL-5 e IL-13. As respostas Thl desencadeiam 0s mecanismos de
hipersensibilidade tardia, ativam macrofagos e sdo muito eficientes na eliminacdo de
patogenos intracelulares. As células Th2 sdo mais eficientes em auxiliar a resposta
imune humoral, desencadeando producdo de imunoglobulinas e inflamagéo eosinofilica,
respostas estas mais importantes no combate aos patdgenos extracelulares. Os

linfécitos. Caracteristicamente, as citocinas do perfil Thl ou Th2 direcionam para o
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desenvolvimento de sua respectiva via, inibindo a expressao do padrdo oposto. Deste
modo, uma vez polarizada a resposta imune para o padrdo Thl, a via Th2 sera inibida, e
vice-versa. Isso ocorre devido a regulacdo do nivel de receptores de membrana, da
expressao diferencial de fatores de transcricdo e de mudancas epigenéticas (SOUZA, et
al., 2010).

Outros dois tipos de células T descritos na resposta imune principalmente
relacionados a transplantes sdo as células Treg (papel protetor) e Thl7 (papel efetor).
No microambiente do enxerto apesar da caracteristica supressora do fator transformador
B (TGF-B) e de sua importancia na na geracdo de celulas T reguladoras, este,em
conjunto com IL-6, induz a diferenciacédo de células T CD4+ numa subpopulacdo de LT
produtores de IL-17 que apresenta um importante papel no processo inflamatorio
(KIMURA et al., 2007). Estas células, denominadas de Th17 expressdo o fator de
transcrigdo RORYyT (do inglés, Related Orphan Receptor y) € inibem a inducéo do fator
de transcricdo Foxp3 (do inglés, Forkheard Box P3) nas células reguladoras induzidas
por TGF- B na presenca de IL-6 (STEINMAN, 2007).
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Figura 6 - Representacdo esquematica das vias de diferenciacdo das células ThO com
destaque para as citocinas indutoras da diferenciagdo Thl, Th2, Thl7 e Treg e as
principais citocinas secretadas (SOUZA et al., 2010).
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Alguns estudos iniciais com camundongos deficientes de células B indicaram
que a auséncia de células B prejudica tanto a resposta das células T CD4+ quanto a de
células T CD8+ (HOMANN et. al., 1998; SHEN et. al., 2003).

Mais tarde, mostraram e relataram sobre a ativacdo e manutencdo das células T
CD4+ mediadas por células B (CHRISTENSEN et al.,, 2003; LIU et al., 2007)
mostrando que estas Ultimas podem modular a resposta de células T frente ao antigeno,
regulando a proliferacdo inicial de células T CD4+ apds o encontro com 0 antigeno e
tendo papeis em T CD4+ de respostas celulares de memoria (LUND et. al., 2006;
WOJCIECHOWSKI et. al., 2009).

Esses dados mostram que as células B ndo sdo simplesmente receptores passivos
de auxilio de células T, mas que podem participar ativamente na resposta imune celular,
orientando a magnitude e a qualidade da resposta de células T frente a antigenos
estranhos e independentes (LUND et. al.,2010).

2.4. Imunopotencializac¢do por Levamisol®

A imunopotencializacdo ou imunoestimulacdo resulta no aumento das respostas
imunes, implicando na estimulacdo do sistema imune inato e do sistema imune

adquirido.

Uma droga imunoestimulante estimula primariamente o sistema imune n&o
especifico através da imunidade inata, o qual é constituido por células tais como
macrofagos, granuldcitos, células NK e por diferentes substancias efetoras tais como
quimiocinas, citocinas. Além da ativacdo do sistema complemento através das vias
alternativa e classica de maneira dose-dependente. Ao contrario de imunossupressores
que agem seletivamente sobre o sistema imune especifico através da imunidade
adquirida, principalmente, reduzindo a resisténcia contra infeccdes, estresse e outros
fatores (MAKARE et al., 2001).

Como potente imunoestimulador podemos citar 0 Levamisol®, um farmaco
pertencente ao grupo dos imidazotiazOis, que apresenta  propriedades
imunomoduladoras e que vem sendo utilizado no tratamento de doencas imunologicas
(PURZYC; CALKOSINSKI, 1998). Possui a capacidade de aumentar a atividade
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imunologica mediada por células, em que se incluem a diferenciacdo e a proliferacdo
dos LT, e da atividade dos LT efetores (ANDRADE & SANTAREM, 2002; BRAGA
et. al., 2007). Embora seja utilizado amplamente como um antihelmintico, o levamisol®
pode potencializar o efeito de vacinas e induzir a remissdo de tumores, sendo utilizado

em humanos nos estados de imunodeficiéncia primaria e secundaria (BARTA, 1992).

Considerado um farmaco anti-helmintico de amplo espectro, 0 Levamisol® é
utilizado no tratamento de parasitose intestinal, por ser antihelmintico, referido
anteriormente. Concomitantemente a acdo anti-helmintica, esse farmaco atua no sistema
imunoldgico de maneira semelhante ao horménio timopoietina, produzido no timo
(TIZARD, 2002), estimulando a acdo de células T, a resposta aos antigenos, a producao
de interferons, aumentando a atividade fagocitaria de macréfagos e neutrofilos,
estimulando a citotoxicidade mediada por células, a producdo de linfocinas e a

funcdo das células supressoras (TIZARD, 2002).

Os efeitos do Levamisol® sdo mais efetivos em animais com redugdo no numero
de células T, sendo que possui pouco ou nenhum efeito em animais com funcdo normal
destas células (JANEWAY et al., 2002; TIZARD, 2002).

No entanto a imunopotencializacdo ainda pode incluir compostos que modificam
a resposta imune, ajudando a potencializa-la. Estes agentes acabam incluindo compostos
como moléculas fisiologicamente ativas, como verdadeiros adjuvantes que sao

utilizados juntamente com o antigeno.

2.5. Imunoadjuvantes

O termo adjuvante originou-se da palavra latina adjuvare que significa ajudar.
Teoricamente, cada molécula ou substancia capaz de amplificar ou intensificar a cascata
de eventos imunoldgicos que compdem a resposta imune pode ser classificada como
adjuvante (SCHIJNS, 2000).

Adjuvantes imunoldgicos sdo substancias capazes de aumentar a resposta imune
especifica e auxiliar o antigeno a desencadear uma resposta imune precoce, elevada e
duradoura. Nos Gltimos anos, os adjuvantes receberam muita atengdo, devido ao

desenvolvimento de vacinas sintéticas e purificadas, usando subunidades de antigenos,
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0s quais sdo fracos imundgenos e requerem adjuvantes para desencadear uma resposta
imunolégica. Os adjuvantes apresentam diversos mecanismos de acdo e devem ser
selecionados baseados na rota de administracdo e na imunidade requerida pelo tipo de

vacina particular (imunidade humoral, celular ou mucosa) (MOTA, 2006).

MARCIANI (2003) propds uma classificacdo dos adjuvantes de acordo com sua
capacidade de estimular imunidade do tipo Thl ou do tipo Th2 e entdo subdividi-los
pela estrutura quimica, ajudando a estabelecer a relagdo estrutura-funcdo. Esse sistema
de classificacdo permite uma alternativa de dividir os adjuvantes por sua capacidade em
estimular a resposta imune inata e a adquirida (MARCIANI, 2003) e também tenta
superar as classificacdes dubias geradas com base na origem, natureza quimica ou nas
propriedades fisico-quimicas, j& que substancias de mesma natureza quimica podem
divergir em suas propriedades imunomoduladoras, como € o caso das saponinas
(PRESS et al., 2000).

Saponinas isoladas de Quillaja saponaria, tém sido extensivamente estudada e
mostrado um forte potencial adjuvante que parece estar associado a sua capacidade de
induzir produgéo de citocinas (SINGH; O’HAGAN, 2003).

Uma vez que os adjuvantes podem estimular a producdo de citocinas e
quimiocinas pelas células apresentadoras de antigenos (APCs), recrutar células dos
tecidos e ganglios locais e direcionar para o desenvolvimento de uma resposta humoral
ou mediada por células, estes permitem que menores quantidades de antigeno sejam
usadas e a resposta a producdo do anticorpo seja mais persistente (COX; COULTER
1997)

Em 1956, com a descoberta dos adjuvantes de Freund, o uso das emulsdes em
procedimentos de imunizagdo tornou-se freqiiente. O adjuvante completo de Freund
(CFA), é composto de 6leo mineral e micobactérias mortas, considerado um dos mais
potentes adjuvantes descritos para diversos antigenos (MALAGA et al., 2004).

O CFA é usado extensivamente em procedimentos experimentais em animais de
laboratério. Um dos maiores problemas encontrados para vacinas com adjuvantes a
base de oOleo mineral € que o uso frequente pode resultar em reacdes adversas
indesejaveis, tais como a formacéo de granulomas e cistos. Também pode ser usado o

adjuvante incompleto de Freund (IFA), assim denominado por ndo conter a
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micobactéria morta. Tanto CFA, quanto IFA apresentam efeitos adversos que sao
creditados ao 6leo mineral, pelo fato deste ndo ser biodegradavel, formando lesbes
ulcerativas no local da injecdo (GUPTA et al., 1993; MALAGA et al., 2004).

2.6. Plantas medicinais

Entende-se por plantas medicinais aquelas que, nativas ou cultivadas, séo
utilizadas para fins medicinais (OMS, 2003).

Segundo a Organizacdo Mundial de Salde, cerca de 80% da populacdo nos
paises em desenvolvimento em uso de plantas medicinais no tratamento de doencas
primarias (CARVALHO et al., 2008).

O Brasil possui uma flora riquissima em exemplares que sdo utilizados
como plantas medicinais pela populacdo, tendo seu uso especialmente difundido em
areas rurais para o tratamento de muitas doencas. Estas, por sua vez, vém ganhando
cada vez mais, importancia na medicina popular por apresentarem propriedades
consideradas terapéuticas (OTTO; KAPLAN; BORIN, 1996).

Os estudos séo focalizados em anti-inflamatdrios, antimicrobianos e na
atividade tumoral/ citotoxica de algumas espécies de plantas (HOLETZ et al., 2002;
SUYENAGA et al., 2002). As atividades farmacoldgicas destas plantas, em particular
suas acOes imunoldgicas, tém sido foco de pesquisas no intuito de prevenir e curar

doencas.

A capacidade de substancias naturais de plantas induzirem efeito sobre as
funcdes imunes especificas e inespecificas em animais experimentais despertou o
interesse para a identificacdo dos constituintes fitoquimicos imunoativos (KUMAR et
al.; 2000), sendo que o uso de plantas como fonte de substancias imunomoduladoras
ainda € incipiente nos tratamentos da medicina moderna. Porém, os estudos para a

avaliacdo sobre o sistema imune sdo crescentes (DAVIS; KUTTAN, 2000).

Um aspecto importante da Tradicional Medicina Chinesa é a preferéncia

pelas combinacdes (extratos) no lugar de compostos puros. Assim, do ponto de vista
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farmacologico, a medicina tradicional possui agdes multiplas e moderadas porque
consiste de varios grupos de componentes ativos e com varios efeitos farmacoldgicos
(MIYATA, 2007).

Drogas boténicas, como definidas pelo “Food and Drug Administration
(FDA)”, contém ingredientes de plantas verdes ou secas, partes de planta, componentes
isolados ou combinados, algas, fungos macroscopicos ou combinagdes destes, e podem
ser usados em cura, mitigacao, tratamento e prevencdo de doengas em seres humanos
(LIU; WANG, 2008).

As plantas produzem um vasto numero de substancias naturais com
potencial antimicrobiano e imunomodulador na tentativa de se adaptarem as agressdes
do meio ambiente (CARLOS et.al., 2005). Dentre estas substancias algumas possuem
atividades  biologicas, como a capacidade de possuirem propriedades
imunomoduladoras e antioxidantes, sendo observado que, quando utilizadas na
medicina popular possuem a capacidade de estimular ou inibir as respostas imunes, isso

devido a presenca de substancias ativas com efeito sobre o sistema imune.

2.6.1. Principios Ativos de Plantas Medicinais

De acordo com a Resolucdo N° 48, de 16 de marco de 2004, os principios
ativos das plantas medicinais sdo substancias que a planta sintetiza e armazena durante
0 seu crescimento. No entanto, nem todos os produtos metaboélicos sintetizados possuem
valor medicinal. Todas as espécies de plantas contém principios ativos e substancias
inertes. Estas ultimas determinam a eficacia da planta medicinal acelerando ou

retardando a absorcdo dos principios ativos pelo organismo.

Geralmente, em uma mesma planta, encontram-se varios componentes
ativos, dos quais um ou um grupo deles determina a agdo principal. Este principio ativo,
quando isolado, normalmente apresenta acdo diferente daquela apresentada pelo vegetal

inteiro, ou seja, aquela apresentada pelo seu fitocomplexo.

Porém, o0s vegetais ndo apresentam uma concentracdo uniforme de

principios ativos durante o seu ciclo de vida podendo concentrar-se, preferencialmente,
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nas flores, folhas e raizes, e, as vezes nas sementes, nos frutos e na casca
RESOLUCAO-RDC N°. 48, DE 16 DE MARCO DE 2004.

Assim, os principios ativos das plantas medicinais podem variar de acordo
com a idade da planta, a época da colheita, o habitat, condi¢cGes do solo, condigdes do

tempo, preparacdo do material vegetal e parte da planta em estudo.

As condicBes de extracdo também diferem muito para os diferentes tipos de
compostos. Por exemplo, para extracdo de metabolitos polares sdo usados o etanol,
metanol ou agua, enquanto que para os mais lipofilicos os solvente mais comum séo o
cloroférmio e hexano. A escolha dos reagentes envolve um compromisso entre
maximizar a eficiéncia da extracdo e garantir o maior ou menor nimero de metabdlitos
dependendo do caso a ser analisado (DUNN; ELLIS, 2005).

O estudo fitoquimico tem por objetivos conhecer 0s constituintes quimicos
de espécies vegetais ou determinar a sua presenca, quando ndo se dispde de estudos
quimicos sobre a espécie de interesse. A analise fitoquimica preliminar, por sua vez,
pode indicar os grupos de metabolitos secundarios (FALKENBERG; SANTOS;
SIMOES, 2001).

Para caracterizar os principais grupos de substancia vegetais de interesse, 0s
mesmos, tém sido determinados através de reacdes quimicas que resultem no
desenvolvimento de coloracdo e/ou precipitado caracteristico (FALKENBERG;
SANTOS; SIMOES, 2001).

Os metabdlitos secundarios sdo considerados como produtos de excrecdo
vegetal, com estruturas quimicas e, algumas vezes, propriedades biol6gicas. Por serem
fatores de interacdo entre organismos, frequentemente, possuem atividades bioldgicas
importantes. Do ponto de vista farmacéutico, o maior interesse deriva essencialmente do
namero elevado de substancias farmacologicamente importantes (FALKENBERG;
SANTOS; SIMOES, 2001), como é o caso de saponinas, taninos, esteroides, entre

outros de similar importancia.

Os produtos naturais exercem importante papel na medicina moderna, ja que
sdo fontes destes principios ativos, dentre outros, que muitas vezes sdo de dificil
producdo sintética; também sdo fontes de compostos bésicos que, com pequenas

modificagdes, tornam-se de grande interesse comercial; compostos naturais também
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podem servir de modelos para medicamentos sintéticos que tenham atividade bioldgica

similar a do composto natural.

Observa-se assim, crescimento do nimero de adeptos do uso de produtos
naturais para tratar suas enfermidades. A pesquisa de propriedades farmacoldgicas de
produtos naturais tem proporcionado a descoberta de substancias farmacologicamente
ativas, com importantes aplicacGes tanto na area experimental como na identificacdo de

principios ativos de interesse terapéutico.

Reconhece-se dessa forma a importancia do desenvolvimento de novos
estudos com plantas medicinais, visando evidenciar sua propriedade terapéutica,
podendo levar a producdo de farmacos para uma melhor assisténcia a salde e a pre¢os
mais acessiveis. Portanto, aliam-se as questfes culturais, sociais e ecologicas a esfera
econbmica, visto que abre caminho para a descoberta de farmacos de origem vegetal
(DI STASSI e HIRUMA-LIMA, 2002).

2.6.2. Imunomodulagéo por plantas medicinais

Recentemente, foi demonstrado que algumas das plantas utilizadas como
medicamentos tradicionais possuem varias atividades bioldgicas, incluindo atividade
imunomoduladora (KIM et al., 2007).

Deste modo, uma variedade de substdncias, como polissacarideos, lectinas,
peptideos, saponinas, esterdides, 6leos e outras, oriundas de plantas sdo capazes de

estimular o sistema imune, apresentando atividade imunomoduladora.

O efeito de produtos naturais sobre as citocinas e seus mecanismos de agéo
torna-se uma ferramenta importante como um potencial de teor terapéutico para o

tratamento de doencas em diferentes condi¢fes (SPELMAN et al., 2006).

Desta forma investigacOes sobre diversas ervas e produtos naturais que possuem
propriedades imunomoduladoras podem ser Uteis na reducdo do risco de varias doencas
e canceres (HUANG et al., 2008).

SHUKLA e colaboradores (2009) mostraram que o0 extrato etandlico de

sementes de Caesalpinia bonducella estimulou a resposta imune humoral e celular de
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ratos albinos imunizados com hemacias de carneiro, também impediu mielossupressao
em ratos tratados com ciclofosfamida, mostrando possuir atividade imunomoduladora e

um promissor potencial terapéutico para a prevencgédo de doengas auto-imunes.

Estudo realizado com extrato aquoso de Uncaria perrottetiimostrou mostrou que
este estimulou a ativacdo de fagocitos peritoneais, produziu um significativo aumento
na atividade de células fagocitarias do baco de camundongos Balb/C e promoveu a
proliferacdo celular esplénica com ou sem lipopolissacarideo (LPS), quando
comparadas com células tratadas com PBS (controle negativo) (NUDO; CATAP, 2011).

O estudo do efeito com extrato aquoso de raiz de Asparagus racemosus em
animais sensibilizados com hemécias de carneiro mostrou que o tratamento resultou em
aumento significativo nas percentagens das células CD4/CD8 sugerindo seu efeito sobre
a ativacdo de células T. Os animais tratados apresentaram aumento significativo da
regulacdo de Thl (IL-2, IFN-y) ¢ Th2 (IL-4), apresentando atividade adjuvante
(GAUTAMA et al.; 2009).

O extrato etandlico de Houttuynia cordata modulou negativamente a resposta
imune de Th2, induzindo imunossupressao da producdo de citocinas (IL-4 e IL-5), bem
como inibiu a migracdo induzida pelo quimiocina regulatéria da ativacdo do timo

(TARC), constituindo-se um efetivo imunossupressor (LEE et al., 2008).

Ja o extrato metandlico da raiz de Curculigo orchioides teve efeito
imunoestimulante, com aumento da resposta imune humoral e celular induzidos por
hemécias de carneiro, em camundongos imunossuprimidos com ciclofosfamida. O
estudo fitoquimico do extrato relevou a presenca de alcaldides, fendis, taninos,
saponinas e esterdides (BAFNA; MISHRA, 2006).

A propolis mostrou possuir propriedades bioldgicas tais como antibacteriana,
antifingica, antitumoral, anti-inflamatdria e imunomoduladora (FREITAS et al., 2006;
GIRGIN et al.,, 2009; HU et al., 2005, MURAD et al., 2002; ORSI et al., 2005;
SFORCIN, 2007).

Verifica-se, portanto, uma ampla atuagdo das plantas medicinais nos diferentes
protocolos empregados para avaliacdo de suas acGes sobre o sistema imunoldgico.
Muitos desses trabalhos foram responsaveis por validar sua utilizagdo na medicina

popular.
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2.7. Annona muricata L.

O género Annona compreende mais de 60 espécies, divididas em cinco
grupos e 14 secbes. S@o representantes deste grupo, aléem da gravioleira (Annona
muricata L.), outras espécies cultivadas, como a condessa (Annona reticulata L.), a
pinha (Annona squamosa L.), acheriméia (Annona cherimola Mill.) e a atemdia
(Annona cherimola Mill. x Annona squamosa L.), e outras como a Annona glabra L.,
conhecida como annona do brejo (SACRAMENTO et al., 2009).

A Annona muricata L. é encontrada da América Central a América do Sul
incluindo as regiGes Norte, Nordeste e Sudoeste do Brasil (DI STASI; HIRUMA-
LIMA, 2002). Tipica das regifes tropicais das Américas, tem todas as suas partes
utilizadas na medicina natural. Com sua extraordinaria dispersdo mundial a gravioleira
é, naturalmente uma decorréncia do excelente sabor e aroma de seus frutos, assim como

das propriedades medicinais de diferentes partes da planta.

Dentre as anonéceas, o cultivo da gravioleira é bastante recente. As frutas
tropicais Anonaceas, no passado ndo apresentavam importancia, porém, atualmente, se
transformaram em cultivos rentaveis e geradores de empregos, devido a descoberta com
consequente evolugéo de seu uso pela populacdo na medicina natural e com a evolugéo
do mercado muitas areas comerciais tém surgido em diversos Estados brasileiros,

destacando a Bahia, Ceara, Pernambuco, Alagoas e Minas Gerais.

Plantas Annona sdo usadas na medicina tradicional e s&o mencionadas como
uma das plantas medicinais no Brasil (WANG et al., 2002). Essa familia é constituida
por arvores e arbustos, caracteriza-se por apresentar flores andréginas, solitarias ou em
inflorescéncias, axilares ou terminais, calice de trés sépalas, corola de seis pétalas
bisseriadas, geralmente carnosas ou crassas, estames numerosos, gineceu dialicarpelar;
fruto sincarpico ou apocarpico, muricado ou ndo; carpidios sésseis ou estipitados, secos
ou carnosos, deiscentes ou indeiscentes; sementes com endosperma ruminado
(PONTES et al., 2004). A Figura 7 apresenta as folhas da Annona muricata

(Annonaceae).
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Figura 7 - Folhas de Annona muricata L.
Fonte: http://ervasearomas.blogspot.com/2009/11/graviola-folhas.html

Na medicina popular, todas as partes da arvore de A. muricata podem ser
utilizadas, conferindo diferentes propriedades e usos, como no tratamento da gripe,

tosse, doencas parasitarias e problemas digestivos (DE FEO, 1992).

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

No fruto da A. muricata sdo encontrados agucares, taninos, acido ascérbico
(vitamina C), pectinas e vitaminas A (beta-caroteno) e do complexo B. O 6leo obtido do
fruto contém ésteres e compostos nitrogenados como as substancias responsaveis pelo
aroma. Estudos fitoquimicos revelam que as folhas contém até 1,8% de dleo essencial
rico em gama-cadineno e alfa-elemeno (LORENZI; MATOS, 2002). Foram
identificados como componentes volateis liberados pelos frutos da graviola trés ésteres:
hexanoato de metila, 2-hexenoato de metila e 2-hexenoato de etila (SILVA et al., 1997).
Nas folhas, casca e raiz, estudos demonstraram a presenca de diversos alcaloides como
reticulinas, coreximina, coclarina e anomurina. Nas sementes sdo encontrados
ciclopeptideos como anomuricatina B (LI et al., 1998), hexapeptideos ciclicos como
anomuricatina A (WU et al., 2007) e C (WELE et al., 2004) e diversas acetogeninas que
também sdo encontradas nas folhas, casca e raizes (LORENZI; MATOS, 2002).
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Suas sementes sdo usadas com funcdo emeética e adstringente, e suas cascas
como antidiabéticas e espasmo-liticas (LORENZI; MATQOS, 2002). A lectina, uma
glicoproteina isolada das sementes da A. muricata, € capaz de aglutinar eritrocitos
humanos e inibir o crescimento de alguns fungos, como Fusarium oxysporum,
Fusarium solani e Colletotrichum musae (DAMICO et al., 2003). As flores e também
as folhas séo utilizadas para tosse e problemas no trato respiratério inferior (MORS et
al., 2000).

As folhas de A. muricata séo utilizadas na medicina popular por possuirem
acOes parasiticida, anti-reumatica, antinevralgica, adstringente e emética (DE
CARVALHO et al., 2000). O chéa das folhas de graviola é utilizado como sedativo,
expectorante e broncodilatador. Emprega-se a fruta na industria alimenticia para a
elaboracdo de sucos, sorvetes e doces (MAUL et al., 2000).

Um estudo com extrato etandlico de folhas de Annona muricata mostrou
possuir uma potente atividade antioxidante in vitro, conferindo um importante papel na

captacdo de radicais livres, aumentando o seu efeito terapéutico (BASKAR et al., 2007).

O extrato da A. muricata foi capaz de produzir supressdo dose-dependente
no crescimento de colénias de  precursores  hematopoéticos  para
granuldcitos/macrofagos, o que permite sugerir que a A. muricata possui potencial
mielotoxico in vitro (MINAMI et al., 2004). S&o principalmente as acetogeninas que
possuem este potencial antineoplasico (LI et al., 2001). As acetogeninas, muricoreacina
e murihexocina C, ambas isoladas das folhas, mostraram-se citotoxicas contra
adenocarcinoma de préstata. A murihexocina C também revelou citotoxidade contra o
carcinoma pancreatico (KIM et al.,, 1998). J4 as acetogeninas anocatacina A,
anocatacina B (CHANG et al., 2003), anocatalina, muricina |1 (LIAW et al., 2002),
muricinas (A-G), longifolicina, corossolina, corossolo-na e uma mistura de
muricatetrocina A e B (CHANG; WU, 2001) apresentaram citotoxidade seletiva in vi-
tro frente ao hepatoma celular humano (CHANG et al., 2003; LIAW et al., 2002;
CHANG; WU, 2001).

Extratos etanolicos das folhas de Annona muricata foram testados com o
caramujo Biomphalaria glabrata adulto e sua desova. A atividade moluscicida
apresentada pelo extrato foi bastante significativa, com DL50 11,86 (DE CARVALHO
et al., 2000; DOS SANTOS et al., 1998) e de DL90 inferior a 20 ppm para 0 molusco
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adulto, indicando a faixa de atividade dentro do preconizado pelas normas da
Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 1995) (DOS SANTOS et al., 2000). Esta
atividade foi devida as acetogeninas: anonacina (90 %), isoanonacina (6%) e
goniotalamicina (4%) encontradas no extrato (LUNA et al., 2006). O extrato etandlico
bruto das folhas de Annona muricata também se revelou toxico para larvas do mosquito
Aedes aegypti (LUNA et al., 2003) e efetiva nos bioensaios com larvas de Artemia sa-
lina (LUNA et al., 2006; LUNA et al., 2003).

Porém, na cidade de Guadalupe (México), dados epidemioldgicos e
pesquisas experimentais tém associado um tipo de Parkinsonismo com o fruto e chas
das folhas de A. muricata, o que sugeriu perda neuronal (CHAMPY et al., 2004;
CAPARROS-LEFEBVRE e STEELE, 2005).

O amplo emprego desta planta nas praticas caseiras da medicina popular
assim como seus resultados positivos, além de grande disponibilidade de material no
Brasil, sdo motivos suficientes para a escolha desta, como tema de estudos quimicos,
farmacologicos e clinicos mais aprofundados, visando sua validacdo como possivel

imunomodulador.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar o perfil fitoquimico, o potencial antioxidante in vitro, o efeito
toxicologico e a atividade imunomoduladora in vivo dos extratos de folha de gravioleira

(Annona muricata L.).

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar o perfil fitoquimico dos extratos etanolico e hexanico da folha de

gravioleira;

e Determinar o potencial antioxidante total in vitro dos extratos etanolico e

hexanico da folha de A. muricata;

e Auvaliar o efeito toxicolégico in vivo dos extratos etandlico e hexanico da folha

de gravioleira;

e FEstudar a atividade imunomoduladora in vivo dos extratos etanélico e hexanico

da folha de gravioleira em animais imunizados com ovalbumina;
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4. MATERIAL

4.1. ANIMAIS

Foram utilizados camundongos Swiss fémeas com idade entre 7 e 8 semanas e
ratos albinos Wistar machos com idade entre 6 e 8 meses, todos oriundos de colonias do
Biotério Central da Universidade Federal do Ceara. Os animais foram mantidos na sala
de experimentacdo animal do Laboratdrio de Bioenergética, na Universidade Federal do
Ceard em caixas plasticas sob condi¢bes adequadas de luz e temperatura, recebendo
racao e agua a vontade.

O protocolo experimental foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa com Animal (CEPA) da UFC sob o protocolo de N° 16/10. Os animais foram
manipulados de acordo com as normas do Colégio Brasileiro e Experimentacdo Animal
(COBEA).

4.2. MATERIAL VEGETAL

Foram utilizadas folhas de gravioleira (Annona muricata L.) colhidas no més de
agosto de 2009, no municipio de Trairi, Ceard, Lagoa das Flores na Frutagro Frutas
Agroindustrial LTDA a 50 km de Fortaleza, Ceara. A identificagdo botanica da folha foi
realizada no Herbario Prisco Bezerra do Departamento de Biologia da Universidade

Federal do Ceara - UFC, onde foi depositada, recebendo o “voucher” de niUmero 49002.

As folhas frescas foram lavadas em agua corrente e mergulhadas em solugéo de
hipoclorito a 0,5%, lavadas novamente para retirada do excesso de hipoclorito e moidas
no mesmo dia para posteriormente serem preparados 0s extratos hexanico e etanolico

pelo Parque de Desenvolvimento Tecnologico (PADETEC).
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5. METODOS

5.1. PREPARO DOS EXTRATOS

Os extratos hexanico e etandlico foram preparados a partir das folhas moidas de
Annona muricata L. seguindo metodologia de Matos (1997). As folhas, ap6s secas
expostas ao sol e moidas, foram pesadas e colocadas em um baldo de vidro, de modo que todo o
material ficasse submerso em hexano por dez dias, para que possibilitar a extracdo dos
principios ativos das folhas. A solucdo obtida foi filtrada e evaporada em evaporador
rotatorio a uma temperatura de 69° C, obtendo-se o extrato hexanico (EH). O residuo do
material exposto ao hexano ficou trés dias em repouso para evaporacdo do hexano
residual e, posteriormente, foi submerso em etanol por mais dez dias com a mesma
finalidade da extracdo anterior, para obtencdo do extrato etandlico (EE). Apés os dez
dias, foram feitas filtracdo e evaporacdo completa do etanol em evaporador rotatério a
100° C para obtencdo do referido extrato concentrado para posterior estudo fitogquimico

também de acordo com a metodologia descrita por Matos (1997).

Matenal Vegetal
Folhas de Annona muricata L.

extragdo com hexano (10 dias)

Extrato Hexanico Residuo
EH

extraco com etanol ( 10 dias)

Extrato Etandlico
EE

.

Estudo fitoquimico

Figura 8 - Fluxograma geral de obteng&o dos extratos etandlico e hexanico de folhas de
Annona muricata L.
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5.2. ESTUDO FITOQUIMICO DOS EXTRATOS DE FOLHAS DE
GRAVIOLEIRA

5.2.1. Preparo das amostras a partir dos extratos para determinacdo dos

fitoquimicos:

Um grama de cada extrato foi diluido em 200 mL de solugédo hidroalcodlica a
70%. Cada solucéao foi dividida em por¢des de 4 mL colocadas em 6 tubos de ensaio
numerados de 1 a 6 e duas por¢fes de 10 mL colocados em béqueres rotulados
previamente. Os bequeres foram submetidos a banho-maria até a secagem e mantidos
em dessecador até o seu uso. O restante dos extratos foi concentrado em banho-maria
até a obtencdo de metade do volume, o pH foi ajustado para 4 e o liquido obtido filtrado

e reservado para a deteccdo de alcalGides.

5.2.1.1. Determinacéo de Fendis

Para a avaliacdo da presenca de fendis, foram adicionadas trés gotas de solugéo
alcodlica de cloreto férrico 1 N ao tubo 1 e o mesmo foi agitado. A mudanca de

coloragdo para azul ou vermelho indicaria a presenga de fenois.

5.2.1.2. Determinacdo de Antocianidinas, Antocianinas e Flavonoides

Para verificar a presenga de antocianidinas, antocianinas e flavondides, o tubo 2
foi acidulado a pH 3 e o tubos 3 e 4 alcalinizados a pH 8,5 e 11, respectivamente. A
observacao de mudanca de coloracdo, no meio alcalino (pH 11- tubo 4) para vermelho-
laranja, indicaria possivel presenca de flavonondides, enquanto a presenca de
antocianidinas e antocianinas foram indicadas pela mudanca de coloracdo para
vermelho em meio &cido (tubo 2), lilas no meio alcalino (pH 8,5- tubo 3) e azul em pH
11 (tubo 4).
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5.2.1.3. Determinacdo de Catequinas

Para verificar a presenca de catequinas o tubo 5 foi acidulado pela adicdo de
acido cloridrico a pH 2 e aquecido em uma lampada de &lcool por 3 minutos. A
mudanga de coloracdo para pardo-amarelado determinaria a presenca de catequinas.

5.2.1.4. Determinacédo de Flavondis, Flavononas, Flavononois e Xantonas

Para a deteccdo de flavondis, flavononas, flavononois e xantonas, adicionou-se
0,5 g de magnésio granulado e 0,5 mL de acido cloridrico concentrado ao tubo 6, ap6s o
término da reacdo, a visualizacdo da mudanca de coloracdo para vermelho indicaria

presenca de tais compostos.

5.2.1.5. Determinacéo de Esteroides e Triterpendides

A presenca ou auséncia de esterdides e triterpendides foi determinada da
seguinte forma: o residuo seco oriundo do tubo 6 foi extraido com 2 mL de cloroférmio,
formando uma solugdo que, em seguida, foi filtrada em um funil fechado com um
fragmento de algoddo, coberto com 100 mg de sulfato de sédio anidro. O algodéao
embebido em sulfato de sodio foi colocado em um tubo de ensaio e a este, adicionado 1
mL de anidrido acético e 3 gotas de acido sulfurico concentrado. A mudanca de
coloragéo da solucdo de azul evanescente para verde permanente indicaria presenca de
esterdides livres, enquanto a mudanca de coloragdo para parda indicaria presenca de
triterpendides.

5.2.1.6. Determinacéo de Saponinas

A presenca ou auséncia de saponinas foi determinada a partir do residuo
insolivel em cloroférmio obtido do teste anterior. Este foi dissolvido em &gua destilada
e filtrado para um tubo de ensaio. O liquido obtido em seguida foi agitado por 3 minutos

e a formacdo de espuma indicaria a presenca ou nao de saponinas.
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5.2.1.7. Determinacéao de Alcaldides

A presenca ou auséncia de alcaldides foi determinada adicionando hidréxido de
amonio a 26 mL do extrato concentrado e com pH 4, elevando-se o pH para 11 e as
bases orgénicas extraidas através de trés lavagens sucessivas de 30, 20 e 10 mL de uma
solucdo éter-cloroformio (3:1). A solucdo, posteriormente, foi filtrada em funil de
separacdo, obtendo-se a fracdo organica e aquosa (esta Ultima foi desprezada). A fracédo
organica foi tratada com sulfato de sddio anidro e filtrada. As fragdes organicas foram
novamente extraidas com 10, 5 e 3 mL de acido cloridrico diluido (0,01 M), obtendo-se
uma fracdo organica que, posteriormente, foi desprezada e a solugdo aquosa acida
obtida dividida em trés tubos de ensaios. A cada tubo foram adicionadas 3 gotas de
reagentes de precipitacdo de alcaldides Mayer, Hager e Dragendorff, respectivamente, e
a visualizacédo de precipitado floculoso em pelo menos dois tubos indicaria a presenca
de alcaldides.

5.3. AVALIACAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL

A anélise de atividade antioxidante total foi realizada por ensaio com 1,1-difenil-
2-picrilhidrazil (DPPH). Para cada amostra de extrato, foi testada uma concentracdo de
10 mg/mL. O método varredor de radical livre DPPH, uma das técnicas propostas por
Bonted et al. (1987), € uma técnica simples e precisa para avaliar a atividade
antioxidante. Neste método a eficiéncia antioxidante é mensurada a temperatura

ambiente, eliminando o risco de degeneracdo térmica das moléculas testadas.

Nesta técnica, uma solucdo fortemente corada de um radical livre foi tratada com
uma solucdo do composto quimico. Em um tudo de ensaio, colocou-se 3,9 mL de uma
solucéo do radical livre DPPH a 6,5 x 10°M em metanol. Em seguida foi adicionado ao
tubo 0,1 mL da solugdo metanolica do extrato (5, 10, 100, 1000 ou 10.000 ppm) e a
absorbancia medida a 515 nm, que é o comprimento de onda ao qual o DPPH apresenta
absorbancia maxima, foi determinada por espectofotometria no intervalo de 0 a 60
minutos.

O teste foi realizado em triplicata e os resultados foram expressos como indice

de varredura de radicais livres (IV%) e comparados ao antioxidante padrdo BHT. Os
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resultados foram considerados positivos quando houve decréscimo da absorbancia ao
longo do tempo (YEPEZ et al., 2002).

5.4. ESTUDO TOXICOLOGICO

5.4.1. Avaliagéo da toxicidade subcronica dos extratos.

Para avaliacdo de possiveis efeitos toxicos dos EH e EE das folhas de
gravioleira, foram utilizados 49 animais divididos em sete grupos experimentais (n=7).
Os animais receberam 0,2 mL dos extratos hexanico (EH) e etanolico (EE), nas doses de
10, 100 e 1000 mg.Kg™ em dose Unica diria, através de sonda orogéstrica, durante 30
dias consecutivos de acordo com o seguinte protocolo:

Grupo 1: animais que receberam DMSO a 5% e salina fisiologica; Grupo 2:
animais que receberam EE 10 mg.Kg™ diluidos em DMSO a 5% e salina fisiolégica
(dose 1); Grupo 3: animais que receberam EE 100 mg.Kg™ diluidos em DMSO a 5% em
salina fisioldgica (dose 2); Grupo 4: animais que receberam EE 1000 mg.Kg™ diluidos
em DMSO a 5% em salina fisiolégica (dose 3); Grupo 5: animais que receberam EH 10
mg.Kg™ diluidos em DMSO a 5% em salina fisiolégica (dose 1); Grupo 6: animais que
receberam EH 100 mg.Kg™ diluidos em DMSO a 5% em salina fisiolégica (dose 2);
Grupo 7: animais que receberam EH 1000 mg.Kg™ diluidos em DMSO a 5% em salina

fisioldgica (dose 3)

Os animais foram observados diariamente ap6s a administragdo dos extratos.
Durante o tratamento, a massa corporal dos animais foi registrada semanalmente e 0s
animais avaliados quanto a sinais clinicos de toxicidade. O exame clinico destes animais
foi baseado na observacdo das frequéncias respiratoria e cardiaca; mudancas
comportamentais e parametros como: diarréia, analgesia, contorcdes, sialorréia, apatia,
lacrimejamento, pélo ericado, entre outros. No Ultimo dia (30° dia), os animais foram
pesados, amostras de sangue foram coletadas pelo plexo retro orbital e, em seguida, os
animais foram eutanasiados com halotano e necropsiados para observagéo
macroscopica, e retirada do timo, do baco e do figado, para serem pesados. O peso

relativo de cada 6rgéo foi calculado pela razéo entre o peso do 6rgao (g) e o peso do
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animal (g) e comparado ao grupo controle (salina + 5%DMSQO). O estdmago dos
animais também foi removido para avaliagdo macroscopica da possivel presenga de
Ulceras (SANTUCCI et al., 1994).

Foram realizadas dosagens de alanina aminotransferase (ALT) e aspartato
aminotransferase (AST) através de ensaios bioquimicos. Para tanto, foram utilizados o0s
soros dos animais de cada grupo teste e de cada grupo controle. Os resultados foram
expressos em unidades internacionais (Ul). Todas as dosagens foram realizadas
utilizando-se “Kits” comerciais e metodologias especificas conforme fabricante,

avaliados em espectrofotémetro.

5.5. ESTUDO DO EFEITO IMUNOMODULADOR IN VIVO

5.5.1. Antigenos e adjuvantes

Foi utilizado como antigeno padrdo a ovalbumina (OVA, grau V, Sigma
Chemical Co., St. Louis, USA); e como adjuvantes: o adjuvante completo (CFA,

Sigma®) e incompleto (IFA, Sigma®) de Freund.

5.5.2. Esquema de imunizagdo com Ovalbumina

Camundongos Swiss fémeas foram divididos em 12 grupos (n=8) e imunizados
por via subcutanea (via sc) com o antigeno OVA (10 ug). O sangue foi coletado através
do plexo retro orbital com o auxilio de pipetas Pauster, nos dias 0 antes da imunizacdo e
durante o tratamento nos dias 07, 14, 21, 28, 35 e 42 dias ap6s a imunizacdo e
centrifugados para obtencéo de soro.

O sangue coletado foi colocado em tubos sem anticoagulante permanecendo em
repouso por 2 h a temperatura ambiente para retragdo do coagulo. Apés esse tempo, 0
soro foi separado do codgulo por centrifugagdo a 5.000 r.p.m por 10 minutos, obtendo-
se o soro limpido livre de hemaécias, sendo esse devidamente identificado e armazenado

a -20°C para posterior analise da presenca de anticorpos especificos para OVA. Apos a
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coleta de sangue nos dias 14 e 28, foi feito um reforco em todos os camundongos com

10 pg de OVA por via subcutanea nas mesmas condic¢des da imunizagéo inicial.

5.5.3. Esquema de tratamento
5.5.3.1. Para avaliacéo do efeito imunomodulador

Os animais foram divididos em 12 grupos (n=8) recebendo o0s seguintes
tratamentos:

Grupo 1: Animais que receberam o veiculo (salina em DMSO 5%) via oral +
solucdo salina 0,9% via s.c (controle negativo); Grupo 2: Animais que foram
imunizados com OVA 10 ug por via s.c (controle positivo); Grupo 3: Animais tratados
com Levamisol® por via oral + OVA 10 pg por via s.c ; Grupo 4: Animais que
receberam o EE 10 mg/Kg por via oral durante 42 dias + OVA 10 nug por via sc; Grupo
5: Animais que receberam EE 100 mg/Kg por via oral durante 42 dias + OVA 10 ug
por via sc; Grupo 6: Animais que receberam EH 10 mg/Kg por via oral durante 42 dias
+ OVA 10 pg por via sc; Grupo 7: Animais que receberam EH 100 mg/Kg por via oral
durante 42 dias + OVA 10 ug por via sc; Grupo 8: Animais que receberam OVA em
adjuvante; Grupo 9: Animais que receberam EE 10 mg/Kg por via oral durante 42 dias
+ OVA 10 ug + Adjuvante por via sc; Grupo 10: Animais que receberam EE 100
mg/Kg por via oral durante 42 dias + OVA 10 pg + Adjuvante por via sc; Grupo 11:
Animais que receberam EH 10 mg/Kg por via oral durante 42 dias + OVA 10 pug +
Adjuvante por via sc; Grupo 12: Animais que receberam EH 100 mg/Kg por via oral
durante 42 dias + OVA 10 ug + Adjuvante por via sc.

Os tratamentos & base dos extratos hexanico (EH) e etanolico (EE) foram
realizados diariamente durante 42 dias por via oral em volume de 0,2 mL de solucdo
com salina e DMSO a 5%. Os animais dos grupos que foram imunizados com OVA
receberam injecdo subcutanea da mesma na dose de 10 pg nos dia 0 antes do tratamento
e dois reforcos com 14 e 28 dias.

J4 o Levamisol® na dose de 10 mg/ Kg de animal foi usado como droga
imunoestimulante de referéncia, sendo este, administrado todos os dias durante os 42
dias por via oral. O adjuvante completo de Freund foi utilizado apenas na primeira

imunizagdo e o incompleto administrado nos dois reforgos.
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Figura 9 - Fluxograma geral do protocolo de imunomodulacao

£ | |

Imunizacéo 1° reforcgo 2° reforco
l | | | | | |
DIAS/ | | | | | | |
COLETA DE
SANGUE 0 7 14 21 28 35 42

Figura 10 - Desenho esquematico: coleta de sangue, imunizacao e reforgos.
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5.5.4. Avaliacao da Resposta Imune Humoral

5.5.4.1. Titulacdo de anticorpos pelo método de ELISA

Os titulos de anticorpos anti-OVA foram determinados no soro através de
técnica  imunoenzimatica  “enzyme-linked  immunosorbent assay”-  ELISA

(BALKWILL, 2000).

As placas com 96 pogos foram sensibilizadas com OVA (40 ug de proteina/ml) e
incubadas a 4°C por 18 h. Ap6s o periodo de aderéncia do antigeno a placa, foi feita a
lavagem dos pocos (5 vezes) com PBS-Tween-20 0,05%. As placas foram bloqueadas
com PBS-Molico 5% envolvidas com papel parafilm, incubadas a 37°C por 60 minutos;
e posteriormente lavadas (5 vezes) com PBS-Tween 20 0,05%. As placas foram entéo
incubadas com dilui¢cdes dos soros a 4°C por 24 h utilizando-se os seguintes controles:
soro de titulo previamente determinado (controle positivo), soro sem anticorpos
especificos (controle negativo) e solugdo bloqueadora (branco). Apds o periodo de
reacéo, foi feita nova lavagem, como descrito anteriormente. As placas foram incubadas
com o0 anti-soro contra anticorpos de camundongos conjugado com peroxidase, na
diluicdo de 1:1000 a 37°C por 60 minutos, seguindo-se nova lavagem. Adicionou-se
entdo o substrato cromogeno o- Phenylenediemine Dihydrochloride (OPD), deixando-se
as placas envolvidas com papel aluminio a 25 °C por 30 minutos, sendo a reacdo
interrompida com 20 pL H,SO4 2N e a absorbancia a 492 nm, determinada em leitor de
microplacas de ELISA (leitora automatica modelo 680 Microplate Reader, Bio-Rad®
Laboratories). Os resultados foram expressos como a meédia = desvio padrdo da

absorbancia obtida a partir dos soros diluidos 5000 vezes.

5.5.4.2. Reagdes de anafilaxia cuténea passiva (PCA)

O método utilizado para as reacOes de anafilaxia cutanea passiva (PCA) foi
descrito por OVARY (1952) e modificado por MOTA & WONG (1969).

Os titulos de PCA correspondem ao inverso da diluicdo méxima capaz de
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provocar uma reagdo cutanea, e foram expressos como o logaritmo na base 2 do inverso

da diluicdo méxima (Dmax) do soro capaz de dar uma reacédo positiva.

Titulo de PCA: Log, 1/Dmax.

5.5.4.2.1. Reac0es de anafilaxia cuténea passiva para IgE em Ratos

Os testes para a determinacdo qualitativa e quantitativa de IgE foram feitos em
ratos albinos Wistar machos adultos com idade entre 6 a 8 meses. A pele da regido
dorsal dos animais, sob leve anestesia com éter, foi raspada, e as dilui¢cbes dos soros
foram injetadas intradermicamente em pontos previamente marcados, em aliquotas de
0,1 mL de modo a obter uma pequena papula. Ap6s 18 horas, foi injetado por via
endovenosa, no pénis do animal, uma suspensdo do antigeno especifico para o anticorpo
em solucdo de azul de Evans 0,5%. A quantidade de antigeno utilizada para desencadear
PCA foi de 1 mg de OVA. Os ratos foram sacrificados 30 minutos depois e a pele
dissecada para leitura da reacdo, feita através das manchas azuladas, provocadas pelo
extravasamento do corante nos sitios, onde foram injetadas as diluicbes dos soros

contendo anticorpos posteriormente detectados.

5.6. ANALISES ESTATISTICAS

Para a realizacdo da andlise estatistica dos dados os resultados foram expressos
com a média + desvio padrdo. Para comparar os dados entre e dentro dos grupos foi
utilizada a analise de variancia (ANOVA), com 0 uso do teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis seguido do teste de comparagdo multipla de Dunns. As diferencas foram

consideradas significativas com um nivel de confianga de 95% (p<0,05).
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6. RESULTADOS

6.1. Caracterizagdo fitoquimica dos extratos da folha de Annona muricata .

A tabela 1 mostra a caracterizacdo fitoquimica dos extratos etanolico e hexanico
de folhas de Annona muricata L. O perfil fitoquimico indicou a presenca de taninos,
catequinas, saponinas e esterdides quando a extracdo obtida das folhas foi efetuada em
presenca de etanol. J& para o extrato hexanico das mesmas folhas foi detectada a

presenca unicamente de esterdides.

Tabela 1 - Caracterizacao fitoquimica dos extratos etanélico (EE) e hexanico (EH) de
folhas de Annona muricata L. in vitro.

Classes de compostos secundérios analisados Extrato etanolico / Extrato hexanico
Fenois - -
Taninos + -

Antocianinas e Antocianidinas - -
Catequinas + -

Flavondis, Flavononas. Flavonondis e Flavondides

Xantonas - -
Esterdides + +
Triterpendides - -
Saponinas + -
Quinonas - -
Antrandis - -
Cumarinas - -

Alcaléides - -

(+) Presenca e (-) Auséncia
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6.2. Determinacdo da atividade antioxidante dos extratos das folhas de Annona

muricata L.

A tabela 2 apresenta os resultados da atividade antioxidante dos extratos das
folhas de Annona muricata L. in vitro pelo método de varredura do radical livre DPPH.
Os extratos etandlico e hexanico (10 mg/ml) das folhas de A. muricata apresentaram
indices de varredura de 79,27 e 40,44% respectivamente. O grupo controle positivo
BHT apresentou o maior indice de varredura (91,90%) e consequentemente maior
capacidade antioxidante. O indice de varredura do extrato etandlico é aproximadamente
duas vezes maior que o do extrato hexanico. Portanto, o extrato etandlico apresenta

maior atividade antioxidante quando comparada a do extrato hexanico.

Tabela 2 - Determinacdo da atividade antioxidante dos extratos das folhas de Annona

muricata L. in vitro pelo método de varredura do radical livre DPPH.

AMOSTRAS CONCENTRACAO (mg/mL)  INDICE DE VARREDURA(%)

EE 10 79,27
EH 10 40,44
BHT 10 91,90

6.3. Avaliacdo da toxicidade subcronica dos extratos de folhas de Annona muricata
L.

Para avaliar a toxicidade subcrbnica os extratos etandlico e hexanico foram
administrados nos camundongos por via oral, diariamente por 30 dias consecutivos, nas
doses 10, 100 e 1000 mg/Kg e distintos parametros comportamentais e fisioldgicos tais
como frequéncias respiratoria e cardiaca, diarréia, lacrimejamento, sialorréia,
ericamento de pelos, peso, mortalidade, peso relativo dos oOrgdos, avaliacdo

macroscopica dos estdbmagos e avaliacdo de parametros sanguineos foram observados.
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Os animais nao apresentaram mudancas comportamentais significativas no
tocante a agitacdo, apatia etc. Igualmente, ndo se detectou alteracGes fisiologicas
comprometendo peso (Tabela 3) e o0s animais ndo apresentaram diarréia,
lacrimejamento, sialorréia e erigamento dos pélos. Como pode ser observado na tabela

3 ndo houve morte de animais e nenhum sintoma toxico foi detectado.

Tabela 3 - Avaliacdo da toxicidade subcronica dos extratos de folhas de Annona
muricata L.

Peso (g)
Tratamentos Mortalidade Dia0 Dia30  Sintomas toxicos
Salina + DMSO 5% 0/7 29,2+ 2,02 30,18 £ 2,52 Nenhum
EE 10 mg/Kg 0/7 28,9+1,88 30,94 + 1,69 Nenhum
EE 100 mg/Kg 0/7 2865+154 30,42+1,34 Nenhum
EE 1000 mg/Kg 0/7 2848+169 31,45+194 Nenhum
EH 10 mg/Kg 0/7 27,41+228 30,08 +3,21 Nenhum
EH 100 mg/Kg 0/7 30,1+2,92 31,88 + 2,67 Nenhum
EH 1000 mg/Kg 0/7 28,61+192 31,34+2]15 Nenhum

Dados apresentados como media + desvio padréo

Apbs realizacdo de necropsia ndo foram visualizadas alteracdes macroscépicas

nos 6rgdos situados nas cavidades abdominal e toréacica dos animais de nenhum grupo.

O efeito do tratamento dos EE e EH de Annona muricata L. por 30 dias sobre o
peso relativo dos 6rgdos dos camundongos estd mostrado na Fig. 11. Ndo foram
observadas diferengas significativas entre os pesos relativos do timo (Fig. 11A), baco

(Fig. 11B) e figado (Fig. 11C) dos animais quando comparados ao controle.
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Figura 11 - Peso relativo do timo (A), baco (B) e figado (C) de camundongos Swiss
tratados com extratos etandlico e hexanico das folhas de Annona muricata L
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A figura 12 mostra fotos dos estdbmagos de camundongos Swiss tratados ou nao
com os EE e EH das folhas de Annona muricata L. N&o foram visualizadas alteragdes
macroscopicas nos estbmagos dos animais tratados com diferentes doses dos EE e EH

quando comparados ao controle (Figura 12).

(A)
(B) (C)
1. 1
2. 2 !
) | ) : |
3 3.

Figura 12 - Avaliagdo macroscopica dos estdmagos de camundongos Swiss tratados
com os EE e EH das folhas de Annona muricata L. (A) Controle (Salina + DMSO
5%); (B) Tratamento com os EE nas concentragdes 10 (B1), 100 (B2) e 1000 (B3)
mg/Kg); (C) Tratamento com os EH nas concentra¢des 10 (C1), 100 (C2) e 1000 (C3)
mg/Kg)

Os parametros séricos usados para avaliar danos hepéticos foram a quantificacao
das atividades das enzimas alanina aminotransferase (ALT) e aspartato
aminotransferase (AST) apresentadas nas figuras 14 e 15 respectivamente.

Os valores médios da atividade de ALT (n=7) para o grupo controle foi 34,92
U/L, para os grupos tratados com EE nas doses 10, 100 e 1000 mg/Kg foram 18,76;
25,87 e 17,71 U/L, respectivamente, enquanto para os grupos tratados com EH, com as

mesmas doses, 0s valores obtidos foram 13,37; 28,24 e 13,25 para as respectivas
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concentragdes (Fig. 13). Os grupos tratados com os EE e EH em todas as doses
estudadas (10, 100 e 1000 mg/Kg) obtiveram niveis seéricos de ALT mais baixos
comparados ao grupo controle, como mostrado na figura 13.

Os valores médios da atividade de AST (n=7) para o grupo controle foi 68,28
U/L e para os grupos tratados com EE nas doses 10, 100 e 1000 mg/Kg foram
encontrados os valores médios de 71,71; 62,42 e 46,28 U/L, respectivamente, enquanto
para os grupos tratados com EH, com as mesmas doses, o0s valores obtidos foram
69,83; 75 e 76,5 U/L para as respectivas concentracdes (Fig. 14). Os niveis séricos
encontrados para AST com EE (10mg/Kg) e EH (100 e 1000 mg/Kg) foram maiores
que os valores do grupo controle 5,0; 9,8 e 12,0% respectivamente.

ALT

50
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30

:
g - ' '

)
g N 1
0

SALINA+ EE10 EE100 EE1000 EH10 EH100 EH1000
DMSO

Atividade ALT (U/L)

Tratamentos

Figura 13 - Atividade da ALT em soro de camundongos Swiss tratados ou ndo com 0s
extratos etandlico (EE) e hexanico (EH) de folhas de Annona muricata L. nas doses 10,
100 e 1000 mg/kg.

- AST
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2

= 100

< 80 T -
S 60
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Tratamentos

Figura 14 - Atividade da AST em soro de camundongos Swiss tratados ou ndo com 0s
extratos etandlico (EE) e hexanico (EH) de folhas de Annona muricata L. nas doses 10,
100 e 1000 mg/kg.
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6.4. Estudo do efeito dos EE e EH das folhas de Annona muricata L. na resposta

imune de camundongos imunizados com ovalbumina por via s.c.

6.4.1. Efeito dos EE e EH das folhas de Annona muricata L. na producdo de
anticorpos anti-OVA (lg totais)

A figura 15 apresenta a cinética da sintese de anticorpos especificos anti-OVA,
ao longo de 42 dias, apos imunizacdo com OVA por via s.c. Para a resposta primaria,
independente dos tratamentos, ndo se detectou por ELISA a presenca de anticorpos anti-
OVA. Apos o primeiro refor¢o (14 dias) houve producéo dos anticorpos anti-OVA em
todos os tratamentos nos dias 21 e 28 apds imunizacdo e em seguida ao segundo reforco
(28 dias) houve aumento na producao de anticorpos em todos 0s tratamentos.

O perfil cinético do grupo imunizado com OVA revelou um aumento com 21
dias superior aos demais grupos e uma queda com 28 dias que apds o segundo reforgo
(28 dias) atingiu valores similares ao do 21°dia mantendo-se ao longo dos 42 dias. Para
0 grupo tratado com levamisol por via oral e imunizado com ovalbumina por via s.c.
(LEV + OVA) detectou-se um aumento de anticorpos com 21 dias que se manteve até
28 dias e apds o segundo reforgo alcancou valores superiores a duas vezes aqueles
detectados com 21 e 28 dias os quais foram mantidos (35 e 42 dias). O perfil cinético
dos grupos tratados com EE (10 e 100 mg/Kg via 0.) e imunizados com OVA via s.c.
(EE 10 + OVA e EE 100 + OVA) revelou comportamentos similares ao do grupo LEV
+ OVA até 35 dias, com menores produc¢des de anticorpos, divergindo com 42 dias em
que o grupo EE 100 + OVA aumenta a producdo de Ig anti-OVA alcangando valor
semelhante ao do grupo LEV + OVA e o grupo EE 10 + OVA mostra uma diminuicéo

na sintese de Ig anti-OVA, com valores préximos aos do grupo OVA.

O perfil cinético dos grupos tratados com EH (10 e 100 mg/Kg via 0.) e
imunizados com OVA via s.c. (EH 10 + OVA e EH 100 + OVA) revelou
comportamentos similares ao do grupo LEV + OVA até 35 dias. Aos 42 dias o grupo
EH 100 + OVA revelou uma producéo de anticorpos idéntica ao do grupo LEV + OVA
e superior a dos grupos OVA e EH 10 + OVA. Apos 35 dias o grupo EH 10 + OVA
apresentou uma diminuicdo nos niveis sericos de Ig anti-OVA mas ainda com producéo

superior a do grupo OVA.
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Figura 15 — (A) Cinética da sintese de anticorpos especificos anti-OVA, ao
longo de 42 dias, apds imunizacdo apenas com OVA por via s.c. (B) Somente
EE nas doses de 10 e 100mg/Kg imunizados com OVA comparados com 0s
controles e (C) Somente EH nas doses de 10 e 100mg/Kg imunizados com OVA
comparados com os controles. Cada ponto (média * desvio padréo) corresponde
a absorbancia obtida a partir dos soros diluidos 5000 vezes analisados pelo
método de ELISA.
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A figura 16 apresenta a cinética da sintese de anticorpos especificos anti-OVA,
ao longo de 42 dias, ap6s imuniza¢do com OVA por via s.c. com ou sem adjuvante de
Freund. Para a resposta priméria até 7 dias, independente dos tratamentos, ndo se
detectou por ELISA a presenca de anticorpos anti-OVA. No entanto, no 14° dia para
todos os grupos imunizados com OVA + ADJ detectou-se producdo de anticorpos. Apos
0 primeiro reforgo (14 dias) houve aumento na produgédo dos anticorpos anti-OVA em
todos os tratamentos e em seguida ao segundo reforco (28 dias) houve aumento na
producdo de anticorpos em todos 0s tratamentos exceto para o grupo OVA + ADJ.

Na figura 16 observa-se que o perfil cinético do grupo imunizado com OVA
revelou um aumento com 21 dias superior aos demais grupos e uma queda com 28 dias
que apds o segundo reforco (28 dias) atingiu valores similares ao do 21° dia mantendo-
se ao longo dos 42 dias. Para o grupo tratado com levamisol por via oral e imunizado
com ovalbumina por via s.c. (LEV + OVA) detectou-se um aumento de anticorpos com
21 dias que se manteve até 28 dias e apds o segundo reforco alcangou valores superiores
a duas vezes aqueles detectados com 21 e 28 dias os quais foram mantidos (35 e 42
dias). A cinética de sintese de Ig anti-OVA para o grupo de animais imunizados com
ovalbumina em adjuvante completo de Freund (OVA + ADJ) revelou sintese de
anticorpos ja aos 14 dias ap6s imunizag&o inicial, atingindo o valor méximo aos 21 dias
e diminuindo a producdo a partir de 28 dias. O perfil cinético dos grupos tratados com
EE (10 e 100 mg/Kg via 0.) e imunizados com OVA e adjuvante de Freund por via s.c.
(EE 10 + OVA +ADJ e EE 100 + OVA +AD)J) revelou comportamentos similares ao do
grupo OVA + ADJ até 21 dias, divergindo aos 28 dias em que a sintese de anticorpos
continua aumentando para os grupos EE 10 + OVA +ADJ e EE 100 + OVA +ADJ e
atinge valor maximo aos 35 dias e esses valores sdo superiores aos valores quantificados
para o grupo OVA + ADJ no mesmo dia. O perfil cinético dos grupos tratados com EH
(10 e 100 mg/Kg via 0.) e imunizados com OVA e adjuvante de Freund via s.c. (EH 10
+ OVA + ADJ e EH 100 + OVA +ADJ) revelou comportamentos similares ao do grupo
OVA + ADJ até 21 dias, divergindo aos 28 dias em que a sintese de anticorpos continua
aumentando para os grupos EH 10 + OVA + ADJ e EH 100 + OVA +ADJ ao longo dos
42 dias. No entanto, os valores quantificados para o grupo EH 100 + ADJ + OVA séo
superiores aos de todos 0s grupos testados. Ademais, quando se compara o grupo EH
100 + ADJ + OVA com os grupos OVA e LEV + OVA verifica-se uma diferenca

significativa (p<0,05) nos dias 35 e 42 respectivamente. Apos 35 dias, os valores
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quantificados para o grupo EH 10 + OVA +ADJ séo superiores aos do grupo OVA +

ADJ.
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Figura 16 — (A) Cinética da sintese de anticorpos especificos anti-OVA, ao
longo de 42 dias, apos imunizagdo com OVA com ou sem adjuvante por via s.c.
(B) Somente EE nas doses de 10 e 100mg/Kg imunizados com OVA + Adj.
comparados com os controles e (C) Somente EH nas doses de 10 e 100mg/Kg
imunizados com OVA + Adj. comparados com os controles. Cada ponto (média
+ desvio padrdo) corresponde a absorbancia obtida a partir dos soros diluidos
5000 vezes analisados pelo método de ELISA.
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6.4.2. Efeito dos EE e EH das folhas de Annona muricata L. na producdo de
anticorpos IgE anti-OVA

A figura 17 apresenta a cinética da sintese de isotipos IgE especificos anti-OVA,
ao longo de 42 dias, apds imunizacdo com OVA por via s.c. Para a resposta primaria
detectou-se titulos de IgE inferiores a 1 para os grupos OVA e EH 10 + OVA e
nenhuma sintese foi detectada para os demais grupos. Apés o primeiro reforco (14 dias)
houve producdo de IgE anti-OVA em todos os tratamentos nos dias 21 e 28 apos
imunizacdo e em seguida ao segundo reforco (28 dias) foi revelado um padrdo de
sintese de IgE diferente entre os grupos avaliados.

O perfil cinético do grupo imunizado com OVA ja apresentou uma producéo de
IgE no 14° dia, superior aos demais grupos, atingindo um pico no 35° dia, quando em
seguida, a producéo de IgE declinou. Para o grupo tratado com levamisol por via oral e
imunizado com ovalbumina por via s.c. (LEV + OVA) detectou-se titulos de IgE apo6s
21 dias sendo alcangcado um pico aos 35 com reducdo aos 42 dias. O perfil cinético
exibido apresentou os menores valores de titulos de IgE quando comparados aos dos
demais tratamentos, exceto para o grupo EE 10 + OVA (28° e 35° dias). O perfil
cinético dos grupos tratados com EE (10 e 100 mg/Kg via 0.) e imunizados com OVA
via s.c. (EE 10 + OVA e EE 100 + OVA) revelou comportamento diferente dos grupos
OVA e LEV + OVA. O grupo EE 10 + OVA aumenta ao longo dos 42 dias
apresentando titulos de IgE menores que os dos demais grupos. Para o grupo EE 100 +

OVA detecta-se sintese de IgE a partir dos 21 dias que se mantém ao cabo dos 42 dias.

O perfil cinético dos grupos tratados com EH (10 e 100 mg/Kg via 0.) e
imunizados com OVA via s.c. (EH 10 + OVA e EH 100 + OVA) revelou
comportamentos similares até 28 dias, quando se diferenciam, com EH 10 + OVA
duplicando o titulo de IgE aos 42 dias ao passo que o grupo EH 100 + OVA manteve-

se constante.
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Figura 17 — (A) Cinética da sintese de IgE sérica anti-OVA em animais
imunizados apenas com OVA por via s.c. (B) Somente EE nas doses de 10 e
100mg/Kg imunizados com OVA comparados com os controles e (C) Somente EH
nas doses de 10 e 100mg/Kg imunizados com OVA comprados com 0s controles.
Cada ponto (média) corresponde aos titulos de IgE sérica anti-OVA, com diluicao
Y.



65

A figura 18 apresenta a cinética da sintese de isétipos de IgE especificos anti-
OVA, ao longo de 42 dias, apds imunizacdo com OVA por via s.c. com ou sem
adjuvante de Freund. Para a resposta primaria j& com 7 dias, todos 0s grupos
imunizados com OVA e adjuvante de Freund apresentaram titulos de IgE superiores a
1 durante os 42 dias.

O grupo imunizado com OVA apresentou uma producédo de IgE somente a partir
do 14° dia, inferior aos grupos imunizados com OVA e adjuvante de Freund, atingindo
um pico no 35° dia, quando em seguida, a producdo de IgE declinou. Para o grupo
tratado com levamisol por via oral e imunizado com ovalbumina por via s.c. (LEV +
OVA) detectou-se titulos de IgE apo6s 21 dias sendo alcangado um pico aos 35 com
reducdo aos 42 dias. A cinética de sintese de IgE anti-OVA para 0 grupo de animais
imunizados com ovalbumina em adjuvante completo de Freund (OVA + ADJ) revelou
sintese de anticorpos ja aos 7 dias ap6s imunizacdo inicial, atingindo o valor maximo
aos 14 dias e a partir de entdo diminuindo os titulos de IgE. O perfil cinético dos grupos
tratados com EE (10 e 100 mg/Kg via 0.) e imunizados com OVA e adjuvante de
Freund por via s.c. (EE 10 + OVA +ADJ e EE 100 + OVA +ADJ) revelou
comportamentos diferentes do grupo OVA + ADJ, diminuindo a producéo de IgE ap6s
21 dias. Para EE 100 +OVA + ADJ, os titulos de IgE foram superiores ou igual a 3 até
28 dias atingindo o titulo 2 no 42° dia. Ja os titulos de IgE para o grupo EE 10 + OVA
+ADJ foram inferiores aqueles de EE 100 + OVA +ADJ até 35° dia, quando voltou a
apresentar titulo superior a 3 no 42° dia, sendo o maior valor de todos os grupos no

mesmao periodo.

O perfil cinético dos grupos tratados com EH (10 e 100 mg/Kg via 0.) e
imunizados com OVA e adjuvante de Freund via s.c. (EH 10 + OVA + ADJ e EH 100 +
OVA +AD)J) revelou comportamentos distintos ao do grupo OVA + ADJ, mas similares
ao do grupo EE10 + OVA + ADJ atingindo um pico da sintese de IgE aos 21 dias
quando comecou a diminuir até 35° dia e voltou a apresentar aumento de titulo de IgE ,

aos 42 dias, alcancando valores superiores a 2.
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Figura 18 — (A) Cinética da sintese de IgE especificos anti-OVA, ao longo de 42
dias, ap6s imunizacdo com OVA com ou sem adjuvante de Freund por via s.c. (B)
Somente EE nas doses de 10 e 100mg/Kg imunizados com OVA + Ad].
comparados com os controles e (C) Somente EH nas doses de 10 e 100mg/Kg
imunizados com OVA + Adj. compardos com os controles. Cada ponto (média)
corresponde aos titulos de IgE sérica anti-OVA, com dilui¢éo %a.
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6.4.3. Avaliacao dos tratamentos com o0s extratos etandlico e hexanico no peso dos

animais e no peso relativo dos érgaos.

A figura 19 apresenta o peso dos animais antes e depois dos tratamentos com 0s
extratos etandlico e hexanico durante o periodo de imunizacdo (42 dias). Os
resultados foram indicativos de que ndo houve perda de peso e as alteracdes detectadas
foram condizentes com o desenvolvimento dos animais, isto é, peso esperado para a

faixa etaria dos mesmos.

Apbs realizacdo de necropsia ndo foram visualizadas alteracdes macroscépicas

nos 6rgdos situados nas cavidades abdominal e toréacica dos animais de nenhum grupo.

O efeito do tratamento dos EE e EH de Annona muricata L. por 42 dias sobre o
peso relativo dos 6rgdos dos camundongos estd mostrado na Fig. 20. Ndo foram
observadas diferencas significativas entre os pesos relativos do timo (Fig. 20A), baco

(Fig. 20B) e figado (Fig. 20C) dos animais quando comparados ao grupo controle.
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Figura 19 - Peso dos animais antes e depois dos tratamentos (42 dias) com 0s extratos

etanolico e hexanico de folhas de gravioleira.
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7. DISCUSSAO

O estudo de atividades terapéuticas de extratos oriundos de plantas tem
despertado grande interesse e tem direcionado para pesquisa envolvendo estudos
quimicos, farmacoldgicos e toxicoldgicos (WAGNER, 2007). Com interesse em
determinar propriedades terapéuticas, os extratos etandlico e hexanico de Annona
muricata L. foram testados, quanto aos seus constituintes fitoquimicos e potencial
antioxidante in vitro, bem como uma possivel toxicidade quando administrados por via

oral e em relacdo ao seu efeito sobre a resposta imunolégica in vivo.

Para a obtencdo dos extratos, foi utilizada a extracdo a frio, com uma etapa
hidrofilica (extracdo com etanol) para separacdo dos compostos mais polares e outra
lipofilica (extracdo com hexanico) para separacao dos demais compostos, mais apolares.
Os estudos fitoquimicos objetivam determinar a presenca de diferentes compostos,
dentre estes 0s metabolitos secundarios. Uma vantagem econémica da maioria das
metodologias de extracdo, tanto de metabolitos primarios, quanto de secundarios, € a
facilidade de obtencdo desses compostos através de processos relativamente simples,
como a destilagdo a vapor ou por extracdo com solventes aquosos ou organicos
(CHAGAS, 2004).

Para a caracterizacdo dos compostos fitoquimicos, os EE e EH foram testados
seguindo metodologia de MATOS (1997). Foi observada a presenca de taninos,
catequinas, saponinas e esteroides no EE e apenas esterdides no EH (Tabelal). Em um
estudo realizado por BAFNA e MISHRA (2006) com extrato metanolico da raiz de
Curculigo orchioides foi determinada a presenca de alcaldides, fendis, taninos,
saponinas e esterdides, basicamente os mesmos fitoquimicos encontrados no presente
estudo. PRADO e colaboradores (2005) determinaram a presenca de polifendis do

extrato aquoso de Camellia sinensis (cha verde) através de diferentes metodologias.

Atualmente existe uma serie de métodos in vitro para avaliacdo da atividade
antioxidante de extratos vegetais, tendo em vista a grande variedade de compostos com
propriedades antioxidantes e a complexidade dos mesmos quanto ao seu modo de

combater os distintos radicais livres. Dentre estes métodos, um dos mais utilizados para
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a determinacdo da atividade antioxidante de extratos de folhas é o ensaio de captura de

radicais livres por 2,2-difenil-1-picrilhidrazina (DPPH) realizado no presente estudo.

O EE apresentou maior atividade antioxidante que o EH (Tabela 2). O EE
apresentou 79,27% quanto ao indice de varredura mostrando ser maior que o EH com
40,44% comparados com o BHT, antioxidante conhecido com 91,90%. Esse maior
efeito pode estar associado as quantidades mais elevadas de metabdlitos secundarios,
tais como taninos, catequinas, saponinas e esteroides, que foram determinadas para esse
extrato. E importante ressaltar que os metabolitos aqui estudados sdo apenas alguns de
muitos outros existentes e que a solubilidade ¢ um fator determinante para o acesso aos
sitios de geracdo e/ou de propagacao dos radicais livres, dependendo da polaridade dos
diferentes extratos, ha uma maior ou menor capacidade dos fitoquimicos em atingir 0s
sitios gerados das espécies radicalares. O resultado obtido para o EE corrobora com
BASKAR e colaboradores (2007) que trabalhando também com o extrato etanolico das
folnas da Annona muricata mostraram que esse extrato apresentava uma potente
atividade antioxidante in vitro, conferindo assim um importante papel na captacdo de
radicais livres e sugerindo um efeito terapéutico do mesmo. Dentre os metabolitos
secundarios evidenciados no EE, os principais responsaveis pela atividade antioxidante
podem ser os taninos e as catequinas. De acordo com MONTEIRO e colaboradores
(2005), os taninos atuam como captadores de radicais livres e também apresentam
atividades antimicrobiana, antiviral, antifungica e antisséptica. Ainda sobre esses
compostos, outros pesquisadores demonstraram a capacidade dos mesmos de ativar
mudancas morfolégicas de macrofagos peritoneais e induzir varias citocinas
antitumorais, como o fator de necrose tumoral (TNF-alfa) e interleucina 1 (IL-1)
(FELDMAN et al, 1999;. EL ABBAOUY!I et al, 2004). As catequinas estdo entre os
flavonoides polifenolicos com maior potencial antioxidante em estudos in vitro (LEE et
al.,, 2003; DREOSTI, 2000). Estes compostos sdo um grupo de moléculas
biologicamente ativas, que tem apresentado larga escala de efeitos in vitro, com
destaque para a 3-galato de (-) epicagalocatequina que tem atividade relacionada a
prevencdo do cancer (DEMEULE et al., 2000) e atividade antioxidante, j& confirmadas
em ché verde (VAYALIL et al., 2004; PRADO et al., 2005; COOPER et al., 2005).

Ap0s estudar a composicdo fitoquimica e atividade antioxidante dos EE e EH de
folhas de gravioleira, foram realizados os ensaios in vivo, comeg¢ando com o0s estudos

toxicoldgicos em camundongos em condigcdes previamente estabelecidas durante 30
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dias. A avaliacdo toxicologica de substancias administradas em organismos vivos pode
envolver a avaliacdo dos efeitos obtidos apds 24 horas da administracdo (toxicidade
aguda) ou apds administracfes em doses repetidas: toxicidade subcrdnica e cronica
(CAMURCA-VASCONCELQOS, 2005). Nesse contexto o estudo de toxicidade
realizado no presente trabalho classifica-se como modelo de toxicidade subcronica de
acordo com a ANVISA atraves da RE n° 90, de 16 de margo de 2004.

Os resultados dos ensaios toxicoldgicos mostraram que os EE e EH de folhas de
Annona muricata L. administrados durante 30 dias ndo causaram nenhuma toxicidade
evidenciada por diferentes parametros (Tabela 3), vale ressaltar que ndo foram
observados mortalidade ou sintomas adversos, nem mudancas nos aspectos
macroscopicos dos 6rgdos linféides (Fig.11) e dos estdmagos (Fig.12) e ndo houve
reducdo de peso em nenhum animal apds a administracdo das 3 doses (10, 100 e
1000mg/Kg) em estudo. Em relacdo aos niveis séricos das enzimas hepaticas ALT e
AST, foram detectados para ALT menores valores que os determinados para o controle
(Fig. 13) e para AST valores comparaveis aos do controle (Fig. 14). Essa diminuicéo
dos niveis séricos de ALT e a manutengdo de AST sdo um bom indicativo do potencial
antioxidante dos extratos. Uma vez que o aumento destas enzimas no sangue €
indicativo de possiveis lesbes hepaticas (GELLA, 1994; LIMA et al, 2001). A AST esta
presente em altas concentracGes em varios o0rgaos, como coragdo, pulmao, rins, baco,
dentre outros; enquanto a ALT por estar mais restrita ao citossol de hepatdcitos é mais
sensivel para indicar lesdo hepatocelular, sendo o grau de aumento dos niveis da ALT
correlacionado ao grau de injdria ao 6rgdo (GELLA, 1994; LIMA et al, 2001). Apos 0s
bons resultados do estudo toxicoldgico, 0s extratos revelaram-se seguros para utilizacdo

nos ensaios para a determinacdo do potencial imunomodulador.

A fim de determinar o efeito desses extratos sobre a resposta imunoldgica, 0s
animais foram imunizados com ovalbumina (OVA) 10 ug por via subcutdnea com ou
sem adjuvante de Freund e tratados ou ndo por via oral com levamisol (10 mg kg™) e os
EE e EH (10 e 100 mg kg™). A ovalbumina é uma proteina de baixo peso molecular,
constitui um antigeno T-dependente, havendo a necessidade de auxilio das células T
antigeno-especificas para a producao da resposta humoral e que, por sua vez, estimula a
sintese de 1gG e de IgE (SCHIJNS, 2002; MESQUITA et al., 2010). No entanto, sabe-se
que antigenos purificados e sollveis, como a ovalbumina, quando injetados sdo

rapidamente degradados e removidos do local da injecéo, induzindo uma resposta imune
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fraca e transitoria (SCHIJNS, 2002). Para resolver esse problema, no experimento
grupos de camundongos foram imunizados com OVA associada ao adjuvante de
Freund. Quando antigenos sollveis sdo associados com adjuvantes oleosos, como 0s
adjuvantes de Freund, as emulsbes ficam retidas no local da injecdo formando um
depdsito de antigeno que é liberado em pequenas quantidades e por um periodo de
tempo mais longo, ocasionando uma ativacdo sustentada das células T e uma
imunidade mais efetiva (COX, COULTER, 1997; HILTON et al., 1997; MARCIANI,
2003).

A fim de determinar possivel efeito imunomodulador dos extratos, escolheu-se
como um imunomodulador quimico ou sintético como padrdo. Os imunomoduladores
quimicos podem ser definidos como substdncias cuja atuacdo sobre o sistema
imunoldgico, em geral, melhora e amplia a atividade de linfocitos T e B. Esses
compostos quimicos podem ser divididos em quatro grupos basicos: imidazolicos,
tidis, compostos sianozaridinicos e analogos de acidos nucléicos (FINGER &
SCHEINBERG, 2002). O levamisol, imunoestimulante de referéncia usado nesse
trabalho é um imidazotiazol com propriedades imunomoduladoras ja descritas e que
vem sendo utilizado nas terapias imunologicas (PURZYC & CALKOSINSKI, 1998).
Em relacdo a sintese de anticorpos totais especificos (anti-OVA), para o grupo LEV +
OVA detectou-se um aumento de anticorpos com 21 dias e apds o segundo reforco
esses valores duplicaram e mostraram-se superior ao do grupo OVA (Fig. 15A). O
levamisol pode estimular a resposta imune afetando a ativacdo e maturagdo das células
dendriticas (CHEN; LIN; CHIANG, 2007), aumentando a producdo de células do
sistema imune, como o0 ndmero absoluto de linfocitos (SOUSA, 1992;
RAYCHAUDHURY et al., 2005). Ao comparar os valores de Ig totais para EE (EE 10
+ OVA) com o do grupo LEV + OVA, estes foram semelhantes até 35 dias, mas com
valores um pouco inferiores, estando mais proximos aos valores do grupo OVA. Ja para
0 grupo EE 100 + OVA, os valores de Ig anti-OVA alcancam valor semelhante ao do
grupo LEV + OVA (Fig. 15B). Com isso, pode-se observar que somente EE 100 mg kg’
! apresentou atividade comparavel ao do levamisol aos 42 dias. Para o EH, ambos os
grupos EH 10 + OVA e EH 100 + OVA apresentaram efeito similar ao do grupo LEV +
OVA até 35 dias (Fig. 15C). Com o grupo EH 100 + OVA apresentando producao de
anticorpos idéntica ao do grupo LEV + OVA e superior a dos grupos OVA e EH 10 +
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OVA aos 42 dias (Fig. 15C). O EH 100 mg kg™ foi o que mais estimulou a resposta
imunologica secundaria.

Para os grupos imunizados com OVA com adjuvante de Freund, os anticorpos
anti-OVA foram detectados a partir dos 14 dias (resposta primaria) e essa producédo
intensificou-se apos os reforcos e ao longo dos dias apds imunizacdo (Fig. 16A). Para o
grupo OVA + ADJ h& um pico com 21 dias e depois se mantém com valores superiores
ao do grupo OVA. Essa antecipacdo da resposta e manutencao dos niveis de anticorpos
deve-se ao proprio efeito do adjuvante, em liberar aos poucos o0 antigeno, agindo como
depdsito. Alguns adjuvantes apresentam a capacidade de modificar a rede de citocinas,
promovendo a regulacdo do sistema imune como um todo, de forma a estimular a
secrecdo de certas citocinas e inibir de outras, bem como estimulando a apresentacéo do
antigeno as células efetoras apropriadas (COX & COULTER, 1997). Os adjuvantes
conferem beneficios como: aumento dos niveis de anticorpos neutralizantes,
interferéncia na afinidade dos anticorpos e influéncia na duragdo da resposta
imune(COX & COULTER, 1997). Ambos os extratos na duas doses testadas,
apresentaram efeito sinérgico com o adjuvante, potencializando a sintese de anticorpos
anti-OVA, na resposta secundaria, nos grupos imunizados com OVA em adjuvante de
Freund (Fig. 16). No entanto, os valores quantificados para o grupo EH 100 + ADJ +
OVA séo superiores aos de todos os grupos testados (Fig. 16C).

A observacao diferencial das respostas imunoldgicas para producdo de isotipos
IgE foi feita usando o teste de PCA. Esse teste apesar de antigo apresenta especificidade
e seletividade bem definidos (OVARY; CALAZZA; KOJIMA, 1975). Para a resposta
primaria detectou-se titulos de IgE inferiores a 1 para os grupos OVA e EH 10 + OVA e
nenhuma sintese foi detectada para os demais grupos (OVA sem adjuvante). Apds o
primeiro reforco (14 dias) houve producdo de IgE anti-OVA em todos os tratamentos
em que os animais foram imunizados somente com OVA (Fig.17). Para o grupo OVA,
foram detectados titulos de IgE ja no 14° dia, superior aos demais grupos, atingindo um
pico no 35° dia (Fig. 17). METCALFE (1985) e RENZ e colaboradores (1993)
relataram a inducdo da sintese de IgE pelo antigeno sozinho (grupo OVA, Fig. 17),
associando ao fato que a ovalbumina, proteina do ovo, é um dos maiores alérgenos
alimentares e que estimula forte producdo de IgE e IgG. O grupo LEV + OVA
apresentou os menores valores de titulos de IgE quando comparados aos dos demais
tratamentos, exceto para o grupo EE 10 + OVA (28° e 35° dias). Em relacéo a sintese de

IgE, os resultados foram favoraveis aos extratos. Os grupos EE 10 + OVA e EE 100 +
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OVA apresentaram titulos de IgE anti-OVA menores ou iguais aos apresentados pelo
grupo OVA, sendo os titulos apresentados pelo grupo EE 10 + OVA menores que 0S
apresentados pelo grupo EE 100 + OVA (Fig. 17B), indicando que esse extrato ndo
estimulou a sintese de IgE anti-OVA. Em relacdo aos grupos EH 10 + OVA e EH 100 +
OVA, os titulos de IgE quantificados foram também similares aos do grupo OVA,
exceto para EH 10 + OVA no 42° dia (Fig. 17C). O fato da no estimulagdo da IgE anti-
OVA foi ainda melhor evidenciado quando se associou a OVA ao CFA, uma vez que na
sintese de Igs totais os extratos em ambas as doses potencializaram a resposta do CFA,
0 que ndo foi o caso da resposta para IgE especifica (Fig. 18). Como pode ser observado
para a sintese de IgE no grupo EH 100 + OVA + ADJ (Fig. 18C), os titulos de IgE
detectados foram menores ou iguais aqueles detectados no grupo OVA+ ADJ. A
inducdo da resposta de IgE antigeno-especifica predispde individuos suscetiveis para
reacOes alérgicas aos componentes das vacinas (MEKORI; METCALFE, 2000;
MARCIANI, 2003).

Vale ainda ressaltar que assim como para os testes toxicoldgicos, apds os 42 dias
de experimento para os EE e EH em ambas as doses testadas, ndo foram observados
mortalidade ou sintomas adversos, nem mudanc¢as nos aspectos macroscopicos e peso
relativo dos 6rgdos linféides (Fig.20) e ndo houve redugdo do peso dos animais (Fig.19)
durante o periodo experimental.

Os tratamentos com 0s extratos etanolico e hexanico estimularam a resposta
imune humoral secundaria. Desses extratos, o EH foi o melhor, pois independente da
concentracdo promoveu uma acdo imunoestimulatoria sobre as imunoglobulinas totais
especificas para OVA. A estimulacdo de uma resposta humoral indica uma possivel
responsividade aumentada de macrofagos e linfocitos T e B, envolvidos na sintese de
anticorpos (SHUKLA et al., 2009).

A atividade imunomoduladora de muitas plantas € atribuida a diferentes
principios ativos presentes em sua constituicdo, assim, pode-se tentar explicar o efeito
imunomodulador dos extratos das folhas de Annona muricata L. pela presenca dos
diferentes fitoquimicos, alguns caracterizados no presente estudo e outros que néo
foram determinados. Segundo SCHENKEL e colaboradores (2007), as saponinas séo
glicosideos de esterdides ou de terpenos policiclicos, derivadas do metabolismo
secundario das plantas, e relacionadas com o sistema de defesa das mesmas, sendo

encontradas nos tecidos mais vulneraveis ao ataque fungico, bacteriano ou predatorio
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dos insetos (WINA et al., 2005), possuindo, assim, acdo antimicrobiana, prevenindo o
crescimento de fungos, podendo ser indicadas como “fitoprotetoras” (PIZARRO, 1999).
As saponinas sdo conhecidas por possuirem a capacidade de estimular a resposta
inflamaté6ria (OLIVEIRA, 2008; MARTINS-RAMOS; BORTOLUZZI; MANTOVANI,
2010), também tem sido relatado com sucesso 0 uso de saponinas como adjuvantes em
vacinas contra leishmaniose canina e murina (SANTOS, 2007) e como agentes
imunoestimulantes (LIU et al., 1995; BAFNA & MISHRA, 2006).

De acordo com BAFNA & MISHRA (2006), o extrato metandlico da rizoma de
Curculigo orchioides teve efeito imunoestimulante em modelos experimentais usando
camundongos imunossuprimidos com ciclofosfamida e como antigenos, hemacias de
carneiro. Houve aumento da resposta imune humoral e celular induzidas por hemaécias
de carneiro. Nesse extrato, os autores caracterizaram também por testes qualitativos,
como no presente estudo, a presenca dos seguintes fitoquimicos: alcaldides, compostos
fenolicos, taninos, saponinas e esterdides. Ainda sobre a presenca dos fitoquimicos e a
associagdo com a imunomodulagdo, CARLOS e colaboradores (2005) determinaram a
presenca de flavonoides, triterpenos, esterdides, &cido galico e catequinas em extratos
metanolico e etandlico de Davilla elliptica St. Hill. e associou esses fitoquimicos ao

potencial imunoestimulante da resposta de macr6fagos murinos.

Os imunoestimulantes podem ser considerados como recursos promissores em
novos protocolos terapéuticos de doencas relacionadas ao sistema imunolégico. Os
extratos de folhas de gravioleira seriam bons candidatos a imunoestimulantes por serem
acessiveis, de facil extracdo, ndo terem apresentado toxicidade, o que viabilizaria seu
uso concomitante com os demais medicamentos para o tratamento da doenca, obtendo

assim uma melhora na resposta.
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8. CONCLUSOES

Os extratos etandlico e hexanico de folhas de Annona muricata L. apresentaram
atividade antioxidante in vitro, sendo o extrato etandlico o de maior potencial,
provavelmente devido a sua composi¢cdo em taninos e catequinas. Esses extratos nédo

apresentam efeitos tdxicos quando administrados por via oral em camundongos.

Os extratos etandlico e hexanico revelaram uma cinética de sintese de anticorpos
distinta. O extrato hexanico em ambas as concentragoes testadas teve efeito estimulante
similar ao levamisol para sintese de imunoglobulinas totais anti-ovalbumina,
potencializou o efeito do adjuvante de Freund na resposta imune secundaria e nao
estimulou a sintese de IgE especifica. Ja o extrato etandlico em ambas as concentracdes
testadas sO apresentou atividade imunoestimulante, na resposta secundaria quando a
ovalbumina estava associada ao adjuvante, bem como também ndo estimulou a sintese

de IgE especifica.
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