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Resumo

Introdugdo: A Garcinia gardneriana é utilizada na medicina tradicional brasileira para o tratamento de tumores,
inflamac0es e alivio de dores, mas as informagGes cientificas sdo ainda limitadas. Objetivos: Diante do uso popular e o
anseio por efeitos colaterais minimos, o objetivo geral deste estudo foi avaliar as propriedades anti-inflamatérias da G.
gardneriana em modelo de peritonite induzido por lipopolissacarideo (LPS). Métodos: Ratos Wistar foram divididos
aleatoriamente em 3 grupos (n= 5/ grupo): controle, induzido a peritonite e ndo tratado e induzido a peritonite e tratado
com extrato de folhas alcodlico de G. gardneriana a 4%. A peritonite foi induzida por Unica injegdo intraperitoneal de
LPS (1 mg/kg). O tratamento com o extrato foi realizado por gavagem (1 ml), administrado antes e 12h apds a injecdo
do LPS. Os ratos foram eutanasiados apds 24h da inducdo de peritonite. Amostras de sangue foram coletadas para
anadlise plasmatica de histamina, o lavado intraperitoneal para quantificagdo de neutrdfilos e o intestino delgado para
processamento histoldgico, quantificagdo de mastdcitos e imuno-histoquimica da expressdo da proteina Anexina Al
(AnxAl). Resultados: As analises quantitativas indicaram os efeitos anti-inflamatérios do extrato, pela reducdo do
recrutamento de neutrofilos para a cavidade peritoneal e a diminuicdo da quantidade de mastdcitos na lamina propria
do intestino delgado, comparadas aos animais ndo tratados. Ndo houve diferenca estatistica dos niveis de histamina. A
imuno-histoquimica indicou diminuigdo acentuada da expressdo da AnxAl na mucosa intestinal dos animais tratados.
Conclusdo: Nossos dados demonstraram que o extrato alcodlico de G. gardneriana tem forte agdo anti-inflamatdria e
potencial terapéutico para o desenvolvimento de fitoterapicos com propriedades anti-inflamatdrias.

Palavras-chave: Peritonite. Fitoterapicos. Inflamagao.

Abstract

Introduction: Garcinia gardnerianais used in traditional Brazilian medicine for the treatment of tumors, inflammation and
relief of pain, but scientific information is still limited. Objective: In the face of popular use and the desire for minimal
side effects, the general objective of this study was to evaluate the anti-inflammatory properties of G. gardnerianain a
model of lipopolysaccharide-induced peritonitis (LPS). Methods: Wistar rats were randomly divided into 3 groups (n = 5
/ group): control, induced to peritonitis and untreated and induced to peritonitis and treated with 4% alcoholic extract
of G. gardneriana leaves. Peritonitis was induced by single intraperitoneal injection of LPS (1 mg/kg). Treatment with
the extract was performed by gavage (1 ml), given before and 12h after LPS injection. The rats were euthanized 24h
after the peritonitis induction. Blood samples were collected for plasma analysis of histamine, intraperitoneal lavage for
quantification of neutrophils and the small intestine for histological processing for quantification of mast cells, and
immunohistochemical analysis of the expression of Annexin Al (AnxA1l) protein. Results: Quantification analyses
indicated the anti-inflammatory effects of the extract by reducing the recruitment of neutrophils into the peritoneal cavity
and reducing the amount of mast cells in the lamina propria of the small intestine compared to the untreated animals.
There was no statistical difference in the levels of histamine. Immunohistochemical studies indicated a marked decrease
of the AnxAl expression in the intestinal mucosa of the treated animals. Conclusion: Our data demonstrated that the
alcoholic extract of G. gardneriana has a strong anti-inflammatory action and therapeutic potential for the development
of herbal products with anti-inflammatory properties.
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Resumen

Introduccidn: Garcinia gardneriana se utiliza en la medicina tradicional brasilefia para el tratamiento de tumores,
inflamaciones vy alivio del dolor, pero la informacion cientifica ain es limitada. Objetivo: Frente al uso popular y la
busqueda de efectos secundarios minimos, lo objetivo general de este estudio fue evaluar las propiedades
antiinflamatorias de G. gardneriana en un modelo de peritonitis inducido por lipopolisacarido (LPS). Métodos: Se
dividieron aleatoriamente ratas Wistar en 3 grupos (n= 5/grupo): control, inducido a peritonitis y no tratado, e inducido
a peritonitis y tratado con extracto alcohdlico de hojas de G. gardneriana al 4%. La peritonitis fue inducida por una Unica
inyeccién intraperitoneal de LPS (1 mg/kg). El tratamiento con el extracto se realiz6 por gavaje (1 ml), administrado
antes y 12 horas después de la inyeccion de LPS. Las ratas fueron sacrificadas después de 24 horas de la induccién de
peritonitis. Se recopilaron muestras de sangre para el analisis plasmatico de histamina, el lavado intraperitoneal para la
cuantificacion de neutrdfilos y el intestino delgado para el procesamiento histoldgico, la cuantificacion de mastocitos y la
inmunohistoquimica de la expresion de la proteina Anexina Al (AnxAl). Resultados: Los andlisis cuantitativos indicaron
los efectos antiinflamatorios del extracto, mediante la reduccion del reclutamiento de neutrdéfilos en la cavidad peritoneal
y la disminucion de la cantidad de mastocitos en la lamina propia del intestino delgado, en comparacion con los animales
no tratados. No hubo diferencia estadistica en los niveles de histamina. La inmunohistoquimica indicé una disminucién
pronunciada de la expresion de AnxAl en la mucosa intestinal de los animales tratados. Conclusion: Nuestros datos
demostraron que el extracto alcohdlico de G. gardneriana tiene una fuerte accion antiinflamatoria y potencial terapéutico
para el desarrollo de fitoterapéuticos con propiedades antiinflamatorias.

Palabras clave: Peritonitis. Fitoterapéuticos. Inflamacion.

INTRODUCAO

A inflamacdo é uma resposta bioldgica
protetora que envolve vasos sanguineos, células
imunolégicas e mediadores inflamatdriost. Entre as
células inflamatorias, os mastdcitos (MCs) liberam
mediadores  pro-inflamatdrios, por meio da
desgranulacdo, como a histamina, a qual provoca a
vasodilatagdo e consequentemente o extravasamento de
plasma, resultando no acimulo de liquido na regido e
lesao tecidual?.

Contudo, o processo também conta com os
mediadores anti-inflamatorios, entre os quais a proteina
Anexina Al (AnxAl), que mantém o equilibrio da
resposta imunoldgica®4. A AnxA1 foi o primeiro membro
clonado de uma superfamilia de proteinas
estruturalmente relacionadas, denominadas anexinas,
gue apresentam uma sequéncia de 70 a 80 aminoacidos
altamente conservada nos vertebrados, sendo capazes
de se ligarem aos fosfolipidios de membrana de maneira
dependente de cdlcio®>. A AnxAl estd envolvida em
processos celulares presentes no reparo tecidual, como
regulacao da inflamacdo, crescimento celular, migragao
celular, transporte de membrana, proliferacao,
diferenciacdo e apoptose>”.

Atualmente os medicamentos anti-inflamatdrios
disponiveis apresentam efeitos colaterais adversos, que
inibbem o seu uso clinico. Desse modo, ha grande
demanda por novas terapias anti-inflamatorias. Na busca

de novas opcBes terapéuticas que podem causar menos

efeitos colaterais adversos, os compostos naturais tém
sido amplamente estudados®. Entre as plantas brasileiras
com esse potencial, destaca-se a Garcinia gardneriana,
espécie da familia Clusiceae, nativa da Amazonial®!l,
comumente conhecida como bacupari, que tem sido
usada na medicina tradicional brasileira para tratamento
de tumores, inflamagdo do trato urinario, artrite e alivio
da dor!%12, Diferentes estudos mostraram propriedades
anti-inflamatdrias, antiflngicas, antitumorais,
antioxidantes e vasodilatadoras do género Garcinia em
varios modelos experimentais3-18, Contudo as atividades
anti-inflamatorias da G. gardneriana em estudos de
inflamag@o ainda sdo limitadas.

Considerando o uso popular € o anseio de
efeitos colaterais minimos, avaliamos as propriedades
anti-inflamatérias da G. gardneriana em modelo de

peritonite induzido por endotoxina.

OBJETIVOS

Objetivo Geral: avaliar os efeitos anti-
inflamatérios do extrato bruto de G. gardneriana, em
modelo de peritonite induzida com lipopolissacarideo
(LPS).

Objetivos especificos: quantificar neutréfilos no
lavado intraperitoneal; avaliar os mastécitos e analisar a
expressao da proteina anti-inflamatéria AnxAl na

mucosa intestinal; dosar histamina no plasma sanguineo.
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MATERIAL E METODOS
Obtencdo do extrato e selecdao da dosagem

Folhas de Garcinia gardneriana (Planch. &
Triana) Zappi (IAC: 56753) foram coletadas na APTA
regional polo centro norte, Pindorama-SP. O extrato de
G. gardneriana foi obtido por percolagao, com o uso de
20 g de folhas secas e trituradas com 100 mL de alcool
de cereais, resultando no extrato bruto final a 20%.

A dosagem do extrato foi selecionada por meio
de estudos de citotoxicidade /n vitro. Para as avaliagdes
de hemdlise, o alcool foi evaporado e o extrato
resuspendido em solucao glicosilada em diferentes
concentracdes, e adicionado a uma suspensao de
glébulos vermelhos glicosilados, seguido de leitura de
absorbancia no espectrofotémetro. No controle negativo
foi adicionada apenas a solucdo glicosilada e o

detergente triton foi usado no controle positivo.

Animais

Ratas da linhagem Wistar (n =
entre 200g a 250g, foram obtidas da Unidade Didatica e
de Pesquisa Experimental (UDPE) do Centro Universitario
Padre Albino (UNIFIPA) de Catanduva-SP, Brasil. Os
animais foram abrigados sob o ciclo claro/escuro de 12h,

15), pesando

com livre acesso a comida e agua, mantidos em gaiolas
padrao. Os procedimentos experimentais foram
realizados nos Laboratérios de Cirurgia Experimental e
Multidisciplinar da UNIFIPA, apds a aprovacdo pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA-UNIFIPA)
(certificado n° 05/18).

Para a realizacdo dos experimentos as ratas
foram divididas em 3 grupos (n= 5/grupo): Controle (C),
Peritonite induzida por endotoxina (PIE) sem tratamento
e peritonite induzida por endotoxina e tratado com
extrato alcodlico de G. gardneriana a 4% (PIE + G.

gardneriana).

Modelo de peritonite e protocolos de tratamento
A peritonite foi induzida, em dois grupos de
ratas, com solugao de 25 mg de LPS (sorotipo 0127: B8,
Sigma Chemical Co.) diluido em 200 pl de PBS e aplicada
intraperitonealmente (i.p)*. Animais sem manipulagdo
foram usados como grupo controle.
Para avaliacao das atividades anti-inflamatdrias

da G. gardneriana, um dos grupos foi administrado duas

vezes, por gavagem, com o extrato a 4% (1 ml /
gavagem), sendo a primeira administracdo realizada
antes da injecdo do LPS e a segunda 12h depois da
inducdo da peritonite. Apds 24h da injecdo do LPS os
animais foram eutanasiados por dose excessiva de
anestésico inalatorio (isoflurano) para coleta de sangue,
lavado peritoneal e intestino delgado.

Avaliacoes quantitativas e histopatoldgicas

Apds coleta de sangue por puncdo cardiaca, a
pele do abdome foi retirada e adicionados 2 ml de PBS,
intraperitonealmente. O abdome foi massageado
suavemente e uma pequena incisdo foi feita logo abaixo
do externo para aspiracdo cuidadosa do lavado
peritoneal, que foi entdo centrifugado a 1500 RPM
durante 10 minutos. A seguir, o excesso de PBS foi
descartado e o pellet resuspendido em 900 pl de PBS e
100 pl de Turk para quantificacdo das células
inflamatdrias em camara de Neubauer. Os valores foram
obtidos como ndmero de células x 103 ml.

Fragmentos do intestino delgado foram lavados
com PBS, fixados em formol a 4%, processados para
inclusao em parafina e seccionados (3um). Os
mastdcitos (MCs) foram corados pelo Azul de Toluidina a
0,1% e avaliados de acordo com suas caracteristicas
morfoldgicas e estado de ativagdo em intactos (inativos)
e desgranulados (ativos). A quantificacdo dos MCs foi
realizada em 10 imagens por lamina, obtidas pela
objetiva de 40X no microscopio Leica (DM500) do
Laboratoério Multidisciplinar UNIFIPA. As areas de cada
tecido foram obtidas com o auxilio do software Leica
Image Analysis. Os dados foram expressos como média
+ erro padrdo (S.E.M.) do nimero de MCs por mm?2 2021,

Estudo imuno-histoquimico

A expressdo da proteina anti-inflamatoria
AnxAl foi estudada por imuno-histoquimica e
densitometria. Para isso, secgdes (3 um) das diferentes
amostras foram preparadas em laminas gelatinizadas,
desparafinizadas, reidratadas e, apds a recuperagao
antigénica (tampdo citrato pH 6,0 a 96° C, durante 10
minutos) e o bloqueio com metanol, as seccoes foram
lavadas em PBS e incubadas overnightem camara Umida
a 4° C com o anticorpo primario policlonal rabbit anti-
AnxA1 (1:2000; Abcam) diluido em BSA a 1%. No dia
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seguinte, foram incubadas com o anticorpo secundario
biotinilado (kit Zymed Invitrogen), e a seguir, em
substrato  diaminobenzidina (DAB) (kit Zymed
Invitrogen) para revelagdo. Apos, as secgbes foram
contracoradas com Hematoxilina.

Para as andlises densitométricas, laminas de
todos os grupos foram usadas e 20 pontos distintos do
epitélio e da lamina prépria da mucosa intestinal, por
ldmina, foram avaliados para obtencdo da média
relacionada a intensidade da imunomarcacao. Os valores
foram obtidos como unidades arbitrarias (de 0 a 255)
pelo programa analisador de imagem Leica Image

Analysis 2021,

Analises do plasma sanguineo

0 sangue foi coletado por puncdo cardiaca em
seringas heparinizadas, as aliquotas foram centrifugadas
por 15 minutos a 3.000 RPM e o plasma congelado a -
70° C para posterior dosagem da histamina, que foram
realizadas por ELISA, com kits comercialmente
disponiveis e de acordo com as instrugGes do fabricante.
Os dados foram expressos como média + S.E.M. de ng

de proteinas/ml.

Analises estatisticas

Os resultados obtidos foram submetidos
previamente a anadlise descritiva e determinacdo da
normalidade. Para distribuicdo normal foi usada a Analise
de Variancia (ANOVA), seguida do teste de Bonferroni.
Todos os valores obtidos foram expressos como média
+ S.E.M. e os valores de P menores que 0,05 foram

considerados estatisticamente significantes.

RESULTADOS

A andlise de leucdcitos do lavado peritoneal
(Figura 1) indicou grande influxo de neutrdfilos (p<0,01)
nos animais induzidos a peritonite e ndo tratados,
comparado ao controle. Contudo, nos animais tratados
com o extrato de G. gardneriana ocorreu redugdo do
influxo de neutrodfilos (p<0,05) em relagdo ao grupo sem

tratamento.

Figura 1 - Quantificagdo de neutrdfilos no lavado peritoneal
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Grupos Controle, Peritonite induzida por endotoxica sem tratamento
(PIE) e peritonite induzida por endotoxina e tratado com extrato alcodlico
de G. gardneriana a 4% (PIE + G. gardneriana). Os dados estdo
representados como média + erro padrdo (S.E.M.) do numero de
neutréfilos X 10° ml) (n= 5/ grupo).

Nas avaliagbes histopatologicas da mucosa
intestinal (Figura 2), os MCs foram identificados na
ldmina  propria, pela presenca de granulos
metacromaticos no citoplasma e considerados intactos,
quando as células mostraram contornos bem definidos
(Figura 2C) e desgranulados (Figura 2D) quando os
granulos foram observados dispersos ao redor. A
quantificacdo indicou aumento significante (p<0,01) dos
MCs, intactos (Figura 2A) e desgranulados (Figura 2B)
no grupo peritonite sem tratamento em comparag@o com
o controle. A administracdo do extrato de G. gardneriana

reduziu essas células (p<0,05).

Figura 2 - Quantificagdo dos mastdcitos na lamina prépria do intestino
delgado
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Mastdcitos (MCs) totais (A) e desgranulados (B). Detalhes das
caracteristicas histopatoldgicas das células intactas (C) e desgranuladas
(D). Coloragdo Azul de Toluidina. Grupos Controle, Peritonite induzida por
endotoxica sem tratamento (PIE) e peritonite induzida por endotoxina e
tratado com extrato alcodlico de G. gardneriana a 4% (PIE + G.
gardneriana). Os dados estdo representados como média + erro padrdo
(S.E.M.) do nimero de MCs por mm?2. (n= 5/ grupo).

As analises do plasma sanguineo indicaram que
nao houve diferenca significante entre os grupos para a
histamina (Figura 3).
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Figura 3 - Niveis de histamina no plasma sanguineo
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Os dados sdo representados como média + erro padrdo da média
(S.E.M).

Os estudos imuno-histoquimicos mostraram
expressao da proteina AnxA1 no epitélio e Idmina propria
da mucosa intestinal (Figura 4). O padrdo de expressao
foi semelhante nos grupos controle (Figura 4A) e
peritonite tratado com extrato de G. gardneriana (Figura
4C). Diferentemente, foi observado aumento da
expressdo da proteina nos animais ndo tratados.

As andlises densitométricas da expressdo da
AnxAl1 foi analisada no epitélio (Figura 4D) e na lamina
propria (Figura 4E) da mucosa intestinal. A
especificidade da imunomarcagao foi comprovada pelo
controle de reacdo (Figura 4F). Essas analises
corroboram as observacGes histologicas e indicaram
aumento na expressao da proteina no grupo ndo tratado,
no tecido epitelial (p<0,05), e redugdo da expressao
apds tratamento no epitélio (p<0,01) e na ldmina propria
(p<0,05).

Figura 4 - Expressdo da AnxAl na mucosa intestinal
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Expressdo da AnxA1 no epitélio e lamina prépria dos grupos Controle (A),
Peritonite induzida por endotoxica sem tratamento (PIE) (B) e peritonite
induzida por endotoxina e tratado com extrato alcodlico de G.
gardneriana a 4% (PIE + G. gardneriana) (C). A imunomarcagdo é
aumentada no grupo ndo tratado (B). Contra-coloracdo: Hematoxilina.
Barras 50pum. Auséncia de imunorreatividade no controle de reagdo (F).
Analises densitométricas. No epitélio (D) e lamina propria (E). Os
dados sdo representados como média + erro padrdo da média (S.E.M)

DISCUSSAO

No Brasil, a utilizacdo de plantas medicinais no
tratamento de diferentes condicdes clinicas é uma
pratica comum: e, atualmente, alguns medicamentos
fitoterapicos estdo disponiveis na rede farmacéutica e
nas instituicbes de salde?*?3, o que estimula o
desenvolvimento de novas investigagGes sobre a eficacia
de fitoterdpicos como alternativas terapéuticas ou
adjuvantes no tratamento de diferentes doencas. As
espécies de Garciniavém sendo estudadas em diferentes
condicoes inflamatorias e diversas infecgdes em modelos
animais e apresentam algumas propriedades bioldgicas
interessantes como atividades antiflngicas, anti-
inflamatorias, antitumorais, antioxidantes e
vasodilatadoras!1517.24, No presente estudo, avaliamos
as propriedades anti-inflamatorias de G. gardneriana em
modelo de peritonite induzida por LPS, para justificar seu
uso na medicina popular.

O LPS liga-se a receptores Toll-like (TLR4)
presentes em células epiteliais e fagocitarias e promove
a producdo de citocinas pré-inflamatdrias e migragdo de
leucdcitos?®>. No nosso estudo, a administracdo da
endotoxina induziu intensa resposta inflamatéria com
influxo de leucdcitos, especialmente  células
mononucleares e neutréfilos na cavidade peritoneal.
Entretanto, o tratamento com o extrato de G
gardneriana reduziu significativamente a resposta
inflamatdria. O efeito protetor de fitoterapicos no modelo
de peritonite também foi demonstrado em outras
investigacbes?®?’, reforcando a potencialidade de
aplicacdo de ervas medicinais na inflamagdo. A G.
gardneriana é rica em metabolitos secundarios, entre os
quais xantonas, esteroides, triterpenos e flavonoides que
tém sido associados a efeitos farmacolégicos como
atividades anti-inflamatorias, antinociceptivas,
antibacterianas e antiparasitarias!'. Em especial, o
composto fukugetina encontrado na G. gardneriana
apresentou importante atividade anti-inflamatdria no
edema de pata de camundongo induzido por
carragenina®®,

As andlises também indicaram diminuicdo no
nimero de mastocitos intactos e desgranulados na
mucosa intestinal na lamina propria do intestino, no
grupo tratado, mostrando o papel anti-inflamatério do

extrato de G. gardneriana também em células de defesa
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do tecido conjuntivo. O contetdo dos granulos dos MCs
pode ser liberado por meio da ativacao com ligacao da
IgE aos receptores FceR, mas também, por outros
mecanismos como ativacao dos receptores to/l-like por
produtos microbianos229:30,

De maneira interessante, nas dosagens de
histamina, nossos dados ndao mostraram valores
significativamente diferentes entre os grupos. Isto pode
estar relacionado ao momento de coleta do sangue, apos
24h da inducdo da peritonite, pois a liberacao de
histamina pelos MCs provavelmente ocorreu nas
primeiras horas da aplicacdo do LPS conforme observado
no trabalho de Seeley et al.3!.

Na sequéncia do trabalho, estudamos a
expressao da proteina anti-inflamatéria AnxAl na
mucosa intestinal, e as andlises mostraram aumento na
expressao da proteina no grupo induzido pelo LPS. Esse
resultado era esperado, visto a AnxAl ser um potente
mediador anti-inflamatério enddgeno e exdgeno®’.
Investigagdes /n vivo e in vitro indicaram que a AnxAl
promove fechamento de lesGes provocadas em epitélio
intestinal®233, Ferlazzo et al.3* observaram que, em
cultivo de macréfagos com lipopolissacarideo (LPS), o
tratamento com o peptideo mimético da AnxA1 induziu
liberagdo de IL-10 de modo dose dependente,
evidenciando que, parte da mediacao anti-inflamatdria
da AnxA1 é devida ao estimulo da expressdo de IL-10.

Contudo, no grupo tratado com o extrato de G.
gardneriana os niveis de expressdao da proteina sdo
semelhantes ao do grupo controle. Esses resultados
apontam que os efeitos anti-inflamatorios observados
pela administracdo do extrato ocorrem de maneira

independente da AnxAl.

CONCLUSAO

Os dados do estudo evidenciam os efeitos anti-
inflamatodrios do extrato alcodlico de G. gardneirana em
modelo de peritonite. O tratamento reduziu o influxo de
neutréfilos para a cavidade peritoneal, diminuiu o
numero de mastdcitos intactos e desgranulados na
ldmina prépria da mucosa intestinal. A reducdo da
proteina anti-inflamatoria AnxA1, na mucosa do intestino
delgado, com a administracdo do extrato indica que o
tratamento atua de maneira independente desse

mediador. Em conjunto esses dados revelam a

potencialidade terapéutica do extrato de G. gardneriana
para o desenvolvimento de medicamentos anti-

inflamatorios.
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