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Introducao: A inflamacao é a resposta primaria a uma infeccao ou lesao no organismo
e possui importante papel de remover o material lesivo (ou 0 agente) e promover a
reparacao tecidual. E caracterizada pela liberacdo de uma série de mediadores que
regulam o aumento da permeabilidade vascular e o recrutamento de leucécitos para o
local da lesao (1). Uma das principais células ativadas nesse processo sao 0sS
macroéfagos, os quais sao células residentes que, apés ativados, produzem uma ampla
gama de citocinas, quimiocinas e mediadores quimicos que promovem a inflamacao (2).
O oOxido nitrico (NO) secretado pelos macréfagos é um agente citotéxico pré-inflamatorio
importante que protege o hospedeiro de varios patégenos, inativando e destruindo
agentes infecciosos. Contudo, a producao exacerbada pode lesar células saudaveis
vizinhas, sendo este mecanismo responsavel pela maioria dos processos inflamatdrios e
autoimunes (2). Apesar dos multiplos recursos disponiveis atualmente para o
tratamento de processos inflamatdrios e dolorosos, como acupuntura, técnicas de neuro
estimulacao e bloqueios anestésicos, a terapia farmacoldgica ainda é o grande suporte
para o tratamento dessas condicdes clinicas. No entanto, sempre ha preocupacdes em
relacao aos efeitos adversos que esses farmacos podem gerar, como danos
gastrointestinais, renais e cardiovasculares (3; 4). Os produtos naturais (PNs) sao uma
fonte vidvel de protétipos e possiveis farmacos e vém contribuindo para a prevengao ou
tratamento das mais variadas patologias. A utilizacao de PNs é relevante, pois permite
avaliar atividades farmacoldgicas em extratos padronizados, visando a validar o seu uso
popular e oferecer maior seguranca quanto ao uso terapéutico (5). A espécie Eugenia
mattosii, popularmente conhecida no Brasil como “cerejinha”, pertence a um género
importante da familia Myrtaceae, conhecida pela diversidade de substancias bioativas,
utilizadas na medicina tradicional para curar diferentes tipos de doencas. Varios estudos
ja demonstraram atividade antiparasitaria (6); gastroprotetiva (7); anti-
acetilcolinesterase (8), vasorrelaxante (9); antinociceptiva, antiproliferativa e
antimicoplasmatica (6). Nesse contexto, estudos que esclarecam o papel da E. mattosii
sobre 0s mecanismos envolvidos nos processos inflamatdrios sdo de grande
importancia, visto que esta condicdo esta presente em boa parte das doencas agudas e
cronicas.

Objetivos: O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos in vitro das fracdes de
cloroférmio (FCL) e acetato de etila (FAE) do extrato das folhas de E. mattossi sobre
macréfagos RAW 264.7, além dos compostos pinostrobin e cryptostrobin.

Metodologia: A linhagem de macréfagos murinos RAW 264.7 foi adquirida do Banco de
Células do Rio de Janeiro (BCRJ, Rio de Janeiro, R], Brasil) e mantida em meio DMEM
suplementado 10% de SFB (Soro fetal bovino), 100 pg/L de estreptomicina e 100 IU/mL
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de penicilina a 372C em atmosfera com 5% de CO2. Para avaliar um potencial efeito
citotéxico, a viabilidade celular foi realizada pela técnica de reducao do Sal de
Tetrazolium (MTT). As culturas celulares de RAW 264.7 foram mantidas em estufa a
37°C com 5% de CO2, plagueadas em microplacas de 96 pocos e mantidas a 37°C com
5% de CO2. Apo6s duas horas, 10 pL de FCL, FAE (1, 10 e 100 pg/mL) e pinostrobin e
cryptostrobin (0,1, 1, 10 pug/mL) foram adicionados. Como controle positivo e negativo
de citotoxicidade, foram empregados DMSO a 10% e meio DMEM, respectivamente.
Apds 21 horas de incubacao a 37°C com 5% CO2, foi adicionado 10 uL de MTT (5
mg/mL) e a placa mantida mais trés horas em estufa a 37°C e com 5% CO2. Ao término
desse periodo, o sobrenadante foi retirado, e para a dissolucao dos cristais formados
pela reducdo do MTT foi adicionado 100 uL de DMSO. A densidade 6ptica de cada poco
foi determinada em espectrofotometro de microplacas em 570 nm. Apos 24 horas de
incubacao, os macréfagos foram tratados com FCL, FAE (1, 10 e 100 ug/mL) e
pinostrobin e cryptostrobin (0,1, 1, 10 e 100 pg/mL), juntamente com LPS (1 pg/mL) por
24 horas. Apds esse periodo, o sobrenadante da cultura de macréfagos foi coletado. A
determinacao dos niveis de NO, IL-6 e IL-18 no sobrenadante da cultura de macréfagos
tratados com FCL, FAE (1, 10 e 100 ug/mL) e pinostrobin e cryptostrobin (0,1, 1 e 10
ug/mL) foi mensurado por meio do método de Griess e ELISA. A analise dos dados foi
realizada por meio da variancia com comparacdes multiplas (ANOVA) e, quando
necessario, foram utilizados como pés-teste o Teste de Dunnett. Os dados foram
analisados no programa GraphPad Prism 8®, admitindo como significativamente
estatistico o p <0,05.

Resultados: A fim de certificarmos que essas fracdes e compostos provenientes da E.
mattossi nao sao citotdxicos para macréfagos, o ensaio de viabilidade celular (MTT) foi
realizado. Os resultados obtidos mostram que os tratamentos nao promovem
citotoxicidade em macréfagos murinos RAW 264.7. Em relacao a producao de NO por
essas células, os resultados obtidos demonstram que macréfagos tratados com FCL e
FAE (1, 10 e 100 pug/mL) e os compostos pinostrobin e cryptostrobin (0,1, 1 e 10 pug/mL)
diminuiram a producao de NO. Esses resultados sao importantes para elucidar o efeito
anti-inflamatério, pois durante o processo inflamatério, hd uma estimulacao excessiva
da atividade da NADPH oxidase por citocinas e outros agentes, que leva a expressao da
iNOS. A iNOS sintetiza o NO que tem um papel multifacetado nas reacdes inflamatorias,
desde o0 aumento da vasodilatacdo até a formacao de edema, por meio da regulacao da
atividade dos leucécitos (10). A secrecdo de IL-6 e IL-18 por macréfagos tratados com
FCL e FAE (1, 10 e 100 pg/mL) e os compostos pinostrobin e cryptostrobin (0,1; 1 e 10
ug/mL) também diminuiram. As citocinas IL-18 e IL-6 sao importantes marcadores de
inducao da resposta inflamatdria, associada a infeccao aguda. A diminuicao dos niveis
dessas citocinas é importante para a diminuicao da migracao celular e de producao de
mais citocinas inflamatérias (11).

Consideracoes finais: O estudo de produtos naturais é importante para conhecer o
real potencial terapéutico desses produtos e sua atividade protetora contra doencas
inflamatérias. A E. matosii é uma planta brasileira que apresenta atividades
farmacolégicas pouco documentadas. O presente estudo demonstra resultados
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preliminares da atividade anti-inflamatdria em macréfagos exercida pelas fracdes e
compostos da E. matosii. As perspectivas futuras do estudo incluem avaliar outros
efeitos anti-inflamatorios da planta em funcdes de neutrdfilos.
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