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RESUMO 

 

A proteína anti-inflamatória Anexina A1 (AnxA1) e o extrato da Garcinia brasiliensis 

têm mostrado resultados positivos em diferentes contextos de inflamações. Diante 

disso e da grande incidência da doença pulmonar obstrutiva crônica (DPOC), o 

objetivo desta investigação foi avaliar os efeitos da administração do peptídeo 

mimético da AnxA1, Ac2-26, e do extrato alcoólico da G. brasiliensis em modelo de 

DPOC. O extrato de G. brasiliensis foi submetido a análises fitoquímicas, 

microbiológicas e de citotoxicidade para escolha da concentração de uso adequada. 

As análises de padronização do extrato indicaram presença de tanino, glicosídeos 

flavanoídios e alcaloides e ausência de glicosídeos saponínicos. O extrato mostrou 

baixa toxicidade nas concentrações de 4%, 6% e 8% em testes de hemólise e in ovo. 

Ainda, indicou inibição de E. coli, Klebsiella, Proteus, Salmonella e Shigella. Para o 

desenvolvimento da DPOC, ratos (machos e fêmeas, Wistar) foram expostos à 

fumaça da queima de 10 cigarros comerciais, 2x/dia, por 8 semanas, em aparelho 

próprio para exposição ao fumo. Animais dos grupos tratados foram administrados via 

intraperitoneal com o Ac2-26 (1mg/Kg) e outros com solução de extrato da G. 

brasiliensis (4%), por gavagem, 3x/semana. Os grupos controles foram mantidos no 

mesmo regime, mas na ausência da fumaça do cigarro. Peso e pressão sanguínea 

arterial foram avaliados no início e no término do protocolo de exposição. Ao final do 

experimento, foram realizadas análises das imagens de raios X e estudos da 

ventilação pulmonar (pletismografia). Após eutanásia por dose excessiva de 

anestésico, sangue, lavado broncoalveolar (LBA), pulmões e traqueia foram 

coletados. As células inflamatórias do LBA foram quantificadas em câmara de 

Neubauer. As expressões das proteínas AnxA1, e ciclo-oxigenase-2 (COX-2), 

receptores de peptídeos formilados (FPR1 e FPR2) e metaloproteinases de matriz 

(MMP2 e MMP9) foram estudadas por imuno-histoquímica nos tecidos, enquanto os 

macrófagos foram quantificados por imunofluorescência. As expressões de AnxA1, 

também foram analisadas no sobrenadante do macerado pulmonar por Western 

blotting. A hemoglobina foi avaliada no sangue total e as citocinas interleucina (IL)-1β, 

IL-6, fator de necrose tumoral (TNF)-α e proteína quimioatractante para monócitos 

(MCP)-1 foram quantificadas no plasma sanguíneo e no sobrenadante pulmonar, pelo 

LUMINEX xMAP MAGPIX. Os ratos machos e fêmeas expostos ao fumo sem 



 

 

tratamento apresentaram reduções macroscópicas das dimensões pulmonares por 

imagens de raio-X, aumento de frequência, volume e ventilação pulmonares, bem 

como da concentração de hemoglobina comparados aos ratos tratados e controles. 

Nas análises do LBA, foi observada maior quantidade de linfócitos e macrófagos no 

grupo exposto à fumaça sem tratamento, comparado à redução significante dessas 

células nos grupos tratados. Nas avaliações morfológicas, maiores espaços intra-

alveolares ocorreram no pulmão dos ratos expostos à fumaça do cigarro comparados 

aos grupos controle e tratados. Nos pulmões também foi observado aumento de 

macrófagos nos animais não tratados, comparados aos demais. Os estudos imuno-

histoquímicos revelaram aumento significante da expressão das proteínas analisadas 

nos animais expostos sem tratamento, com redução de AnxA1 e MMP-2 após os 

tratamentos. Entretanto, nos grupos tratados com o peptídeo Ac2-26 ocorreu aumento 

de FPR1 e FPR2 comparados ao não tratados. Nas dosagens das citocinas, foram 

observados aumentos significantes de IL-1β, TNF-α e MCP-1 nos animais expostos à 

fumaça do cigarro, com redução após os tratamentos, bem como aumento de IL-10 

nos animais que receberam tratamento com o peptídeo e extrato vegetal comparado 

aos animais não tratados. Nas fêmeas, de modo geral, o processo inflamatório foi mais 

exacerbado e a reversão dos danos menos pronunciada após os tratamentos. 

Associados, nossos dados mostram que a administração do peptídeo mimético Ac2-

26 da AnxA1 e do extrato vegetal da G. brasilisensis promoveu efeitos anti-

inflamatórios protetores contra o desenvolvimento da DPOC no modelo proposto. 

PALAVRAS-CHAVE: Tabagismo, Anexina, Fitoterápico, Inflamação, DPOC. 

  



 

 

ABSTRACT  

The anti-inflammatory protein Anexin A1 (AnxA1) and the extract of Garcinia 

brasiliensis have shown positive results in different contexts of inflammation. Given 

this and the high incidence of chronic obstructive pulmonary disease (COPD), the 

objective of this investigation was to evaluate the effects of administering the AnxA1 

mimetic peptide, Ac2-26, and the alcoholic extract of the leaves of G. brasiliensis in a 

COPD model. The extract of G. brasiliensis was submitted to phytochemical, 

microbiological and cytotoxicity analyses to choose the appropriate concentration for 

use. The standardization analyses indicated the presence of tannins, flavanoid and 

alkaloids glycosides and absence of saponin glycosides. The extract showed low 

toxicity at concentrations of 4%, 6% and 8% in hemolysis and in ovo tests. Besides, it 

indicated inhibition of E. coli, Klebsiella, Proteus, Salmonella and Shigella. For the 

development of COPD, rats (male and female, Wistar) were exposed to smoke of 10 

commercial cigarettes, 2x / day, for 8 weeks, in a device for smoke exposure. Animals 

in the treated groups were administered intraperitoneally with Ac2-26 (1mg / Kg) and 

others with solution of G. brasiliensis extract, by gavage, 3x / week. Control groups 

were maintained in the same regime, but in the absence of cigarette smoke. Arterial 

blood pressure and weight were assessed at the beginning and at the end of the 

exposure protocol. At the end of the experiment, analyses of X-ray images and studies 

of pulmonary ventilation (plethysmography) were performed. After euthanasia due to 

an overdose of anesthetic, blood, bronchoalveolar lavage (BAL), lungs and trachea 

were collected. Inflammatory BAL cells were quantified in a Neubauer chamber. The 

expressions of AnxA1, and cyclooxygenase-2 (COX-2), formylated peptide receptors-

1 and 2 (FPR1 and FPR2) and matrix metalloproteinase (MMP2 and MMP9) were 

studied by immuno -histochemistry in tissues, while macrophages were quantified by 

immunofluorescence. AnxA1expression was also analyzed in the pulmonary macerate 

supernatant by Western blotting. Hemoglobin was evaluated in whole blood and the 

cytokines interleukin (IL)-1β, IL-6, tumor necrosis factor (TNF)-α and Monocyte 

Chemoattractant Protein (MCP)-1were quantified in blood plasma and pulmonary 

supernatant, by LUMINEX xMAP MAGPIX. Untreated-exposed-to-smoke rats showed 

macroscopic reductions in lung dimensions by X-ray images, increased pulmonary 

frequency, volume and ventilation, as well as hemoglobin concentration compared to 



 

 

treated and control rats. In the BAL analyses, a greater amount of lymphocytes and 

macrophages was observed in the untreated-exposed-to-smoke group, compared to 

the significant reduction of these cells in the treated groups. In morphological 

evaluations, larger intra-alveolar spaces occurred in the lungs of rats exposed to 

cigarette smoke compared to the control and treated groups. In lung tissues, an 

increase in macrophages was also observed in untreated animals, compared to the 

others. Immunohistochemical studies revealed a significant increase in the expression 

of the proteins analyzed in animals exposed to smoke without treatment, with a 

reduction in AnxA1 and MMPs after treatments. However, in the groups treated with 

the Ac2-26 peptide, there was an increase in FPR1 and FPR2 compared to untreated 

ones. In cytokine measurements, significant increases in cytokine IL-1β, TNF-α and 

MCP-1 were observed in animals exposed to cigarette smoke, with reduction after 

treatments, as well as an increase in IL-10 in animals that received treatment with 

peptides and plant extract compared to untreated animals. In females, in general, the 

inflammatory process was more exacerbated and the reversal of the damage was less 

pronounced after treatments. Taken together, our data showed that the administration 

of the AnxA1 mimetic peptide Ac2-26 and of the G. brasilisensis leaves extract 

promoted protective anti-inflammatory effects against the development of COPD in the 

proposed model. 

KEYWORDS: Smoking, Annexin, Phytotherapic, inflammation, COPD. 
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1. INTRODUÇÃO  

1.1. DPOC e tratamentos 

1.1.1. Doença pulmonar obstrutiva crônica (DPOC) 

O vício tabagista é um importante problema de saúde mundial e mesmo pessoas 

não tabagistas, que convivem com a fumaça produzida por fumantes, sofrem os danos 

causados por esta exposição. A infuência da fumaça do cigarro pode levar à 

alterações pulmonares, bem como pode ser prejudicial para todo o organismo, com 

efeito citotóxico de irritação local, como no nariz e também na pele, como 

envelhecimento precoce, dermatite atópica, degeneração do tecido conjuntivo com a 

participação de metaloproteinases (MMPs) como MMP-1 e MMP-3 (STRZELAK et al., 

2018). Em especial, o tabagismo predispõe, à doença pulmonar obstrutiva crônica 

(DPOC), uma grave condição de saúde caracterizada pela limitação progressiva do 

fluxo de ar e que apresenta estimativa de ser a terceira causa de morte em 2020 (Pan 

American Health Organization and World Health Organization: concerns regarding 

tobacco use, 2012; CARAMORI et al., 2014).  

A DPOC é causada por processo inflamatório induzido pela inalação de 

partículas e gases nocivos, o que leva a mudanças estruturais nas vias respiratórias 

e alvéolos. Diferentes células inflamatórias como macrófagos, neutrófilos e linfócitos 

participam do processo da doença (Figura 1), sendo responsáveis pela liberação de 

vários mediadores químicos como o fator de necrose tumoral (TNF)α, o interferon 

(IFN)γ e as interleucinas (IL)-1β, IL-6, IL8 (CCLX8), IL17 e IL18, que a longo prazo e 

pelo desequilíbrio da resposta imune, causam danos teciduais e levam ao declínio da 

função pulmonar (RABE et al., 2007; SARIR et al., 2008; CARAMORI et al., 2014, 

STRZELAK et al., 2018). 

A influência da exposição à fumaça do cigarro em ratos é um modelo de DPOC 

simples e usado na literatura para estudar os efeitos adversos do tabagismo e 

possibilidades de tratamento das enfermidades causadas por esse hábito (GENG et 

al., 2013; KOZMA et al., 2014). Embora difiram no tipo e quantidade de cigarros e 

tempo de exposição, estudos têm sido realizados para induzir a DPOC em ratos 

expostos ao fumo (WRIGHT; COSIO; CHURG, 2008; ZHENG et al., 2009; GENG et 

al., 2013; ZHOU et al., 2013). Desse modo, o modelo de tabagismo é útil na 
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compreensão dos processos fisiopatológicos envolvidos na DPOC e no 

desenvolvimento de novas estratégias de tratamento.  

 

 Figura 1 - Papel das células inflamatórias em um perfil de exposição à fumaça do 

cigarro ou outros componentes irritantes.  

 

Fonte: (Adaptado de WANG et al., 2018) 

 

Como os mecanismos inflamatórios induzidos pelo fumo estão relacionados ao 

desenvolvimento das diferentes condições clínicas da DPOC, uma das possibilidades 

de tratamento é a terapia anti-inflamatória (ARYAL; DIAZ-GUZMAN; MANNINO, 

2014). Entre os mediadores anti-inflamatórios, a proteína endógena Anexina A1 

(AnxA1), o primeiro membro caracterizado da superfamília das anexinas (LIM; 

PERVAIZ, 2007; PERRETTI; D'ACQUISTO, 2009), pode representar uma terapia 
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alternativa para o tratamento da DPOC. Outras terapias promissoras são as baseadas 

em plantas medicinais que apresentam componentes fitoativos importantes no 

combate da inflamação, como a Garcinia brasilensis (SANTA-CECÍLIA et al., 2011; 

SARONI ARWA et al., 2015, ESPIRITO SANTO et al., 2020). 

 

1.1.2.  Proteína anexina a1 

Estruturalmente, as anexinas compreendem dois domínios, uma pequena 

região N-terminal, que varia em comprimento e composição e um domínio central 

altamente conservado (Figura 2). O domínio N-terminal é único para cada membro da 

superfamília, confere as atividades e funções específicas das anexinas e contém sítios 

para processos pós-traducionais, tais como, fosforilação, glicosilação e proteólise 

(PERRETTI; FLOWER, 2004; SOLITO et al., 2006; PERRETTI; D'ACQUISTO, 2009; 

D'ACUNTO et al., 2014; GOBETTI; COORAY, 2016; GREWAL et al., 2016). 

Figura 2- Estrutura da proteína anexina A1 (AnxA1). A: Representação esquemática 

da estrutura primária da AnxA1, com destaque do sítio ativo anti-inflamatório (peptídeo 

Ac2-26). B: Ilustração do arranjo tridimensional da proteína. 

 

Fonte: RESCHER; GERKE, 2004. 

A AnxA1 exibe sítios de ligação ao cálcio e aos fosfolipídios de membrana e 

está envolvida na inibição das sínteses de eicosanoides e fosfolipase A2, induzidas 

por glicocorticoides (D'ACQUISTO; PERRETTI; FLOWER, 2008). Após a descoberta 

que atividade da AnxA1 poderia ser reproduzida pelos primeiros aminoácidos da N-

terminal da proteína (peptídeo Ac2-26), tornou-se uma prática comum o uso dessas 

moléculas em modelos experimentais de inflamação (SOLITO et al., 2003; GIROL et 

al., 2013). Estudos indicam que o receptor de peptídio formilados 2 (FPR2) está 

presente nas células epiteliais e inflamatórias do pulmão e é importante na resolução 

da DPOC, podendo ser modulado pela AnxA1 e outros agonistas como amiloide sérica 
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A e lipoxina A4 (BOZINOVSKI; ANTHONY; VLAHOS, 2014; CORMINBOEUF; 

LEROY, 2015, HAN et al., 2020).  

Em modelo de fibrose induzida por bleomicina em ratos nocautes para a AnxA1, 

a ausência da proteína endógena exacerbou o processo inflamatório e o índice de 

fibrose, atenuado pela administração do peptídeo mimético Ac2-26 (DAMAZO et al., 

2011). O tratamento com o Ac2-26 também apresentou efeito protetor na 

isquemia/reperfusão intestinal por atenuação da migração de leucócitos para o 

pulmão e indução da liberação da citocina anti-inflamatória IL-10 para o plasma 

sanguíneo (GUIDO et al., 2013). Na endotoxemia pulmonar induzida por 

lipopolissacarídeo (LPS) em ratos, a administração do Ac2-26 inibiu a migração de 

leucócitos e a liberação de citocina pró-inflamatória nos espaços alveolares (DA 

CUNHA; OLIANI; DAMAZO, 2012). 

Uma investigação anterior do nosso grupo de pesquisa demonstrou os efeitos 

protetores da administração do Ac2-26 em modelo de tabagismo em ratas, por 5 

semanas, com manutenção das condições fisiológicas e bioquímicas semelhantes aos 

animais controles, preservação dos aspectos histológicos normais de traqueia e 

pulmões, atenuação do influxo de células inflamatórias e redução dos níveis de 

mediadores inflamatórios e das expressões da AnxA1, ciclo-oxigenase-2 (COX-2) e 

metaloproteinase de matriz (MMP-9) nos animais tratados com o peptídeo 

(POSSEBON et al., 2018). Contudo, o estudo foi realizado em um período que pode 

ser considerado agudo para o processo inflamatório pulmonar e com a utilização 

apenas de fêmeas. Diante disso e dos resultados promissores encontrados, houve 

interesse de aprofundamento dessa investigação, com aumento do período de 

exposição e consequentemente tratamento com o Ac2-26, em machos e fêmeas.  

Outro aspecto interessante a ser considerado é que a expressão da AnxA1 pode 

ser modulada pela administração de fitoterápicos. Na sepse induzida em ratos, o 

tratamento com Xuebijing (XBJ), medicamento comumente usado na medicina 

chinesa, composto por extratos de cinco diferentes plantas medicinais (Carthamus 

tinctorius, Paeoniae radix, Salvia divinorum, Angelica sinensis e Ligusticum wallichii 

Franchet) promoveu efeitos anti-inflamatórios pela diminuição da liberação de 

citocinas e infiltrado inflamatório, correlacionado ao aumento na expressão de AnxA1 

nos neutrófilos e pulmões (HE et al., 2013). Além disso, em estudos com cultura de 

células tumorais de pulmão, outros pesquisadores relataram que a atividade anti-
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inflamatória da Cammelia sinenses (chá verde) é mediada pela superexpressão da 

AnxA1 e redução na expressão da COX-2 e prostagladina 2 (LU et al., 2012; SEIDEL 

et al., 2012). 

 

1.1.3. Garcinia brasiliensis 

 

Entre as plantas brasileiras com potencial terapêutico promissor, destacamos o 

Gênero Garcinia da família Guttiferae (Clusiaceae), típica da região amazônica, mas 

também encontrada em diversos estados brasileiros (Figura 3) (AMPOFO; 

WATERMAN, 1986; SARONI ARWA et al., 2015). As espécies de Garcinia vêm sendo 

estudadas em diferentes condições inflamatórias e diversas infecções em modelos 

animais e apresentam algumas propriedades biológicas interessantes como 

atividades antifúngicas, anti-inflamatórias, antitumorais, antioxidantes e 

vasodilatadoras (GOPALAKRISHNAN et al., 1997; CRUZ et al., 2006; CASTARDO et 

al., 2008; OTUKI et al., 2011).  

 

Figura 3 - Compostos identificados em extratos de folhas e ramos de Garcinia 

brasiliensis: procianidina (1), garcinol (2), fukugetina (3), ácido gálico (4), 

amentoflavona (5) e podocarpusflavona (6). 

 

Fonte: Modificado de SARONI ARWA et al., 2015. 

 

Em especial, vários pesquisadores têm investigado os compostos fitoquímicos 

presentes em extratos de G. brasilenses, também conhecida por Rheedia brasiliensis 
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(BOTTA et al., 1984) e popularmente chamada de bacupari. Em extratos etanólicos 

de ramos e folhas desta planta foram encontradas quantidades significativas de 

compostos fenólicos totais e flavonoides, especialmente nas folhas (SARONI ARWA 

et al., 2015). Dos extratos etanólicos de folhas também foi isolado o lupeol (CORRÊA 

et al., 2008). As benzofenonas polipreniladas, 7-epiclusianona e glutiferona A, foram 

obtidas de extratos etanólicos de frutas e sementes de G. brasiliensis (MARTINS et 

al., 2011). Estudos mostram que as benzofenonas polipreniladas exibem propriedades 

anti-inflamatórias e antitumorais (YAMAGUCHI et al., 2000; PAN et al., 2001; 

PRABHAKAR et al., 2006). 

 Outros fitoquímicos como os biflavonoides, volkensiflavona e fukugetina foram 

encontrados em extratos de raízes de G. brasiliensis, e ainda, foram isolados do 

extrato dos frutos da planta os biflavonoides morelloflavona e fukugisida (GONTIJO et 

al., 2012). Esses biflavonoides apresentam propriedades anti-inflamatórias 

(CASTARDO et al., 2008), anti-bacteriana (ASSIS et al., 2013), antioxidante, 

leishmanicida, antiproteolítica (GONTIJO et al., 2012) e anticarcinogênica 

(MERCADER; POMILIO, 2013). 

 O efeito antiespasmódico da 7-epiclusianona do extrato de frutos de G. 

brasileinsis foi estudado em preparações isoladas de anel de traqueia de cobaias e a 

ação potencial do tratamento oral da 7-epiclusianona no broncoespasmo 

desencadeado por metacolina aerosolizada em ratos BALB/c foi investigada por 

Coelho e colaboradores (2008). Os resultados dessa investigação mostraram 

mecanismos dependentes de óxidos e GMPc. A 7-epiclusianona, isolada do pericarpo 

de frutas de G. brasiliensis, também é um potente inibidor da liberação de histamina 

tecidual induzida por alérgenos (NEVES et al., 2007). 

 Outro estudo investigou as ações anti-inflamatórias e antinociceptivas da 7-

epiclusianona isolada de extrato de folhas de G brasiliensis (SANTA-CECÍLIA et al., 

2011), em diferentes modelos animais. Esses pesquisadores observaram redução do 

edema de pata induzido por carragenina e a inibição do recrutamento de leucócitos 

na peritonite induzida por LPS, bem como o aumento no tempo de latência entre os 

episódios dolorosos com a administração oral da 7-epiclusianona. 

 Saroni Arwa e colaboradores (2015) mostraram que os compostos fenólicos 

tebiflavonoide, procianidina, fukugetina, amentoflavona e podocarpusflavona isolados 

de ramos e folhas de G.brasiliensis apresentaram efeitos inibidores sobre os íons 



 

24 
 

superóxido e espécies reativas de oxigênio (ROS) geradas por neutrófilos humanos 

estimulados, o que poderia representar uma estratégia terapêutica no controle de 

doenças relacionadas ao estresse oxidativo, manejo da inflamação e redução dos 

efeitos prejudiciais das ROS. Além disso, os biflavonoides também isolados dos 

extratos exibiram potente inibição da hemólise oxidativa e da peroxidação lipídica 

induzidas por Cloridrato de azobis (2-amidinopropano) em eritrócitos humanos 

(SARONI ARWA et al., 2015). 

Diante do potencial efeito anti-inflamatório do extrato da G. brasiliensis é possível 

que sua administração module a expressão da AnxA1, bem como promova efeitos 

protetores em modelo de inflamação respiratória induzida por exposição à fumaça do 

cigarro, limitando a progressão da doença. 

Por reconhecer que o entendimento dos processos que controlam a inflamação 

é essencial para o desenvolvimento de drogas farmacológicas eficazes no tratamento 

das afecções inflamatórias, sem os efeitos adversos observados nos tratamentos 

convencionais, procedemos ao estudo da administração do peptídeo mimético da 

AnxA1, bem como do extrato alcoólico da G. brasiliensis como tratamento dos 

processos inflamatórios induzidos pela exposição à fumaça do cigarro em modelo 

experimental de DPOC, como possíveis alternativas terapêuticas das enfermidades 

causadas pelo hábito do tabagismo.  
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1.2. OBJETIVOS GERAIS 

Avaliar os efeitos das administrações do extrato de G. brasiliensis e do peptídeo 

Ac2-26 em modelo de inflamação respiratória induzida pela exposição prolongada à 

fumaça do cigarro. 

 

1.2.1. OBJETIVOS ESPECÍFICO 

Experimentos in vitro 

2. Padronizar a obtenção do extrato alcoólico de G. brasiliensis; 

3. Realizar análises de citotoxicidade, microbiológicas e fitoquímicas do extrato. 

Experimentos in vivo 

Nos animais expostos ao fumo por 8 semanas, tratados ou não com o Ac2-26 ou 

extrato de G. brasiliensis: 

1. Analisar os dados fisiológicos; 

2. Dosar os níveis de hemoglobina no sangue; 

3. Quantificar as células inflamatórias no LBA; 

4. Avaliar as características histopatológicas e quantificar os macrófagos do 

pulmão e traqueia; 

5. Investigar a expressão das proteínas AnxA1, FPR1, FPR2, COX-2, MMP-2 e 

MMP-9 no pulmão e traqueia. 

6. Avaliar a expressão de AnxA1 e receptores FPR1 e FPR2 no sobrenadante do 

macerado pulmonar; 

7. Dosar no plasma sanguíneo e sobrenadante do macerado pulmonar as 

citocinas pró-inflamatórias IL-1β, IL-6, IL-10, MCP-1 e TNF-α. 
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1.3.  RESULTADOS 

 Os resultados obtidos das investigações serão apresentados a seguir na forma 

de manuscritos. 

 O manuscrito 1 apresenta os resultados da padronização do extrato de G. 

brasilensis, com acréscimo de procedimentos in vivo, para reforçar as análises de 

citotoxidade e da potencialidade anti-inflamatória do extrato. 

 Os resultados obtidos no modelo de DPOC e tratamentos propostos estão 

apresentados nos manuscritos 2 e 3, que mostram, respectivamente, os efeitos da 

administração do extrato de G. brasilensis e do peptídeo Ac2-26 da AnxA1.  
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2. MANUSCRITO 1 

 

Padronização do extrato bruto das folhas da Garcinia brasiliensis em ensaios 

fitoquímicos e citotóxicos e efeitos da administração no modelo de  

peritonite induzida por endotoxina 
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Resumo  

 

A Garcinia brasiliensis é utilizada na medicina tradicional brasileira para o tratamento 

de tumores, inflamações e dores. Neste estudo padronizamos e avaliamos as 

propriedades anti-inflamatórias, bem como a citotoxicidade do extrato bruto de folhas 

da G. brasiliensis em modelos in vitro e in vivo. O extrato etanólico bruto a 20% foi 

obtido das folhas de Garcinia brasiliensis. Após rediluido em água em diferentes 

concentrações realizamos perfil cromatográfico (HPTLC), estudos microbiológicos, 

análise citotóxica por hemólise e Chorioallantoic membrane assay (CAM). A 

potencialidade anti-inflamatória foi testada no modelo de peritonite induzida por única 

injeção intraperitoneal de lipopolissacarídeo (LPS, 1mg/kg). O extrato de G. 

brasiliensis a 4% foi administrado por gavagem (1mL) antes e 12h do LPS. Após 24h 

da indução foram coletados sangue, lavado intraperitoneal e intestino delgado para 

análises quantitativas de neutrófilos e mastócitos, níveis de histamina e imuno-

histoquímica da expressão da proteína Anexina A1 (AnxA1). As análises fitoquímicas 

indicaram presença de taninos, glicosídeos flavanoídios e alcaloides e negativas para 

glicosídeos saponínicos. O HPTLC indicou presença de lupeol. O extrato mostrou 

baixa citotoxicidade nas concentrações de 4%, 6% e 8%, não apresentou toxicidade 

no CAM e inibiu E. coli, Klebsiella, Proteus, Salmonella e Shigella em altas 

concentrações. No modelo de peritonite, o tratamento reduziu o influxo de neutrófilos 

para a cavidade peritoneal e os mastócitos na lâmina própria do intestino, mas os 

níveis de histamina não mostraram diferença. Na mucosa intestinal dos animais 

tratados a expressão da AnxA1 foi diminuída. O extrato alcoólico da G. brasiliensis 

apresenta ação anti-inflamatória com potencial para o desenvolvimento de 

fitoterápicos. 
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1.  Introdução 

A inflamação é uma resposta biológica protetora que envolve vasos 

sanguíneos, células imunológicas e mediadores inflamatórios.1 Entre as células 

inflamatórias, os mastócitos (MCs) liberam mediadores pró-inflamatórios, por meio da 

desgranulação, como a histamina, a qual provoca a vasodilatação e 

consequentemente o extravasamento de plasma, resultando no acúmulo de líquido 

na região e lesão tecidual.2 

Contudo, o processo também conta com os mediadores anti-inflamatórios, 

entre os quais a proteína Anexina A1 (AnxA1), que mantém o equilíbrio da resposta 

imunológica3. A AnxA1 foi o primeiro membro clonado de uma superfamília de 

proteínas estruturalmente relacionadas, denominadas anexinas, que apresentam uma 

sequência de 70 a 80 aminoácidos altamente conservada nos vertebrados,
 sendo 

capazes de se ligarem aos fosfolipídios de membrana de maneira dependente de 

cálcio3,4. A AnxA1 está envolvida em processos celulares presentes no reparo 

tecidual, como regulação da inflamação, crescimento celular, migração celular, 

transporte de membrana, proliferação, diferenciação e apoptose.5,4 

Atualmente os medicamentos anti-inflamatórios disponíveis apresentam 

efeitos colaterais adversos, que inibem o seu uso clínico.6 Desse modo, há grande 

demanda por novas terapias anti-inflamatórias. Na busca de novas opções 

terapêuticas que podem causar menos efeitos colaterais adversos, os compostos 

naturais têm sido amplamente estudados.7 Entre as plantas brasileiras com esse 

potencial, destaca-se a Garcinia brasiliensis, espécie da família Clusiceae, nativa da 

Amazônia,8,9 comumente conhecida como bacupari, que tem sido usada na medicina 

tradicional brasileira para tratamento de tumores, inflamação do trato urinário, artrite 

e alivio da dor.10 Diferentes estudos mostraram propriedades anti-inflamatórias, 

antifúngicas, antitumorais, antioxidantes e vasodilatadoras em representantes do 

gênero Garcinia em vários modelos experimentais.11,12,13,14 Contudo as atividades 

anti-inflamatórias da G. brasiliensis em estudos de inflamação ainda são limitadas. 

Considerando o uso popular e a valorização das plantas medicinais como 

alternativas terapêuticas, procedemos a padronização e o estudo de citotoxicidade do 

extrato bruto das folhas de G. brasiliensis, bem como avaliamos suas propriedades 

anti-inflamatórias em modelo de peritonite.  
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2. Materiais e métodos 

2.1.  Padronização do extrato alcoólico 

Folhas de Garcinia brasiliensis (exsicatas foram depositadas no herbário IRINA 

DELANOVA GEMTCHUJNICOV(BOTU) número:33511(bacupari) foram coletadas no 

segundo trimestre do ano de 2017 (22 de maio) e submetidas ao procedimento de 

extração. O extrato de G. brasiliensis foi obtido por percolação, com o uso de 20g de 

folhas secas e trituradas com 100 mL de álcool de cereais, resultando no extrato bruto 

final a 20%. Para padronização, o extrato foi evaporado pelo evaporador rotativo à 

vácuo (MA120/TH, Marconi). 

O extrato foi utilizado para análises de idenficação de componentes químicos, 

taninos, flavonoides, saponinas e alcaloides, por meio de reações com Cloreto Férrico, 

Acetato de Chumbo, Acetato de cobre, Cloreto de alumínio e Hidróxido de sódio15.  

 

2.2.  Análise em cromatografia em camada delgada por HPTLC 

O extrato da G. brasiliensis foi submetido à cromatografia em camada delgada 

usando sílica gel. Esse extrato foi eluído com quantidades crescentes de 

Tolueno/Metanol (9:1), sendo usado o revelador de Ácido Acético / Ác. Sulfúrico 

(70:30) com 2% de vanilina.16,17  

O perfil cromatográfico foi desenvolvido no CE e suas Frações. Todas as 

análises cromatográficas foram realizadas com o aplicador automático CAMAG 

Linomat 5) com gás N (60 psi) e em camadas de sílica Thyn de 10X10 cm (Ref. 818333 

- Macherey-Nagel / Alemanha - ALUGRAM® Xtra SIL G / UV254). O método de 

aplicação foi o mesmo para todas as análises, utilizando seringa (100 μL; Hamilton), 

velocidade de dosagem de 50 nL / s, 0,2 µL por volume de dosagem, manchas feitas 

com aplicação de 10 µL e comprimento de 8 mm e distância entre manchas de 5 mm. 

Os padrões e fases móveis usados neste trabalho foram: Lupeol (Sigma – 

18692), Eluentes Tol / MeOH (9:1) e derivação Vanilina (2%) diluída em AcOH (30%) 

e solução de H2SO4 (esta solução foi diluída em 1% em EtOH) – a placa permaneceu 

na estufa a 70 ºC por 10 minutos. 
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2.3.  Análise antimicrobiana 

Para análises antimicrobianas, as bactérias Escherichia coli (ATCC 0022), 

Shigella dysenteriae (ATCC 0122), Salmonella entérica (ATCC 0028), Proteus 

mirabilis (ATCC 0133), Klebsiella pneumoniae (ATCC 0083) foram incubadas em 

placa de Petri à 37 ºC por 24 horas com discos embebidos de diferentes 

concentrações do extrato da G. brasiliensis seco e diluído em solução de glicose. No 

centro das placas foram colocados discos com antibióticos de referência para as 

respectivas bactérias: estreptomicina para E. coli, polimixina para Klebsiella, 

ampicilina para Proteus e Shigella e cloranfenicol para Salmonella. Após esse período 

foram medidos os halos de todos os discos. 

 

2.4. Análises Citotóxicas 

2.4.1.  In Vitro 

O extrato foi avaliado quanto à citotoxicidade in vitro por meio da análise da 

hemólise. Solução glicosilada (5%) de sangue humano (4%) foi misturada a diferentes 

concentrações das amostras18 (4%, 6%, 8% e 10%). Para controle positivo foi 

preparada solução 0,1% de Triton e, para solução negativa, apenas soro fisiológico 

foi adicionado à solução de hemácias. As amostras e os controles foram levados ao 

banho-maria a 37º C por 15 minutos centrifugados à 2.000 RPM por 10 min e, 

posteriomente, levados para leitura no espectrofotômetro a 540 nm após zerar-se o 

aparelho com a solução glicosilada.  

 

2.4.2. In Vivo 

2.4.2.1.  Ensaio da membrana corioalantoide (Chorioallantoic membrane 

(CAM) assay) 

Para a realização do ensaio da membrana corioalantoide, foram utilizados ovos 

fertilizados de galinha (Gallus gallus domesticus), incubados à temperatura 38°C e 

umidade relativa de 45 a 65%. Os procedimentos experimentais foram conduzidos de 

acordo com as normas da Comissão de Ética para o Uso de Animais (CEUA) 

(Certificado nº 06/18) UNIFIPA.  

Os ovos embrionados foram divididos em três grupos experimentais (n = 3/grupo) 

Grupo controle, ovos permaneceram fechados, sem intervenções, Grupo Sham, onde 
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os ovos foram injetados com PBS (solução salina tamponada com fosfato, injetado na 

câmara de ar), Grupos tratados, nos quais foram aplicados 100 µL do extrato em 

diferentes concentrações (4%, 6%, 8% e 10%). A casca dos ovos foi perfurada na 

região da câmara de ar, para administração do PBS ou do extrato e após, o orifício foi 

selado com parafilme. No terceiro dia de incubação, a casca do ovo ao redor da 

câmara de ar foi removida, para avaliação da vascularização na membrana 

corioalantoide e o desenvolvimento morfológico do embrião.19 

 

2.4.2.2.  Modelo de peritonite 

Ratas da linhagem Wistar (n = 15), pesando entre 200g a 250g, foram obtidas 

da Unidade Didática e de Pesquisa Experimental (UDPE) do Centro Universitário 

Padre Albino (UNIFIPA) de Catanduva, SP, Brasil. Os animais foram abrigados sob o 

ciclo claro/escuro de 12h, com livre acesso a comida e água, mantidos em gaiolas 

padrão. Os procedimentos experimentais foram realizados nos Laboratórios de 

Cirurgia Experimental e Multidisciplinar da UNIFIPA, após a aprovação pela Comissão 

de Ética no Uso de Animais (CEUA-UNIFIPA) (certificado nº 05/18), com 

acompanhamento de médico veterinário. 

Para a realização 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 alcoólico de G. brasiliensis a 

4% (PIE + G. brasiliensis).  

 

2.5.  Indução da peritonite e protocolos de tratamento 

A peritonite foi induzida, em dois grupos de ratas, com solução de 25 mg de 

LPS (sorotipo 0127: B8, Sigma Chemical Co.) diluído em 200 μL de PBS e aplicado 

intraperitonealmente (i.p) 20. Animais sem manipulação foram usados como grupo 

controle. 

Para avaliação das atividades anti-inflamatórias da G. brasiliensis, um dos 

grupos foi administrado duas vezes, por gavagem, com o extrato a 4% (1mL / 

gavagem), sendo a primeira administração realizada imediatamente antes da injeção 

do LPS e a segunda 12h depois da indução da peritonite. Após 24h da injeção do LPS 



 

33 
 

os animais foram eutanasiados por dose excessiva de anestésico inalatório 

(isoflurano) para coleta de sangue, do lavado peritoneal e do intestino delgado. 

 

2.6.  Avaliações quantitativas e histopatológicas 

Após coleta de sangue por punção cardíaca, a pele do abdome foi retirada e 

adicionados 2 mL de PBS, intraperitonealmente. O abdomen foi massageado 

suavemente e uma pequena incisão foi feita logo abaixo do externo para aspiração 

cuidadosa do lavado peritoneal, que foi então centrifugado a 1500 R.P.M. durante 10 

min. A seguir, o excesso de PBS foi descartado e o pellet resuspendido em 900 µl de 

PBS e 100 µL de Turk para quantificação das células inflamatórias em câmara de 

Neubauer. Os valores foram obtidos como número de células x 103 mL. 

Fragmentos do intestino delgado foram lavados com PBS, fixados em formol 

a 4%, processados para inclusão em parafina e seccionados (3m). Os mastócitos 

(MCs) foram corados pelo Azul de Toluidina a 0,1% e avaliados de acordo com suas 

características morfológicas e estado de ativação em intactos (inativos) e 

desgranulados (ativos). A quantificação dos MCs foi realizada em 10 imagens por 

lâmina, obtidas pela objetiva de 40X no microscópio Leica (DM500) do Laboratório 

Multidisciplinar UNIFIPA. As áreas de cada tecido foram obtidas com o auxílio do 

software Leica Image Analysis. Os dados foram expressos como média  erro padrão 

(S.E.M.) do número de MCs por mm.2,21,22 

 

2.7.  Estudo imuno-histoquímico 

A expressão da proteína anti-inflamatória AnxA1 foi estudada por imuno-

histoquímica e densitometria. Para isso, secções (3 m) das diferentes amostras 

foram preparadas em lâminas gelatinizadas, desparafinizadas, reidratadas e, após a 

recuperação antigênica (tampão citrato pH 6,0 a 96o C, durante 10 minutos) e o 

bloqueio com metanol, as secções foram lavadas em PBS e incubadas overnight em 

câmara úmida a 4º C com o anticorpo primário policlonal rabbit anti-AnxA1 (1:2000; 

Abcam) diluído em BSA a 1%. No dia seguinte, foram incubadas com o anticorpo 

secundário biotinilado (kit Zymed Invitrogen), e a seguir, em substrato 

diaminobenzidina (DAB) (kit Zymed Invitrogen) para revelação. Após, as secções 

foram contracoradas com Hematoxilina.  
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Para as análises densitométricas, 20 pontos distintos do epitélio e da lâmina 

própria da mucosa intestinal, em 10 imagens por lâmina, obtidas pela objetiva de 40X, 

foram avaliados para obtenção da média relacionada a intensidade da 

imunomarcação. Os valores foram obtidos como unidades arbitrárias (de 0 a 255) pelo 

programa analisador de imagem Leica Image Analysis.21,22 

 

2.8.  Análises do plasma sanguíneo 

O sangue foi coletado por punção cardíaca em seringas heparinizadas, as 

alíquotas foram centrifugadas por 15 min a 3.000 R.P.M. e o plasma congelado a -

70oC para posterior dosagem da histamina, que foi realizada por ELISA, com kits 

comercialmente disponíveis e de acordo com as instruções do fabricante. Os dados 

foram expressos como média  S.E.M. de ng de proteínas/mL.  

 

2.9.  Análises estatísticas 

Os resultados obtidos foram submetidos previamente à análise descritiva e 

determinação da normalidade. Para distribuição normal foi usada a Análise de 

Variância (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. 

 

3. Resultados 

3.1.  Análises fitoquímicas e microbiológicas 

Nossos resultados da identificação de componentes no extrato da G. 

brasiliensis foram positivos para presença de tanino, glicosídeos flavanoídios e 

alcaloides e negativos para glicosídeos saponínicos. A análise por cromatografia em 

camada delgada por HPTLC indicou a presença do composto lupeol nas 

concentrações de 4%, 6%, 8% e 10% do extrato da G. brasiliensis (Figura 1.1) 

Nos ensaios antimicrobianos foram observadas inibições do crescimento das 

diferentes bactérias (E. coli, Klebsiella, Proteus, Salmonella e Shigella) promovidas 

pelo extrato vegetal bruto (#) e/ou em 75% (*) por meio da formação de halos ao redor 
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dos discos embebidos em diferentes concentrações do extrato comparados aos 

antibióticos de referência (Figura 1.2).  

 

3.2.  Análises de citotoxicidade 

Os estudos de citotoxicidade in vitro mostraram baixa citotoxicidade do extrato 

nas concentrações do controle negativo (0,100A), 4% (0,188A), 6% (0,683A) e 8% 

(0,906A) dos ensaios de sangue humano e potencialmente citotóxica no controle 

positivo (2,500A) e concentrações acima de 10% (1,008A) (Figura 2.1). 

 As análises de CAM não mostraram citotoxicidade do extrato em 4%, 6%, 8% 

e 10%, com ausência de vasoconstrição e coagulação, comparados ao controle (não 

manuseado) e PBS (Figura 2.2). 

 Baseados nesses resultados, a concentração do extrato em 4% foi selecionada 

para análise do potencial inflamatório no modelo de peritonite. 

 

3.3.  Ação anti-inflamatória do extrato na peritonite experimental 

Nas avaliações histopatológicas da mucosa intestinal (Figura 3), os MCs 

foram identificados na lâmina própria, pela presença de grânulos metacromáticos no 

citoplasma sendo considerados intactos quando as células mostraram contornos bem 

definidos (Figura 3C) e desgranulados (Figura 3D) quando os grânulos foram 

observados dispersos ao redor. A quantificação indicou aumento significante (p<0,01) 

dos MCs, intactos (Figura 3A) e desgranulados (Figura 3B) no grupo peritonite sem 

tratamento em comparação com o controle. A administração do extrato de G. 

brasiliensis reduziu a quantidade dessas células (p<0,05). Contudo, as análises do 

plasma sanguíneo mostraram que não houve diferença significante entre os grupos 

para a histamina (Figura 3E). 

A análise de leucócitos do lavado peritoneal (Figura 3F) indicou grande influxo 

de neutrófilos (p<0,01) nos animais induzidos à peritonite e não tratados, comparado 

ao controle. Contudo, nos animais tratados com o extrato de G. brasiliensis ocorreu 

redução do influxo de neutrófilos (p<0,05) em relação ao grupo sem tratamento.  

Os estudos imuno-histoquímicos mostraram expressão da proteína AnxA1 no 

citoplasma do epitélio e lâmina própria da mucosa intestinal (Figura 4). O padrão de 

expressão foi semelhante nos grupos controle (Figura 4A) e peritonite tratado com 
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extrato de G. brasiliensis (Figura 4C). Diferentemente, foi observado aumento da 

expressão da proteína nos animais não tratados. 

As análises densitométricas da expressão da AnxA1 foram realizadas no 

epitélio (Figura 4D) e na lâmina própria (Figura 4E) da mucosa intestinal. A 

especificidade da imunomarcação foi comprovada pelo controle de reação (Figura 4F). 

Essas análises corroboram as observações histológicas e indicaram aumento na 

expressão da proteína no grupo não tratado, no tecido epitelial (p<0,05) e redução da 

expressão após tratamento no epitélio (p<0,01) e na lâmina própria (p<0,05).  

 

4.  Discussão 

A padronização do extrato da G. brasiliensis é fundamental para o conhecimento 

dos compostos presentes e o estabelecimento de dosagens seguras. Desse modo, 

procedemos a análises fitoquímicas, seguidas de estudos da ação antimicrobiana e 

da avaliação de citotoxicidade in vitro e in vivo.  

Nossos resultados mostraram a presença de taninos, glicosídeos flavoinideos e 

alcaloides, o que evidencia as propriedades anti-inflamatórias e antioxidantes do 

extrato bruto de folhas de G. brasiliensis. Para aprofundar as análises do perfil 

fitoquímico, outro componente, o lupeol, foi identificado, no nosso estudo, pela 

cromatografia em camada delgada (HPTLC). Também observamos a capacidade 

antimicrobiana do extrato, nas concentrações mais altas, sobre E. coli, Klebsiella, 

Proteus, Salmonella e Shigella. Além disso, nossos estudos indicaram ausência de 

citotoxicidade do extrato em baixas concentrações, tanto nos testes de hemólise 

quanto no ensaio da membrana corioalantoide.  

Estudos anteriores de outros grupos de pesquisa mostraram a presença de 

diferentes componentes do metabolismo secundário no extrato das espécies do 

gênero Garcinia, nas diversas partes do vegetal.23 Nas folhas foram encontrados 

componentes como garcinol, 1-epiclusianona, ácido gálico e procidianina,24, 25,26,27 que 

apresentam atividade anti-inflamatória, o que mostra a possibilidade terapêutica de 

extratos obtidos das folhas de G. brasiliensis. Similarmente, outras investigações 

apontaram a presença do lupeol nos extratos de G. brasiliensis10 e indicaram sua 

eficácia anti-inflamatória.16,17 Ainda, estudos têm mostrado que a presença dos 

componentes guttiferona-A e 7-epiclusianona, encontrados em sementes, folhas e 

frutos das diferentes espécies de Garcinia apresenta potencial atividade 
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antimicrobiana.23 Assim, nossas análises estão de acordo com outras pesquisas sobre 

a caracterização do perfil do extrato de folhas da G. brasiliensis.27,28 

Após a identificação da presença de componentes anti-inflamatórios, da 

capacidade antimicrobiana e do estabelecimento de concentrações seguras do extrato 

de folhas de G. brasilensis, testamos o seu potencial anti-inflamatório, na 

concentração de 4% em modelo de peritonite. No nosso estudo, a administração da 

endotoxina induziu intensa resposta inflamatória com influxo de leucócitos, 

especialmente monócitos, linfócitos e neutrófilos na cavidade peritoneal e de 

mastócitos na mucosa intestinal. O LPS liga-se aos receptores Toll-like (TLR4) 

presentes em células epiteliais e fagocitárias e promove a produção de citocinas pró-

inflamatórias e migração de leucócitos.29 Entretanto, o tratamento com o extrato de G. 

brasiliensis reduziu significativamente a resposta inflamatória. O efeito protetor de 

fitoterápicos no modelo de peritonite também foi demonstrado em outras 

investigações,30,31 reforçando a potencialidade de aplicação de ervas medicinais na 

inflamação.  

Nossas análises também indicaram diminuição no número de mastócitos 

intactos e desgranulados na lâmina própria da mucosa intestinal, no grupo tratado. O 

conteúdo dos grânulos dos MCs pode ser liberado por meio da ativação com ligação 

da IgE aos receptores FcεR, mas também, por outros mecanismos como ativação dos 

receptores Toll-like por produtos microbianos.2,32 Desse modo, nossos resultados 

mostram o papel anti-inflamatório do extrato de G. brasiliensis também em células de 

defesa do tecido conjuntivo. De maneira interessante, nas dosagens de histamina, 

nossos dados não mostraram diferenças de dosagens entre os grupos. Isto pode estar 

relacionado ao momento de coleta do sangue, após 24h da indução da peritonite, pois 

a liberação de histamina pelos MCs provavelmente ocorreu nas primeiras horas da 

aplicação do LPS conforme observado no trabalho de Seeley e colaboradores.33 

Na sequência do nosso trabalho, estudamos a expressão da proteína anti-

inflamatória AnxA1 na mucosa intestinal. Nossas análises mostraram aumento da 

proteína AnxA1 no grupo induzido pelo LPS. Esse resultado era esperado, visto a 

AnxA1 ser um potente mediador anti-inflamatório endógeno e exógeno.5 

Investigações in vivo e in vitro, indicaram que a AnxA1 promove fechamento de lesões 

provocadas em epitélio intestinal.34,35 Ferlazzo e colaboradores36 observaram que, em 

cultivo de macrófagos com LPS, o tratamento com o peptídeo mimético da AnxA1, 
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induziu liberação de IL-10 de modo dose dependente, evidenciando que, parte da 

mediação anti-inflamatória da AnxA1 é devida ao estímulo da expressão de IL-10.  

Em outro estudo, no modelo animal de inflamação pulmonar, o tratamento 

com Camelia sinensis promoveu aumento na expressão de AnxA1, sugerindo que a 

atividade anti-inflamatória do fitoterápico foi mediada pela mesma.37 Uma investigação 

de nosso grupo de pesquisa, usando piperlongumina, um composto purificado de 

Piper longum, também mostrou que o composto bioativo natural aumentou a 

expressão de AnxA1.38 

Porém, nesta investigação, o grupo tratado com o extrato de G. brasiliensis 

apresentou níveis de expressão proteica semelhantes ao do grupo controle, o que 

mostra que a ação antiinflamatória do extrato das folhas de G. brasiliensis ocorre por 

meios independentes de AnxA1 no modelo estudado e está de acordo com os 

resultados obtidos por outra investigação do nosso grupo com a administração de uma 

mistura de ervas (Arctium lappa, Plantago major, Mikania glomerata Spreng e 

Equisetum arvense) que também diminuiu os níveis de mediadores inflamatórios 

plasmáticos e a expressão pulmonar de AnxA1.22 Esses resultados reforçam que os 

extratos de plantas medicinais são potentes agentes antiinflamatórios e podem 

modular os mediadores químicos de forma diferenciada. 

 

5.  Conclusões 

Nossos dados evidenciam a presença de compostos com efeitos 

antimicrobianos e anti-inflamatórios, bem como ausência de citotoxicidade do extrato 

alcoólico de G. brasiliensis em concentrações baixas, com importante reversão do 

processo inflamatório em modelo de peritonite. O tratamento reduziu o influxo de 

neutrófilos para a cavidade peritoneal e diminuiu o número de mastócitos intactos e 

desgranulados na lâmina própria da mucosa intestinal. A redução da proteína anti-

inflamatória AnxA1, na mucosa do intestino delgado, com a administração do extrato, 

indica que o tratamento atua de maneira independente desse mediador. Em conjunto 

esses dados revelam a potencialidade terapêutica do extrato de G. brasiliensis para o 

desenvolvimento de medicamentos anti-inflamatórios.  
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Figuras 

Figura 1.1 – Análise em Cromatografia em camada delgada por HPTLC – 

presença do composto Lupeol (setas) no extrato da G. brasiliensis nas concentrações 

de 4%, 6%, 8% e 10%. 1.2 – Análise de antibiograma – inibição microbiológica 

promovida pelo extrato da G. brasiliensis nas concentrações de 100% (*) e 75% (#) 

em E. coli (A), Klebsiella (B), Proteus (C), Salmonella (D) e Shigella (E). 

 

Fonte: Elaborado pelo autor 
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Figura 2. Análises de citotoxicidade. 2.1 – Hemólise (in vitro) – Comparação das 

absorbâncias de hemólise (A). Controle negativo (solução salina) (B), controle positivo 

(Triton 0,1%) (C), diluições do extrato à 4% (D) 6% (E) 8% (F) 10% (G). 2.2 – CAM (in 

vivo) – Controle (A), Sham, onde foi injetada solução salina (B). Diluições do extrato 

à 4% (C) 6% (D) 8% (E) 10% (F). Não houve mudanças na vascularização do CAM. 

Os embriões eram normais (n = 5 / grupo). 

 

Fonte: Elaborado pelo autor 
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Figura 3 – Análises quantitativas. Mastócitos na lâmina própria do intestino 

delgado. Mastócitos (MCs) totais (A) e desgranulados (B). Detalhes das 

características histopatológicas das células intactas (C) e desgranuladas (D). 

Coloração Azul de Toluidina. Grupos Controle, Peritonite induzida por endotoxina sem 

tratamento (PIE) e peritonite induzida por endotoxina e tratado com extrato alcoólico 

de G. brasiliensis a 4% (PIE + G. brasiliensis). Os dados estão representados como 

média  erro padrão (S.E.M.) do número de MCs por mm2. (n= 5/ grupo). Níveis de 

histamina no plasma sanguíneo: Os dados são representados como média ± erro 

padrão da média (S.E.M) (E). Neutrófilos no lavado peritoneal. Grupos Controle, 

Peritonite induzida por endotoxina sem tratamento (PIE) e peritonite induzida por 

endotoxina e tratado com extrato alcoólico de G. brasiliensis a 4% (PIE + G. 

brasiliensis) (F) . Os dados estão representados como média  erro padrão (S.E.M.) 

do número de neutrófilos X 103 mL) (n= 5/ grupo). 

 

Fonte: Elaborado pelo autor 
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Figura 4 - Expressão da AnxA1 na mucosa intestinal. Expressão da AnxA1 no 

epitélio e lâmina própria dos grupos Controle (A), Peritonite induzida por endotoxina 

sem tratamento (PIE) (B) e peritonite induzida por endotoxina e tratado com extrato 

alcoólico de G. brasiliensis a 4% (PIE + G. brasiliensis) (C). A imunomarcação é 

aumentada no grupo não tratado (B). Contra-coloração: Hematoxilina. Barras 50µm. 

Ausência de imunorreatividade no controle de reação (F). Análises densitométricas. 

No epitélio (D) e lâmina própria (E). Os dados são representados como média ± erro 

padrão da média (S.E.M)  

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor 
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3. MANUSCRITO 2 

 

 

Avaliação do efeito do extrato das folhas da Garcinia brasiliensis em modelo 

de doença pulmonar obstrutiva crônica induzida pela fumaça do cigarro. 
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Resumo  

O fumo está fortemente associado ao desenvolvimento da doença pulmonar obstrutiva 

crônica (DPOC) e diferentes células e mediadores inflamatórios participam desse 

processo. O extrato da Garcinia brasiliensis têm mostrado resultados positivos em 

diferentes contextos de inflamações. Assim, o objetivo desta investigação foi avaliar o 

efeito da administração do extrato alcoólico da G. brasiliensis no modelo de 

tabagismo. Ratas e ratos da linhagem Wistar foram expostos à fumaça da queima de 

10 cigarros comerciais um após o outro, 2x/ dia, por 8 semanas, em aparelho próprio 

para exposição ao fumo. Os animais do grupo tratado foram administrados por 

gavagem com uma solução contendo extrato (4%) da G. brasiliensis 3x/ semana, 10 

minutos antes da exposição à fumaça do cigarro. Os grupos controles foram mantidos 

no mesmo regime de permanência no aparelho, porém na ausência da fumaça do 

cigarro e do tratamento. Os parâmetros fisiológicos avaliados foram pesagem, 

pressão arterial, plestismografia e raio-x. Sangue, lavado broncoalveolar (LBA), 

pulmões e traqueia foram coletados após eutanásia. A quantificação de leucócitos foi 

feita no LBA e os macrófagos pulmonares verificados por imunofluorescência. As 

expressões de MMP-2, MMP-9, COX-2, AnxA1, FPR1 e FPR2 foram avaliados por 

imuno-histoquímica. A hemoglobina foi dosada no sangue total e as citocinas IL-1β, 

IL-6, IL-10, MCP-1 e TNF-α no plasma sanguíneo e no sobrenadante do macerado do 

pulmão. Os ratos expostos ao fumo sem tratamento apresentaram menor peso, 

reduções macroscópicas das dimensões pulmonares por imagens de raio-X, aumento 

da pressão arterial, de frequência, volume e ventilação pulmonares, bem como da 

concentração de hemoglobina, comparados aos ratos tratados e controles. O influxo 

inflamatório no LBA e pulmões observado no grupo exposto à fumaça sem tratamento 

também foi reduzido pelo tratamento. Nas dosagens das citocinas, ocorreram 

aumentos significantes de citocina IL-1β, TNF-α e MCP-1 nos animais expostos à 

fumaça do cigarro comparado aos demais, e aumento de IL-10 nos animais que 

receberam tratamento com extrato vegetal comparado aos animais não tratados. 

Ainda, houve redução da expressão de MMP-2, COX-2 e AnxA1 nos animais tratados. 

Tanto a inflamação mais acentuada, como a menor resposta aos tratamentos foi 

observada nas fêmeas. Nossos resultados evidenciaram a ação protetora da G. 

brasiliensis com atenuação do processo inflamatório causado pela exposição à 

fumaça do cigarro. 
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1. Introdução 

O hábito tabagista é um importante problema de saúde mundial e mesmo 

pessoas não tabagistas, que convivem com a fumaça produzida por fumantes, sofrem 

os danos causados por esta exposição. O tabagismo predispõe, entre outras 

afecções, à doença pulmonar obstrutiva crônica (DPOC), uma grave condição de 

saúde caracterizada pela limitação progressiva do fluxo de ar (TERAMOTO, 2007; 

CARAMORI et al., 2014). Dado o papel central desempenhado pela inflamação na 

DPOC, o desenvolvimento de terapias anti-inflamatórias inovadoras é fundamental, 

em particular para retardar a progressão da doença e obter melhor controle das 

exacerbações (COMPTON et al., 2013; ARYAL; DIAZ-GUZMAN; MANNINO, 2014).  

Os extratos bioativos naturais são candidatos interessantes na busca por 

mediadores anti-inflamatórios, em especial a Garcinia brasiliensis (SARONI ARWA et 

al., 2015). O gênero Garcinia contém uma ampla gama de metabólitos biologicamente 

ativos, sendo seus extratos ricos em derivados de benzofenonas poliisopreniladas, 

polifenóis, bioflavonóides e xantonas (ACUÑA et al., 2012; ESPÍRITO SANTO et al., 

2020). Na G. brasilenses, foram encontradas quantidades significativas de compostos 

fenólicos totais e flavonoides, especialmente nas folhas (SARONI ARWA et al., 2015) 

e lupeol (CORRÊA et al., 2008), sendo que esses compostos apresentam perfil anti-

inflamatório e supressor de células cancerígenas. Além disso, os biflavonóides da G. 

brasiliensis exibiram potente inibição da hemólise oxidativa e peroxidação lipídica em 

eritrócitos humanos, demonstrando as propriedades antiinflamatórias e antioxidantes 

dos compostos presentes nos extratos da planta (Arwa et al, 2015). Contudo poucos 

estudos in vivo foram realizados com extratos de G. brasiliensis em modelos pulmares. 

Diante do exposto e da grande incidência de DPOC, especialmente em 

fumantes, é importante o estudo dos efeitos da administração do extrato das folhas 

da G. brasiliensis como tratamento dos processos fisiológicos alterados induzidos pela 

exposição à fumaça do cigarro em modelo experimental como possível alternativa 

terapêutica no manejo das enfermidades causadas pelo hábito do tabagismo. 

2. Materiais e Métodos 

2.1.  Animais 

Ratos e ratas da linhagem Wistar, com 6 semanas de idade, foram obtidos da 

Unidade Didática e de Pesquisa Experimental (UDPE) do Centro Universitário Padre 
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Albino (UNIFIPA) de Catanduva-SP. Os animais foram mantidos em gaiolas, em um 

ambiente com temperatura controlada (22 a 25oC) com água e ração ad libitum. Os 

procedimentos experimentais foram realizados na UDPE, no Laboratório 

Multidisciplinar (UNIFIPA) e conduzidos de acordo com as normas da Comissão de 

Ética para o Uso de Animais (CEUA UNIFIPA- certificado nº 06/17). 

Para os protocolos experimentais os animais de ambos os sexos foram 

divididos em grupos: animais expostos à fumaça do cigarro e não tratados (grupos F), 

animais expostos à fumaça do cigarro e tratados com o extrato de G. brasiliensis 

(grupos F+G. brasiliensis) e animais controles não expostos à fumaça, nem tratados. 

 

2.2. Obtenção do extrato 

Folhas de Garcinia brasiliensis (exsicatas foram depositadas no herbário IRINA 

DELANOVA GEMTCHUJNICOV(BOTU) número:33511(bacupari) foram coletadas e 

submetidas ao procedimento de extração. O extrato de G. brasiliensis foi obtido por 

percolação, com o uso de 20g de folhas secas e trituradas com 100 mL de álcool de 

cereais, resultando no extrato bruto final a 20%. Para padronização, o extrato foi 

evaporado pelo evaporador rotativo à vácuo (MA120/TH, Marconi). 

O perfil fitoquímico e a seleção da concentração do extrato a 4% de G. 

brasiliensis foram obtidos em análises anteriores realizadas no nosso laboratório. 

 

2.3. Exposição à fumaça do cigarro e protocolos de tratamentos  

Para o desenvolvimento da DPOC, os animais foram expostos à fumaça da 

queima de 10 cigarros comerciais (contendo 0,8 mg de nicotina, 10 mg de alcatrão e 

10 mg de monóxido de carbono), um após o outro, duas vezes ao dia (total de 20 

cigarros/dia), por 8 semanas, em aparato próprio para exposição ao fumo da UDPE, 

UNIFIPA. O grupo controle (C) não foi exposto à fumaça, mas somente ao ar 

comprimido (POSSEBON et al., 2018a; POSSEBON et al., 2018b) 

O protocolo de tratamento foi realizado em dois dos grupos (machos e fêmeas) 

de animais expostos à fumaça do cigarro, nos quais foi administrado por gavagem, 

1mL do extrato alcoólico na concentração de 4%, 1x/dia, imediatamente antes da 

exposição (grupo F + G. brasiliensis) 3x/semana (LI et al., 2015; TIAN et al., 2016). 
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2.4. Análises fisiológicas de pletismografia 

No final do período de exposição à fumaça, os animais foram avaliados quanto 

à pletismografia, por meio da medição da capacidade de respiração, ventilação, 

frequência e volume inspirado, em aparelho específico e adaptado ao uso (PowerLab, 

AD Instruments-Gas Analyzer, Austrália) (POSSEBON et al., 2018b). 

 

2.5. Análises por imagem de Raio X 

Após as 8 semanas de exposição os animais foram anestesiados i.p. com 

Ketamina (0,8 mg/kg) e Xilasina (0,02 mg/kg) e em seguida foram realizadas imagens 

radiográficas da região do tórax antero superior, indicando a via respiratória por 

imagens macroscópicas de 18 cm de largura por 24 cm de altura das pranchas dos 

pulmões em um aparelho específico (Raio X – Astex, Vet maq) adaptado para o uso 

em ratos Wistar. As variáveis consideradas foram, altura retroesternal pulmonar do 

pulmão direito e os níveis de rebaixamento diafragmático direito e esquerdo 

(MARCOS et al. 2013, POSSEBON et al., 2018a). 

 

2.6. Análises bioquímicas do sangue e lavado broncoalveolar 

O sangue foi coletado por punção cardíaca em seringas heparinizadas e 

separado em alíquotas para análise de hemoglobina com Kit comercial. Outras 

alíquotas foram centrifugadas por 15 minutos a 3.000 rpm e o plasma congelado a -

70oC para posterior dosagem de citocinas.  

Para obtenção do lavado broncoalveolar (LBA), os animais tiveram a traqueia 

canulada e o pulmão direito clampado. O pulmão esquerdo foi lavado 3 vezes com 

PBS e o líquido obtido foi centrifugado por 10 minutos a 1.500 R.P.M. O sobrenadante 

foi armazenado a -70 oC para posterior dosagem de citocinas e o pellet foi 

ressuspenso em 500 µl de PBS e alíquotas de 10 µl foram corados em Turk (1:10) 

para contagem de células inflamatórias em câmera de Neubauer (valores como 

número de células x 104/mL). 

2.7. Análises histopatológicas e imuno-histoquímicas  

Após coleta do LBA, o pulmão direito e traqueia foram retirados, fixados em 

formol a 4% e processados para inclusão em parafina. Secções de 5m foram usadas 
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para análises histopatológicas e imuno-histoquímicas no microscópio Leica (DM500) 

do Laboratório Multidisciplinar da UNIFIPA. 

Nos estudos imuno-histoquímicos foram avaliadas as expressões de AnxA1, 

FPR1, FPR2, COX-2, MMP-2 e MMP-9 no pulmão de todos os animais. Para isso as 

secções foram processadas para recuperação antigênica com tampão citrato pH 6,0 

e bloqueio da atividade da peroxidase endógena e incubadas com os anticorpos 

primários policlonais rabbit: anti-MMP2 (1:100) (Abcam), anti-MMP-9 (1:100) (Abcam), 

anti-AnxA1 (1:1000) (life Technologies), anti-Cox2 (1:500) (Demorelis), anti-FPR1 

(1:500) e anti-FPR2 (1:500) (Bioss) por 12 horas. A seguir, incubadas com o anticorpo 

secundário biotinilado e imersas em complexo estreptavidina peroxidase conjugada 

(kit Histostain, Invitrogen). O substrato diaminobenzidina (DAB) (Kit DAB, Invitrogen) 

foi usado para revelação e, após, as secções foram contra coradas com Hematoxilina. 

As proteínas foram quantificadas por densitometria (unidades arbitrárias de 0 a 255) 

no analisador de imagens (software Leica Image Analysis) (SOUZA et al, 2017; 

POSSEBON et al, 2018a). 

2.8. Quantificação de macrófagos por imunofluorescência  

Cortes obtidos das amostras de pulmão foram desparafinizados, re-hidratados 

e a recuperação antigênica foi realizada em tampão citrato pH 6,0 a 96 ºC, durante 20 

min. Os cortes foram incubados em temperatura ambiente por 10 minutos em PBS 

contendo 0,25% de Triton X-100, lavados em PBS por 15 minutos (três lavagens de 5 

minutos cada). Após lavagem em PBS, os cortes foram incubados com soroalbumina 

bovina (BSA) a 2% em PBS-T por 30 minutos para o bloqueio de ligação inespecífica 

dos anticorpos e então, com o anticorpo ED-1 (1:100) (Zymed Laboratories, 

Cambridge, UK) diluído em BSA a 1%, por 1 hora, temperatura ambiente, em câmara 

úmida, a seguir, foram lavados em PBS por 15 minutos (três lavagens de 5 minutos 

cada). Após, incubados com o anticorpo secundário goat anti-mouse-FITC conjugado 

(1:100; Santa Cruz, USA) por 60 minutos, em câmara escura e lavados em PBS por 

15 minutos (três lavagens de 5 minutos cada) e, em seguida, com DAPI por 1 minuto 

em câmara escura e posterior lavagem com PBS. As lâminas foram montadas com 

glicerina. O controle negativo da reação foi obtido pela omissão do anticorpo primário. 

A quantificação dos macrófagos nos tecidos pulmonares foi realizada na objetiva de 
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40X, com imagem do Microscópio Bel Photonics®. Os dados foram expressos como 

média ± erro padrão (S.E.M.) do número de macrófagos por mm2. 

2.9. Dosagem de citocinas 

As citocinas IL-1β, IL-6, IL-10, MCP-1 e TNF-α foram quantificadas no plasma 

sanguíneo e no sobrenadante do macerado pulmonar, utilizando o Kit MILLIPLEX 

MAP de citocinas de rato (RECYTMAG-65K; Millipore Corporation, EUA) e analisadas 

no equipamento LUMINEX xMAP MAGPIX (Millipore Corporation, EUA). As beads 

magnéticas, soluções controles, tampão de lavagem, soro matriz e padrões foram 

preparados e homogeneizados conforme as instruções descritas no RECYTMAG-65K 

Milliplex MAP Kit (Millipore). Inicialmente, foram adicionados 25 µl dos padrões, 

soluções controles e amostras na placa magnética de 96 poços, lavada com o tampão 

de lavagem. Em seguida, 25 µl de assay buffer foram adicionados às amostras, 25 µl 

do meio apropriado aos padrões e, 25 µl de beads magnéticas com anticorpos 

específicos em todos os poços (controles, padrões e amostras). Após, a placa foi 

selada com adesivo próprio, revestida com papel alumínio e incubada por duas horas 

à temperatura ambiente, sob agitação no shaker. Na sequência, a placa foi lavada 2x 

com 200 µl de tampão de lavagem e incubada com 25 µl de anticorpo de detecção à 

temperatura ambiente, por uma hora, no shaker. Para completar a reação, 25 µl de 

ficoeritrina conjugada à estreptavidina foi adicionada e incubada por 30 minutos, 

protegida da luz à temperatura ambiente, sob agitação. A placa foi então lavada e 

incubada com 125 µl do fluido (Drive Fluid) por cinco minutos à temperatura ambiente, 

no shaker. Em seguida, a leitura da placa foi realizada no LUMINEX xMAP MAGPIX. 

A concentração dos analitos foi determinada pelo software MAGPIX xPONENT 

(Millipore Corporation, USA). Os resultados foram expressos como média ± erro 

padrão da média (S.E.M.) das concentrações de citocinas (pg/mL).  

2.10. Análises Estatísticas 

Os resultados obtidos foram submetidos previamente à análise descritiva e 

determinação da normalidade pelo programa GraphPad Prism® Version 6.01. Para 

esses dados, que mostraram distribuição normal, foram utilizados a Análise de 

Variância (ANOVA), seguida do teste de Bonferroni. Para análise da pressão arterial 

foi usada ANOVA com repetições. Enquanto as médias das pesagens foram 
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comparadas pelo two-way ANOVA. Todos os valores obtidos foram expressos como 

média ± S.E.M. e os valores de P menores que 0,05 foram considerados 

estatisticamente significantes. 

3. Resultados  

3.1. Análises fisiológicas e níveis de hemoglobina 

Nas análises das imagens por radiografias, foram observadas elevações 

macroscópicas do perímetro do pulmão direito no momento de inspiração nos grupos 

sem tratamento (M: 131.0±1.143; F: 111.1±2.677) (Figura 1B, E e G) em comparação 

aos grupos controles (M: 113.9±5.233; F: 94.01±2.052; p<0,001) (Figura 1A, D e G). 

Ainda foi possível observar diferença significante entre machos e fêmeas nos grupos 

controles (p<0,001), sem tratamento (p<0,001) e grupos tratados (M: 123,5± 0,7358; 

F: 105,8± 1,240; p<0,001), com elevações menores nas fêmeas. 

As análises da ventilação pulmonar mostraram aumento significante nos 

animais expostos ao fumo e não tratados (M: 837,8±126,8; F: 1219±67,33) comparado 

aos controles (M: 318,9±64,93; F: 659,0±45,78; p<0,001) e redução significante nos 

machos tratados com a G. brasiliensis (M: 301,5±24,68) comparados aos não 

tratados. A diferença na ventilação nas fêmeas em comparação aos machos ocorreu 

nos grupos expostos à fumaça cigarro sem tratamento (p<0,01) e tratados com a G. 

brasiliensis (p<0,001) (Figura 1H). 

No parâmetro de frequência pulmonar ocorreu aumento significante nos 

animais machos expostos ao fumo e não tratados (M: 168,5±2,862) comparado aos 

controles (M: 151,4±4,307; p<0,05) (Figura 1I). Não foi observada alteração desse 

parâmetro entre grupos controle e tratados com extrato, tampouco entre machos e 

fêmeas nesses grupos.  

A capacidade de volume final também aumentou em todos animais dos grupos 

expostos sem tratamento (M: 9,054±0,8343; F: 7,412±0,3320) com relação ao grupo 

controle (M: 1,655±0,3934; F: 4,320±0,2782; p<0,001) e novamente ocorreu redução 

nos machos tratados com G. brasiliensis (M: 1,735±0,1081; p<0,001) comparado ao 

grupo sem tratamento. Entre machos e fêmeas do mesmo grupo, foi observado 

aumento significante do volume final em fêmeas tratadas com o extrato (p<0,001) 

(Figura 1J). 
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A dosagem no sangue total mostrou aumento significante da quantidade de 

hemoglobina (p<0,01) nas fêmeas sem tratamento (18,43±1,167) comparado aos 

grupos controle (13,67± 0,3258), bem como maiores níveis de hemoglobina nas 

fêmeas do grupo tratado com G. brasiliensis (p<0,05) em relação aos machos do 

mesmo grupo (Figura 2M). 

3.2. Análises histopatológicas e quantificações do influxo inflamatório 

Nas análises histopatológicas dos pulmões de machos e fêmeas foram 

observadas modificações nos espaços intra-alveolares, com aumento nos grupos 

expostos ao fumo (M:26113±2478; F: 24993±1853) (Figura 2E e F), comparado aos 

controles (M:9479±597.3; F:8865±1150; p<0,001) (Figura 2A e B) e tratados com o 

extrato da G. brasiliensis (M: 16909±1565; F: 17698±2343) (Figura 2I e J), os quais 

apresentaram redução significante comparado aos não tratados (M: p<0,05). Os 

animais do grupo exposto à fumaça e não tratado ainda apresentaram influxo de 

células inflamatórias no pulmão comparado aos outros grupos (Figuras 2).  

As análises histopatológicas de machos e fêmeas em HE da traqueia (Figuras 

2C, D, G, H, K e L) mostraram metaplasia no epitélio respiratório devido a exposição 

à fumaça do cigarro (Figuras 2G e H) com relação ao C (Figuras 2C e D) e grupo 

tratado com G. brasiliensis (Figuras 2K e L). 

A quantificação dos macrófagos foi realizada por meio de imunofluorescência 

e avaliada no pulmão dos grupos controle e expostos ao fumo tratados ou não. No 

pulmão dos animais machos e fêmeas, essas análises indicaram aumento no grupo 

exposto à fumaça sem tratamento (M: 68,93±5.897; F: 71,96±4,117 p<0,001) (Figura 

2Q) comparado ao C (M: 32,50±3,639; F: 17,14±0,8502) (Figura 2Q) e redução dessas 

células nas fêmeas no grupo F+G.brasiliensis (F: 20,54±1,465; p<0,01) comparados 

ao controle (Figura 2Q). Também ocorreu redução significante entre machos e fêmeas 

com o tratamento do extrato (M: 51,79±5,196; p<0,001) (Figura 2Q). 

Similarmente, a quantificação de células inflamatórias no LBA em machos 

mostrou aumento significante de linfócitos (p<0,05) e macrófagos (p<0,05) no grupo 

não tratado (Linfócitos: 47,61±2,942; Macrófagos: 11,14±2,348) comparado ao 

controle (Linfócito: 20,46±1,438; Macrófago: 4,607±0,2720), e redução significante 
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dessas células nos tratados com a G. brasiliensis (Linfócito: 25,43±3,293 p<0,001; 

Macrófago 4,250±0,9805 p<0,05) (Figura 2O e P) comparado ao não tratado. 

3.3. Estudos das expressões das proteínas 

Nas análises de AnxA1, o grupo fumante sem tratamento (M:162,9±2.604; 

F:180,4±5,727) (Figura 4B e E) e os tratados (M:170,7± 2,747; F:165,7±3,238) (Figura 

4C e F), mostraram expressão aumentada da proteína, comparada com o grupo 

controle (M:143,3±6,419; F:143,3±6,209) (Figura 4A e D). As avaliações 

densitométricas (Figura 4T), corroboraram as análises imuno-histoquímicas, 

mostrando aumento significante da expressão da AnxA1 no grupo fumante sem 

tratamento (M: p<0,05 e F:p<0,001) e também tratados (M: p<0,001 e F:p<0,05) 

comparados ao controle. 

A expressão de FPR1 mostrou aumento no pulmão de fêmeas expostas à 

fumaça e não tratadas (F: 176,3±1,933; p<0,01) (Figura 4H, K e U) e nas tratadas com 

extrato da G. brasiliensis (F:177,6±5,917) (Figura 4I, L e U) comparadas aos controles 

(F:143,3± 11,64) (Figura 4G, J e U). Padrão semelhante foi observado nas análises 

de imunomarcação para FPR2, com expressão aumentada nas fêmeas expostas à 

fumaça do cigarro e tratadas (F: 157,2±8,205; p<0,005) (Figura 4O, R e V) 

comparadas às não tratadas (F:150,3± 8,129; p<0,05) (Figura 4N, Q e V) e aos 

animais controles (F: 122,5± 4,626) (Figura 4M, P e V).  

A expressão da COX-2 foi aumentada nos pulmões das fêmeas no grupo 

exposto à fumaça sem tratamento (180,2±6,622; p<0,05; Figura 5E e T) comparado 

ao grupo C (153,5±2.906; Figura 5D e T) e aos machos expostos à fumaça do cigarro 

(143,4±7,423, p<0,01; Figura 5B e T). 

Nas análises da imunorreatividade para MMP-2, entre os animais controle, as 

fêmeas mostraram maior expressão da enzima (p<0,001). A exposição à fumaça 

promoveu aumento da expressão da MMP2 nos pulmões dos machos expostos à 

fumaça do cigarro (161,7±3.721; p<0,001) (Figura 5H e U) comparados ao grupo C 

(M: 119,3±2,277) (Figura 5G e U). O grupo dos machos tratados com extrato da G. 

brasiliensis (109,6±3.466; p<0,001) (Figura 5I e U) apresentou redução significante da 

MMP-2 comparado aos animais não tratados (Figura 5H e U). Também foi possível 

observar diferença significante entre os grupos de machos e fêmeas tratados com o 

extrato, com aumento na expressão da enzima nas fêmeas (M: 109,6±3.466; F: 
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167,6±3,347; p<0,001) (Figura 5I, L e U). Os estudos da imunorreatividade para MMP-

9 não mostraram diferenças entre os grupos (Figura 5N e Q) (Figura 5M e P). A 

especificidade das imunomarcações foi comprovada pelos respectivos controles de 

reação (Figura 5S). 

3.4. Dosagem de citocinas 

No sobrenadante pulmonar dos animais do grupo exposto ao cigarro foram 

observados níveis elevados das citocinas pró-inflamatórias IL-1β (M: 555,7±39,21; F: 

545,7±42,44; p<0,001) e TNF-α (M:3,837±0,2290; p<0,001) comparados aos animais 

controles (Figura 1A, D e E; Figura 6A e D). Também foram encontrados aumentos 

nas dosagens de IL-1β nas dosagens plasmáticas em fêmeas (p<0,01) (Figura 6F). 

Níveis de MCP-1 parecem aumentados no sobrenadante do macerado de machos e 

fêmeas expostos à fumaça e não tratados, mas sem significância estatística (Figura 

6). 

Com a administração do extrato da G. brasiliensis foi observada redução nos 

níveis dos mediadores pró-inflamatórios TNF-α (p<0,001) em machos (Figura 6D e I) 

e MCP-1 (p<0,001) em fêmeas (Figura 6E), no sobrenadante do macerado pulmonar. 

Embora os níveis de IL-1β estejam diminuídos após o tratamento com o extrato, não 

houve significância estatística (Figura 6A e F). 

Não foi observada diferença entre nenhum dos grupos para a IL-6 (Figura 6B e 

G) tanto no sobrenadante do macerado quanto no plasma e para MCP-1 no plasma 

(Figura 6J). Na comparação entre machos e fêmeas, níveis menores de TNF-α 

ocorreram nas fêmeas, em todos os grupos, no plasma sanguíneo (Figura 6I). 

Diferentemente, nos animais expostos ao fumo não tratados, níveis reduzidos 

da citocina anti-inflamatória IL-10 foram observados no sobrenadante do macerado 

pulmonar (M: 9,266±1,945; p<0,001), e no plasma (M: 0,6929±0,02570; p<0,05) 

comparados aos respectivos controles (31,12±3,112; 0,6943±0,01212) (Figura 6C e 

H). Nos animais tratados com extrato da G. brasiliensis, níveis aumentados de IL-10 

foram encontrados no sobrenadante pulmonar nos machos e no plasma sanguíneo 

em machos e fêmeas, embora sem significância estatística, enquanto no 

sobrenadante das fêmeas tratadas ocorreu redução nos níveis de IL-10. 
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4. Discussão  

O fumo está fortemente associado, entre outras afecções, ao desenvolvimento 

da doença pulmonar obstrutiva crônica (DPOC), uma grave condição de saúde, 

induzida por processo inflamatório e caracterizada pela limitação progressiva do fluxo 

de ar (PAN AMERICAN HEALTH ORGANIZATION AND WORLD HEALTH 

ORGANIZATION: CONCERNS REGARDING TOBACCO USE, 2012; 

LU; GOTTLIEB; ROUNDS, 2018).  

Nesse trabalho observamos os efeitos da administração do extrato de folhas 

de G. brasiliensis a 4%, por meio de análises fisiológicas, histopatológicas e 

bioquímicas, em machos e fêmeas no modelo de DPOC, como possibilidade de 

aplicação terapêutica. Como esperado, observamos redução de frequência e 

ventilação pulmonares nos animais expostos à fumaça do cigarro sem tratamento. 

Além disso, nossos estudos de imagem por radiografia mostraram aumentos no 

perímetro pulmonar direito no grupo sem tratamento comparado com os grupos 

controle e tratados e, portanto, estão de acordo com os obtidos da ventilação pulmonar 

neste trabalho e com dados de literatura que apontam que a limitação do fluxo de ar 

ocorre devido à redução do diâmetro das vias aéreas em nível baixo (VENEGAS, et 

al. 2005; DIJKSTRA, et al.  2011; POSSEBON et al., 2018a). Desse modo, os dados 

obtidos das nossas análises fisiológicas reforçam os efeitos prejudiciais e as 

comorbidades que acompanham o hábito tabagista (GAN et al., 2004; PAN 

AMERICAN HEALTH ORGANIZATION AND WORLD HEALTH ORGANIZATION: 

CONCERNS REGARDING TOBACCO USE, 2012; CARAMORI et al., 2014). 

De maneira interessante, nos animais tratados com o extrato de G. brasiliensis, 

os parâmetros de frequência, volume, ventilação e dimensões pulmonares foram 

semelhantes aos encontrados nos animais controle, evidenciando os efeitos benéficos 

do extrato contra os efeitos sistêmicos da exposição ao fumo. Os resultados 

encontrados no nosso estudo reforçam as características benéficas de fitoterápicos 

na DPOC experimental (POSSEBON et al., 2018b). 

LÜDICKE e colaboradores demonstraram que o tabagismo pode estar ligado à 

elevação dos níveis de hemoglobina. Por essa razão, investigamos os níveis de 

hemoglobina e verificamos o efeito protetor do extrato da G. brasiliensis nos grupos 

tratados, com a manutenção da concentração de hemoglobina semelhante ao grupo 

controle, enquanto nos animais expostos ao fumo não tratados esses níveis foram 
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elevados. Nos casos de exacerbação de DPOC a eritropoetina (EPO) pode estar 

reduzida, indicando que na fase aguda da doença, a associação hemoglobina/ EPO é 

inversa e está ligada ao aumento de IL-6, mostrando resistência da EPO por meio de 

mecanismos que estão associados ao aumento do processo inflamatório sistêmico 

(SALA et al., 2010; SINGH et al., 2016).  

Nas análises histopatológicas da arquitetura pulmonar e quantitativas das 

células inflamatórias observamos aumentos dos espaços intra-alveolares e maior 

número de linfócitos e macrófagos nos animais expostos à fumaça do cigarro. 

Contudo a administração do extrato de G. brasiliensis promoveu a preservação 

tecidual e redução do influxo inflamatório. A desorganização do parênquima pulmonar 

com consequente redução do fluxo de ar e dificuldade para respirar podem estar 

relacionadas ao desequilíbrio entre as proteases responsáveis pela destruição do 

parênquima pulmonar e antiproteases que inibem a ação das enzimas proteolíticas, 

podendo ocasionar o enfisema pulmonar (RUFINO; LAPA; SILVA, 2006; 

KLENIEWSKA et al., 2016; AMARAL et al., 2017; BAHRI et al., 2017). Em trabalhos 

anteriores do nosso grupo de pesquisa, também mostramos o aumento de linfócitos e 

macrófagos nos animais expostos à fumaça do cigarro não tratados e a redução 

dessas células inflamatórias após tratamento com solução contendo associação de 

extratos de Arctium lappa, Mikania glomerata Spreng, Plantago major e Equisetum 

arvense (POSSEBON et al., 2018b) ou com a administração da piperlongumina 

(SANT’ANA et al., 2020), mostrando a eficácia dos fitoterápicos no combate à 

inflamação pulmonar. Nesta investigação, nossos dados indicam o efeito protetor do 

extrato da G. brasiliensis no pulmão, preservando a arquitetura dos alvéolos e inibindo 

o processo inflamatório. Também no pulmão, a 7-epiclusianona, composto presente 

no extrato da G. brasiliensis, reduz a viabilidade de células cancerígenas (IONTA et 

al., 2015). Esse mesmo composto tem mostrado atuação contra processo inflamatório 

em ratos obesos e combatendo o estresse oxidativo (SANTA-CECILIA et al., 2011; 

ARAUJO et al., 2019) 

Na sequência dos nossos estudos, procedemos a análise de expressões de 

diferentes proteínas envolvidas nos processos inflamatórios. Nossas análises 

indicaram maior imunorreatividade para AnxA1 e os receptores FPR1 e FPR2 no 

grupo exposto ao fumo sem tratamento, o que reforça a participação dessa proteína 

na inflamação e sua interação com os FPRs. O aumento na expressão da AnxA1 e 



 

59 
 

FPRs também foi observado em diversas investigações em diferentes modelos de 

inflamação (DAMAZO et al., 2011; DA CUNHA; OLIANI; DAMAZO, 2012; GIROL et 

al., 2013; TRENTIN et al., 2015; POSSEBON et al., 2018b). Especifcamente no 

pulmão, estudos do nosso grupo também mostraram a expressão aumentada de 

AnxA1, em ratos e camundongos expostos à fumaça do cigarro (POSSEBON et al., 

2018a, POSSEBON et al., 2018b; LEBRON et al., 2019). Contudo, no nosso modelo 

de DPOC o tratamento com o extrato da G. brasiliensis reduziu a expressão da AnxA1 

e não alterou a expressão de ambos os FPRs. Embora alguns fitoterápicos induzam 

a expressão da AnxA1 para assim conter o processo inflamatório, como a 

piperlongumina (SANT´ANNA et al., 2020) e a Camellia sinensis (LU et al., 2012), 

respectivamente na inflamação pulmonar induzida pela fumaça do cigarro e em 

células de câncer de pulmão, outros fitoterápicos reduzem a expressão da AnxA1 

como observado nessa investigação e também em estudo anterior com a 

administração de mistura de fitoterápicos no modelo de DPOC (POSSEBON et al., 

2018b). Desse modo, os nossos dados indicam que os fitoterápicos podem modular 

de maneira diferencial a expressão da AnxA1 e seus receptores e apontam que a ação 

anti-inflamatória da G. brasileinsis participam em cascatas de sinalização 

independentes da atuação da AnxA1 e seus receptores.  

Nas análises de expressão da COX-2 observamos maior imunorreatividade da 

enzima nos animais expostos ao fumo não tratados comparados aos controles. A 

expressão aumentada da COX-2 foi associada ao elevado grau de inflamação na 

DPOC e ao câncer de pulmão (MIYATA et al., 2015). Outros estudos indicam que a 

COX-1 e COX-2 agem como mediadoras dos efeitos desfavoráveis do hábito 

tabagista, como a rigidez arterial (VLACHOPOULOS et al., 2015). Investigações 

mostram que o composto garcinol, presentes no gênero das garcinias, inibe a COX-

2, o óxido nítrico e o NF-kβ, apresentando um perfil antiproliferativo (LIAO et al., 2004; 

AGGARWAL; DAS, 2016). Contudo, nossos resultados mostram baixa redução da 

COX-2 após o tratamento com a G. brasiliensis.  

Ainda nas análises de imuno-histoquímica, identificamos maior imunorreação 

de MMP-2 no grupo exposto ao fumo sem tratamento, indicando a participação dessa 

enzima na destruição do tecido. Outras investigações associam várias MMPs, 

incluindo a MMP-9, às alterações de tecidos em paciente com enfisema pulmonar 

(GHOSH et al., 2015; MIYATA et al., 2015; OSTRIDGE et al., 2016). O tratamento 
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com G. brasiliensis reduziu os níveis de expressão das MMP-2 e MMP-9 semelhantes 

aos controles. Esses dados corroboram com outros estudos que mostram o perfil de 

compostos do gênero da garcinia que inibem a secreção de MMPs em um modelo de 

carcinoma hepatocelular em humanos (WUDTIWAI, PITCHAKARN, 

BANJERDPONGCHAI, 2018), como também a redução da expressão dos mesmos 

em um modelo de processo inflamatório causado pelo infarto do miocárdio (NA et al., 

2018). 

Na continuidade dos nossos estudos analisamos mediadores inflamatórios no 

sobrenadante pulmonar e plasma sanguíneo. Nossos resultados apresentaram 

aumento das citocinas proinflamatórias IL-1β, TNF-α e MCP-1 e redução da IL-10, 

anti-inflamatória, nos animais expostos à fumaça do cigarro. Nossos resultados 

corroboram com outros estudos que indicam a presença elevada de citocinas 

proinflamatórias na exposição ao fumo e desenvolvimento de DPOC (KLENIEWSKA 

et al., 2016), bem como a baixa dosagem de IL-10 em expostos ao fumo, com ou sem 

DPOC, comparados aos não expostos ao fumo (ZHANG et al., 2013). 

O tratamento com o extrato da G. brasiliensis diminuiu os níveis das citocinas 

pró-inflamatórias e elevou a IL-10. Em modelo animal em exposição a radiação UV 

(FIGUEIREDO et al., 2014), o extrato da fruta de G. brasiliensis também atuou na 

redução das citocinas IL-1β e TNF-α. Enquanto outro estudo com Garcinia kola 

mostrou a redução de MCP-1 em modelo de inflamação em ratos diabéticos 

(AYEPOLA, BROOKS, OGUNTIBEJU, 2014). Assim, nossos dados confirmam o perfil 

anti-inflamatório do extrato de G. brasiliensis no modelo de DPOC. 

De maneira geral, nas fêmeas a resposta inflamatória à fumaça do cigarro foi 

mais exacerbada, enquanto os efeitos do tratamento com o extrato da G. brasiliensis 

na atenução do processo inflamatório foram menos intensos do que os observados 

nos machos. Investigações apontam que as pacientes mulheres podem responder de 

formas diferentes quanto ao tipo e local do dano pulmonar (HAN et al., 2007, 

MARTINEZ et al., 2007). Em estudo com modelo animal, fêmeas ovariectomizadas 

expostas a fumaça do cigarro mostraram um declinio das funções pulmonares e 

aumento da atividade MMP-2 e apoptose, sendo mais susceptiveis à doenças 

pulmonares que animais machos, corroborando que a ausência de estradiol aumenta 

a chance de doenças pulmonares influenciadas pela fumaça do cigarro  

(GLASSBERG et al., 2016).  
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Oscilações dos hormônios sexuais durante o ciclo menstrual podem causar 

piora da asma e os níveis elevados de estradiol reduzem a frequência e severidade 

das crises asmáticas (HAGGERTY et al., 2003; STANFORD et al., 2006). Ainda, em 

modelo de alergia pulmonar, o tratamento com estradiol aumentou a liberação de IL-

10 e óxido nítrico enquanto a progesterona aumentou TNF-α em células do LBA em 

cultura (de OLIVEIRA et al, 2010). Portanto as respostas diferentes entre machos e 

fêmeas podem estar relacionadas aos hormônios sexuais femininos.  

5. Conclusão 

Nossos dados mostram que a administração da Garcinia brasiliensis promove 

efeitos anti-inflamatórios protetores contra a DPOC no modelo proposto, relacionados 

à preservação da arquitetura pulmonar e dos parâmetros fisiológicos pulmonares, bem 

como redução do influxo inflamatório e da liberação de mediadores pró-inflamatórios. 

Essas ações ocorrem independentemente da ação da proteína anti-inflamatória 

AnxA1 e são mais evidentes nos machos. 
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Figura 1- Análises fisiológicas e radiográficas do pulmão – Nesses dados foram avaliadas 

as regiões do tórax, comparando o pulmão entre os grupos controles (A e D), expostos ao 

fumo (B e E) e expostos ao fumo e tratados com o extrato de G. brasiliensis (C e F). Medida 

de 18cmx24cm. Variáveis: altura retroesternal pulmonary, perímetro pulmonar: do início ao 

fim do pulmão direito (G). Análises fisiológicas de pletismografia - Avaliação da capacidade 

de ventilação pulmonar por minuto (H); frequência pulmonar por minutos (I) e capacidade do 

volume de ar inspirado em mL por minutos (J), Resultados apresentados como média ± S.E.M. 

(n=7), * p<0,05; ** p<0,01 e ***p< 0,001 vs controle machos; ## p<0,01 e ### p< 0,001 vs 

controle fêmeas; $$ p<0,01 e $$$ p< 0,001 vs EF machos e @@@ p<0,001 vs 

EF+G.brasiliensis machos. 

 

Fonte: Elaborado pelo autor 
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Figura 2 – Análise histopatológica do pulmão– Grupos controles com aspecto tecidual 

normal (A e B), grupos expostos ao fumo sem tratamento (E e F) com aumento dos espaços 

intra-alveolares e BALT e grupos expostos ao fumo tratado com o extrato da G. brasiliensis (I 

e J). Coloração: Hematoxilina-Eosina. Barras: 10 μm. Análise histopatológica da traqueia 

– Controles (C e D), grupo exposto ao fumo sem tratamento com alteração no tecido e perda 

dos cílios (G e H) e grupo tratado com o extrato da G. brasiliensis (K e L), com preservação 

do tecido epitelial. Coloração: Hematoxilina-Eosina. Barras: 10 μm. Análise bioquímicas do 

sangue – A dosagem de hemoglobina (M) foi realizada no sangue total por g/dl nos grupos 

controle, exposto ao fumo e exposto ao fumo tratado. Resultados apresentados como média 

± S.E.M. (n=7/grupo). * p<0,05 *** p<0,001 vs C machos; $ p< 0,05 $$ p< 0,01 e $$$ p<0,01 

vs EF machos. # p<0,05; ## p< 0,01 vs C fêmeas; § p<0,05; vs EF fêmeas. Análise 

quantitativa do lavado bronco alveolar – Quantificação de linfócitos (O) e macrófagos (P), 

em câmera de Neubauer. Resultados apresentados como média ± S.E.M. (n=7); 

Imunofluorescência de macrófagos no pulmão em machos e fêmeas- Poucos 

macrófagos nos grupos controles e aumento dessas células nos animais expostos à fumaça 

do cigarro e redução após tratamento com o peptídeo (Q). Barras 10 µm. Resultados 

apresentados como média ± S.E.M.  *** p< 0,001 vs C macho; ### p<0,001 vs C fêmea; §§§ 

p<0,001 vs EF fêmeas; @@@ p<0,001 vs EF+G. brasiliensis Machos. No detalhe um 

macrófago imunomarcado. 

 

Fonte: Elaborado pelo autor 
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Figura 3 - Expressão das proteínas AnxA1, FPR1 e FPR2 no pulmão de machos 

e fêmeas: Menor expressão das proteínas nos grupos controles (A, D, G, J, M e P), 

aumento da imunomarcação no grupo exposto ao fumo sem tratamento (B, E, H, K, N 

e Q) e redução na expressão da AnxA1, FPR1 e FPR2 após tratamento com o extrato 

(C, F, I, L, O e R). Ausência de marcação no controle de reação (S). Contra-coloração: 

Hematoxilina. Barras 10 µm. 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor 
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Figura 4 - Expressão das proteínas COX-2, MMP-2 e MMP-9 no pulmão de machos e 

fêmeas: Menor expressão das proteínas nos grupos controles (A, D, G, J, M e P), aumento 

da imunomarcação no grupo exposto ao fumo sem tratamento (B, E, H, K, N e Q) e redução 

na expressão da COX-2, MMP-2 e MMP-9 após tratamento com o extrato (C, F, I, L, O e R). 

Ausência de marcação no controle de reação (S). Contra-coloração: Hematoxilina. Barras 10 

µm. Análises Densitométricas: Resultados apresentados como média ± S.E.M. (n=7/grupo) 

(T, U e V). *** p< 0,001 vs C machos; # p<0,05 vs C fêmeas; $$ p<0,01; $$$ p<0,001 vs EF 

machos; @@@ p<0,001 vs EF+G. brasiliensis machos. 

 

Fonte: Elaborado pelo autor 
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Figura 5 - Dosagem de citocinas no macerado do pulmão e plasma sanguíneo em 

machos e fêmeas - IL-1β (A e F); IL-6 (B e G); IL-10 (C e H); TNF-α (D e I) e MCP-1 (E e J). 

Resultados apresentados como média ± S.E.M. (n=7/grupo). * p<0,05; ** p< 0,01; *** p< 0,001 

vs C machos # p<0,05; ## p<0,01 ### p<0,001 vs C Fêmeas; $$$ p<0,001 vs EF machos; 

§§§ p<0,001 vs EF fêmeas; @ p<0,05; @@@ p<0,001 vs EF+G. brasiliensis machos.  

 

Fonte: Elaborado pelo autor 
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Resumo 

O tabagismo está ligado ao processo inflamatório induzido por substâncias nocivas o 

que pode desenvolver doenças pulmonares. Diferentes leucócitos participam desse 

processo com implicação em alterações estruturais da arquitetura pulmonar. 

Investigações anteriores mostraram que o peptídeo mimético Ac2-26 da proteína 

Anexina A1 apresenta perfil anti-inflamatório em diferentes modelos de inflamação 

pulmonar. Diante disso, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do Ac2-26 da 

proteína Anexina A1 em modelo de indução por longo período à fumaça do cigarro. 

Ratos (machos e fêmeas, Wistar) foram expostos à fumaça da queima de 10 cigarros 

comerciais, 2x/dia, por 8 semanas, em aparelho próprio para exposição ao fumo. 

Animais dos grupos tratados receberam via intraperitoneal com o Ac2-26 (1mg/Kg). 

Os grupos controles foram mantidos no mesmo regime, porém na ausência da fumaça 

do cigarro. Foram avaliados parâmetros fisiológicos relacionados a pesagem, pressão 

arterial, plestismografia e raio-x. Sangue, lavado broncoalveolar (LBA), pulmões e 

traqueia foram coletados após eutanásia. A quantificação de linfócitos e macrófagos 

foi feita no LBA e ainda, os macrófagos também foram observados por 

imunofluorescência. As expressões de MMP-2, MMP-9, COX-2, AnxA1, FPR1 e FPR2 

foram avaliadas por imuno-histoquímica. A hemoglobina foi dosada no sangue total e 

as citocinas IL-1β, IL-6, IL-10, MCP-1 e TNF-α no plasma sanguíneo e no 

sobrenadante do macerado do pulmão. Os ratos expostos ao fumo sem tratamento 

apresentaram reduções macroscópicas das dimensões pulmonares, bem como, de 

frequência, volume e ventilação pulmonares e alta concentração de hemoglobina 

comparados aos ratos tratados e controles. Linfócitos e macrófagos foram 

encontrados no LBA do grupo exposto à fumaça sem tratamento, com redução 

significante dessas células nos grupos tratados. A redução da expressão de MMP-2, 

MMP-9, COX-2 e AnxA1 e o aumento de FPR1 e FPR2 foram observados nos animais 

tratados. Ainda, níveis reduzidos de IL-1β, TNF-α e MCP-1 e aumento de IL-10 

ocorreram nos animais que receberam tratamento com peptídeo mimético comparado 

aos animais não tratados. Nossos resultados reforçam o efeito protetor do Ac2-26 da 

Anexina A1 no processo inflamatório causado pela exposição à fumaça do cigarro em 

modelo de DPOC, em machos e fêmeas. 
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1. Introdução 

A DPOC é causada por processo inflamatório induzido pela inalação de partículas 

e gases nocivos, o que leva a mudanças estruturais nas vias respiratórias e alvéolos. 

Diferentes células inflamatórias como macrófagos, neutrófilos e linfócitos participam 

do processo da doença, sendo responsáveis pela liberação de vários mediadores 

químicos como o fator de necrose tumoral (TNF)α, o interferon (IFN)γ e as 

interleucinas (IL)-1β, IL-6, IL-8 (CCLX8), IL-17 e IL-18, que a longo prazo e pelo 

desequilíbrio da resposta imune, causam danos teciduais e levam ao declínio da 

função pulmonar (RABE et al., 2007; TERAMOTO, 2007; SARIR et al., 2008; 

CARAMORI et al., 2014; KUBYSHEVA et al., 2020). 

Dado o papel central desempenhado pela inflamação na DPOC, o 

desenvolvimento de terapias anti-inflamatórias inovadoras é fundamental, em 

particular para retardar a progressão da doença e obter melhor controle das 

exacerbações (COMPTON et al., 2013; ARYAL; DIAZ-GUZMAN; MANNINO, 2014). 

Entre os mediadores anti-inflamatórios, a proteína endógena Anexina A1 (AnxA1), o 

primeiro membro caracterizado da superfamília das anexinas, pode representar uma 

terapia alternativa para o tratamento da DPOC (LIM; PERVAIZ, 2007; OLIANI et al, 

2008; PERRETTI; D’ACQUISTO, 2009; GIROL et al, 2013). Ainda, a anexina A1 tem 

mostrado sua atuação com efeitos protetores contra a lesão pulmonar induzida por 

isquemia, utilizando a via FPR (LIAO et al., 2017; POSSEBON et al., 2018a).  

Com essas considerações, é importante o estudo da administração do peptídeo 

mimético da AnxA1, Ac2-26 como estratégia de reversão dos processos fisiológicos e 

teciduais alterados induzidos pela exposição à fumaça do cigarro, em modelo 

experimental, como possível alternativa terapêutica na DPOC. 

 

2. Materiais e Métodos 

2.1. Animais 

Ratos e ratas da linhagem Wistar, com 6 semanas de idade, foram obtidos da 

Unidade Didática e de Pesquisa Experimental (UDPE) do Centro Universitário Padre 

Albino (UNIFIPA) de Catanduva-SP. Os animais foram mantidos em gaiolas, em um 

ambiente com temperatura controlada (22 a 25oC) com água e ração ad libitum. Os 

procedimentos experimentais foram realizados na UDPE, no Laboratório 
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Multidisciplinar (UNIFIPA) e conduzidos de acordo com as normas da Comissão de 

Ética para o Uso de Animais (CEUA UNIFIPA- certificado nº 06/17). 

Para os protocolos experimentais os animais de ambos os sexos foram divididos 

em grupos: expostos à fumaça do cigarro e não tratados (grupos F), expostos à 

fumaça e tratados com o peptídeo (grupos F+Ac2-26) e animais controles não 

expostos à fumaça nem tratados. 

 

2.2. Exposição à fumaça do cigarro e protocolos de tratamentos 

Para o desenvolvimento da DPOC, os animais foram expostos à fumaça da 

queima de 10 cigarros comerciais (contendo 0,8 mg de nicotina, 10 mg de alcatrão e 

10 mg de monóxido de carbono), um após o outro, duas vezes ao dia (total de 20 

cigarros/dia), por 8 semanas, em aparato próprio para exposição ao fumo da UDPE, 

UNIFIPA. O grupo controle (C) não foi exposto à fumaça, mas somente ao ar 

comprimido (POSSEBON et al., 2018a, POSSEBON et al., 2018b).  

O protocolo de tratamento foi realizado em dois dos grupos (machos e fêmeas) 

de animais expostos à fumaça do cigarro, nos quais foi administrado 

intraperitonealmente (i.p) com o Ac2-26 na dosagem de 1mg/Kg (GIROL et al., 2013; 

POSSEBON et al., 2018a), 3x/semana, antes da primeira exposição à fumaça do 

cigarro (grupo F + Ac2-26). 

 

2.3. Análises fisiológicas de pletismografia 

No final do período de exposição à fumaça e tratamento, os animais foram 

avaliados quanto à pletismografia, por meio da medição da capacidade de respiração, 

ventilação, frequência e volume inspirado, em aparelho específico e adaptado ao uso 

(PowerLab, AD Instruments-Gas Analyzer, Austrália) (POSSEBON et al., 2018a). 

 

2.4. Análises por imagem de Raio X 

Após as 8 semanas de exposição os animais foram anestesiados i.p. com 

Ketamina (0,8 mg/kg) e Xilasina (0,02 mg/kg) e em seguida foram realizadas imagens 

radiográficas da região do tórax antero superior, indicando a via respiratória por 

imagens macroscópicas de 18 cm de largura por 24 cm de altura das pranchas dos 

pulmões em um aparelho específico (Raio X – Astex, Vet maq) adaptado para o uso 
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em ratos Wistar. As variáveis consideradas foram: a altura retroesternal pulmonar do 

pulmão direito e os níveis de rebaixamento diafragmático direito e esquerdo 

(POSSEBON et al., 2018a). 

 

2.5. Análises bioquímicas do sangue e lavado broncoalveolar 

O sangue foi coletado por punção cardíaca em seringas heparinizadas e 

separado em alíquotas para análise de hemoglobina com Kit comercial. Outras 

alíquotas foram centrifugadas por 15 minutos a 3.000 rpm e o plasma congelado a -

70oC para posterior dosagem de citocinas.  

Para obtenção do lavado broncoalveolar (LBA), os animais tiveram a traqueia 

canulada e o pulmão direito clampado. O pulmão esquerdo foi lavado 3 vezes com 

PBS e o líquido obtido será centrifugado por 10 minutos a 1.500 rpm. O sobrenadante 

foi armazenado a -70 oC para posterior dosagem de citocinas e o pellet foi 

ressuspenso em 500 µl de PBS e alíquotas de 10 µl foram corados em Turk (1:10) 

para contagem de linfócitos e macrófagos em câmera de Neubauer (valores como 

número de células x 104/mL). 

 

2.6. Análises histopatológicas e imuno-histoquímicas  

Após coleta do LBA, o pulmão direito e traqueia foram retirados, fixados em 

formol a 4% e processados para inclusão em parafina. Secções de 5m foram usadas 

para análises histopatológicas e imuno-histoquímicas no microscópio Leica (DM500) 

do Laboratório Multidisciplinar da UNIFIPA. 

Nos estudos imuno-histoquímicos foram avaliadas as expressões de AnxA1, 

FPR1, FPR2, COX-2, MMP-2 e MMP-9 no pulmão de todos os animais. Para isso as 

secções foram processadas para recuperação antigênica com tampão citrato pH 6,0 

e bloqueio da atividade da peroxidase endógena e incubadas com os anticorpos 

primários policlonais rabbit: anti-MMP2 (1:100) (Abcam), anti-MMP-9 (1:100) (Abcam), 

anti-AnxA1 (1:1000) (life Technologies), anti-Cox2 (1:500) (Demorelis), anti-FPR1 

(1:500) e anti-FPR2 (1:500) (Bioss) por 12 horas. A seguir, incubadas com o anticorpo 

secundário biotinilado e imersas em complexo estreptavidina peroxidase conjugada 

(kit Histostain, Invitrogen). O substrato diaminobenzidina (DAB) (Kit DAB, Invitrogen) 

foi usado para revelação e, após, as secções foram contra coradas com Hematoxilina. 
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As proteínas foram quantificadas por densitometria (unidades arbitrárias de 0 a 255) 

no analisador de imagens (software Leica Image Analysis) (SOUZA et al, 2017; 

POSSEBON et al, 2018a). 

 

2.7. Quantificação de macrófagos por imunofluorescência  

Cortes obtidos das amostras de pulmão foram desparafinizados, re-hidratados 

e a recuperação antigênica foi realizada em tampão citrato pH 6,0 a 96 ºC, durante 20 

min. Os cortes foram incubados em temperatura ambiente por 10 minutos em PBS 

contendo 0,25% de Triton X-100, lavados em PBS por 15 minutos (três lavagens de 5 

minutos cada). Após lavagem em PBS, os cortes foram incubados com soroalbumina 

bovina (BSA) a 2% em PBS-T por 30 minutos para o bloqueio de ligação inespecífica 

dos anticorpos e então, com o anticorpo ED-1 (1:100) (Zymed Laboratories, 

Cambridge, UK) diluído em BSA a 1%, por 1 hora, temperatura ambiente, em câmara 

úmida, a seguir, foram lavados em PBS por 15 minutos (três lavagens de 5 minutos 

cada). Após, incubados com o anticorpo secundário goat anti-mouse-FITC conjugado 

(1:100; Santa Cruz, USA) por 60 minutos, em câmara escura e lavados em PBS por 

15 minutos (três lavagens de 5 minutos cada) e, em seguida, com DAPI por 1 minuto 

em câmara escura e posterior lavagem com PBS. As lâminas foram montadas com 

glicerina. O controle negativo da reação foi obtido pela omissão do anticorpo primário. 

A quantificação dos macrófagos nos tecidos pulmonares foi realizada na objetiva de 

40X, com imagem do Microscópio Bel Photonics®. Os dados foram expressos como 

média ± erro padrão (S.E.M.) do número de macrófagos por mm2. 

 

2.8. Análises de Western Blotting  

A determinação da concentração de proteínas, presentes nos sobrenadantes 

dos fragmentos de pulmão após maceração, foi feita em ensaio de Bradford (Biorad, 

Hemel Hempsted, UK) e ajustada para 2 mg/mL. Uma alíquota foi misturada (1:1) com 

2X loading buffer (Tris base a 125 mM, pH 6,8, contendo mercaptoetanol a 10%, 

dodecil sulfato de sódio a 4%, glicerol a 20% e azul de bromofenol a 0.1%) e 

desnaturada em água a 100ºC por 5 minutos. As amostras (20 mg de proteína por 

poço) e marcadores de peso molecular foram separados em gel SDS-PAGE (dodecil 

sulfato de sódio a 10% – gel de poliacrilamida a 10%) e, posteriormente, transferidas 
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para membrana de nitrocelulose. A proteína AnxA1 foi detectada utilizando-se o 

anticorpo primário anti-AnxA1 (1:1000) (life Technologies). O sinal foi amplificado 

utilizando anticorpos secundários anti-rabbit IgG HRP conjugado (Promega) e o 

produto da reação foi visualizado com revelação em DAB (Kit DAB, Invitrogen).  

 

2.9. Dosagem de citocinas 

As citocinas IL-1β, IL-6, IL-10, MCP-1 e TNF-α foram quantificadas no plasma 

sanguíneo e no sobrenadante do macerado pulmonar, utilizando o Kit MILLIPLEX 

MAP de citocinas de rato (RECYTMAG-65K; Millipore Corporation, EUA) e analisadas 

no equipamento LUMINEX xMAP MAGPIX (Millipore Corporation, EUA). As beads 

magnéticas, soluções controles, tampão de lavagem, soro matriz e padrões foram 

preparados e homogeneizados conforme as instruções descritas no RECYTMAG-65K 

Milliplex MAP Kit (Millipore). Inicialmente, foram adicionados 25 µl dos padrões, 

soluções controles e amostras na placa magnética de 96 poços, lavada com o tampão 

de lavagem. Em seguida, 25 µl de assay buffer foram adicionados às amostras, 25 µl 

do meio apropriado aos padrões e, 25 µl de beads magnéticas com anticorpos 

específicos em todos os poços (controles, padrões e amostras). Após, a placa foi 

selada com adesivo próprio, revestida com papel alumínio e incubada por duas horas 

à temperatura ambiente, sob agitação no shaker. Na sequência, a placa foi lavada 2x 

com 200 µl de tampão de lavagem e incubada com 25 µl de anticorpo de detecção à 

temperatura ambiente, por uma hora, no shaker. Para completar a reação, 25 µl de 

ficoeritrina conjugada à estreptavidina foi adicionada e incubada por 30 minutos, 

protegida da luz à temperatura ambiente, sob agitação. A placa foi então lavada e 

incubada com 125 µl do fluido (Drive Fluid) por cinco minutos à temperatura ambiente, 

no shaker. Em seguida, a leitura da placa foi realizada no LUMINEX xMAP MAGPIX. 

A concentração dos analitos foi determinada pelo software MAGPIX xPONENT 

(Millipore Corporation, USA). Os resultados foram expressos como média ± erro 

padrão da média (S.E.M.) das concentrações de citocinas (pg/mL).  

 

2.10. Análises Estatísticas 

Os resultados obtidos foram submetidos previamente à análise descritiva e 

determinação da normalidade pelo programa GraphPad Prism® Version 6.01. Para 
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esses dados, que mostraram distribuição normal, foram utilizados a Análise de 

Variância (ANOVA), seguida do teste de Bonferroni. Para análise da pressão arterial 

foi usada a ANOVA com repetições. Enquanto as médias das pesagens foram 

comparadas pelo two-way ANOVA. Todos os valores obtidos foram expressos como 

média ± S.E.M. e os valores de P menores que 0,05 foram considerados 

estatisticamente significantes. 

 

3. Resultados  

3.1. Análises fisiológicas e bioquímicas do sangue total 

Nas análises das imagens por radiografias, foram observadas elevações 

macroscópicas do perímetro do pulmão direito no momento de inspiração nos grupos 

sem tratamento (M: 131.0±1.143; F: 111.1±2.677) (Figura 1C) em comparação aos 

grupos controles (M: 113.9±5.233; F: 94.01±2.052; p<0,01) (Figura 1C). Ainda foi 

possivel observar diferença significante entre machos e fêmeas nos grupos controles 

(p<0,001), expostos à fumaça sem tratamento (p<0,001) e grupos tratados com o Ac2-

26 (M: 125.1±2.397; F: 101.4±1.985; p<0,001), com redução nas fêmeas. 

Pela pletismografia, ocorreu aumento significante da frequência pulmonar nos 

animais machos e fêmeas expostos ao fumo e não tratados (M:168,5±2,862 e F: 

164,0±1,994) comparados ao controle (M:151,4 ± 4,307; p<0,001 e F: 152,4±2,103 

p<0,05) e redução significante nos machos tratados com o peptídeo da AnxA1 

(153,4±1,450; p<0,001) (Figura 1D). 

A capacidade de ventilação e volume final também aumentaram nos grupos de 

machos e fêmeas  sem tratamento (Ventilação M: 837,8±126,8; Ventilação F: 

1219±67,33; Volume M: 9,054±0,834; Volume F: 7,412±0,3320) com relação ao grupo 

controle (Ventilação M: 318,9±64,93; p<0,001; Ventilação F: 659,0±45,78 p<0,001; 

Volume M: 1,655±0,3934; p<0,001; Volume F: 4,320±0,2782 p<0,001) e ocorreu 

redução no grupo de machos tratados com Ac2-26 (Ventilação: 269,6±17,60; Volume: 

1,840±0,2099; p<0,001) (Figura 1E e F). Além desses dados, obtivemos resultados 

diferentes entre os grupos de machos e fêmeas tratados com o peptídeo, com redução 

significante nos animais machos nos parâmetros de ventilação e volume (Ventilação 

M: 269,6±17,60; Ventilação F: 1061±57,58; p<0,001) (Volume M: 1,840±0,2099; 

Volume F: 6,558±0,3522; p<0,001).  
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A dosagem no sangue total mostrou aumento significante da quantidade de 

hemoglobina nas fêmeas expostas à fumaça do cigarro e sem tratamento 

(18,43±1,167) comparada aos grupos controle (13,67±0,3258; p<0,01) (Figura 2V). 

 

3.2. Histopatologia e influxo inflamatório nos tecidos e lavado 

broncoalveolar  

Nas análises histopatológicas (Figuras 2A-R) foram observadas modificações nos 

espaços intra-alveolares no pulmão e traqueia de animais machos e fêmeas, com 

aumento nos grupos expostos ao fumo (M:26113±2478; F: 24993±1853) (Figura 2G, 

H, J, K e S), comparado aos controles (M:9479±597.3; F:8865±1150; p<0,001) (Figura 

2A, B, D, E e S) e tratados com o peptídeo Ac2-26 (M: 16261±1627; F: 15689±2201) 

(Figura 2M, N, P, Q e S) os quais apresentaram reduções comparados aos não 

tratados (M: p<0,01; F: p<0,05). Os animais F (Figuras 2G, H, J e K) ainda influxo de 

células inflamatórias no pulmão comparado aos outros grupos (Figuras 2A, B, D e E, 

M, N, P e Q).  

As análises histopatológicas em HE da traqueia mostraram alterações no epitélio 

respiratório de animais machos e fêmeas devido a exposição à fumaça do cigarro, 

com a perda dos cílios nos grupos expostos ao fumo e não tratado (Figuras 2I e L) 

com relação ao C (Figuras 2C e F) e F+Ac2-26 (Figuras 2O e R). 

A quantificação de linfócitos e macrófagos no LBA, mostrou aumento significante 

de macrófagos (11,14±2,348) (Figura 2S) e linfócitos (47,61±2,942) (Figura 2T) no 

grupo de machos não tratados comparados ao controle (Macrófago: 4,321±0,1515; 

p<0,05; Linfócito: 20,46±1,438; p<0,05), e redução significante dessas células nos 

machos tratados com o Ac2-26 (Macrófago: 4,643±1,152; Linfócito: 22,11± 3,027) 

(Figura 2S e T) e também nos linfócitos de fêmeas tratadas com o peptídeo 

(10,93±0,6540) (Figura 2T) comparado ao não tratado (27,14±4,870; p<0,05). 

Os macrófagos também foram quantificados nos tecidos pulmonares por meio de 

imunofluorescência. No pulmão dos animais machos e fêmeas, essas análises 

indicaram aumento nos grupos sem tratamento (M: 68,93±5.897; F: 71,96±4,117 

p<0,001) (Figura 3) comparado aos C (M: 32,50±3,639; F: 17,14±0,8502) (Figura 3) e 

redução dessas células no grupo F+Ac2-26 (Machos: 41,07±6,728; Fêmeas: 

41.25±4,507) (p<0,01) (Figura 3). 
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3.3. Avaliações de expressão de proteínas 

A imunomarcação da proteína AnxA1 e dos receptores para peptídeo formilados, 

FPR1 e FPR2, foi analisada no pulmão de todos os grupos. A especificidade da 

imunomarcação foi comprovada pelo controle de reação (Figura 4S). 

Nas análises de AnxA1, os grupos sem tratamento (M:162,9±2.604; 

F:180,4±5,727) (Figura 4B e E), mostraram expressão aumentada da proteína, 

comparada com os respectivos controles (M:143,3±6,419; F:143,3±6,209) (Figura 4A 

e D) e grupos tratados (M: 149,8±2,226; F:157,58±2,573) (Figura 4C). As análises 

estatísticas (Figura 4T), corroboraram com as análises imuno-histoquímicas, 

mostrando aumento significante (M: p<0,05 e F: p<0,01) da expressão da AnxA1 no 

grupo sem tratamento, comparado aos controles e redução significante do grupo de 

fêmeas tratadas (p<0,001) em comparação às fêmeas expostas à fumaça sem 

tratamento. Os resultados de Western blotting foram similares aos da imuno-

histoquímica, indicando aumento significante nos animais expostos à fumaça do 

cigarro (M:102,9±4,232; F:103,4±4,102; p<0,001) (Figura 4W e X), comparados aos 

controles (M: 64,43±7,853; F: 65,57±7,359) (Figura 4W e X), e redução significante 

nos animais machos e fêmeas tratados com o peptídeo Ac2-26 (M: 77,50±7,922; F: 

77,71±7,914; p<0,01) (Figura 4W e X). A Tubulina foi detectada como controle de 

reação para esta técnica (Figura 4W).   

Com relação às expressões dos receptores, nas avaliações do FPR1, foi 

observado aumento da expressão deste receptor no pulmão de machos e fêmeas que 

foram expostos à fumaça (M: 171,1±6,131; F: 176,3±1,933 ; p<0,001) (Figura 4H, K e 

U) comparados aos controles (M:153,2± 1,376; F:143,3± 11,64) (Figura 4G, J e U). 

Nos animais tratados com Ac2-26 (M:173,1± 0,6602; F:187,0± 2,283; p<0,001) (Figura 

4I, L e U), os valores de expressão do FPR1 foram semelhantes aos não tratados. Do 

mesmo modo, a imunomarcação do FPR2 mostrou aumento da expressão desse 

receptor em machos e fêmeas expostos à fumaça do cigarro tratados (M: 167,3± 

7,509; F:171,4± 7,329; p<0,001) (Figura 4O, R e V) ou não (M:150,3±10,36; F:150,3± 

8,129; p<0,05) (Figura 4N, Q e V) comparados aos animais controles (M: 123,4± 

10,27; F: 122,5± 4,626) (Figura 4M, P e V). 

As expressões das enzimas COX-2, MMP-2 e MMP-9 também foram analisadas 

no pulmão dos grupos de machos e fêmeas expostos ao fumo, tratados ou não e nos 
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animais controle. A especificidade das imunomarcações foi comprovada pelos 

respectivos controles de reação (Figura 5S). 

A expressão da COX-2 foi aumentada nos pulmões das fêmeas no grupo 

exposto à fumaça e não tratado (180,2±6,622; p<0,05; Figura 5E e T) comparado ao 

grupo C (153,5±2.906; Figura 5D e T) e aos machos expostos a fumaça do cigarro 

(143,4±7,423, p<0,05 e p<0,01; Figura 5B e T). O tratamento com o peptídeo não 

alterou a expressão dessa enzima no tecido pulmonar nos machos. Entre machos e 

fêmeas tratados a imunomarcação para COX-2 foi maior nas fêmeas (186,2±3,436; 

p<0,001; Figura 5C, F e T).  

Nas análises da imunorreatividade para MMP-2 foi observado aumento da 

expressão da enzima nos animais de ambos os sexos expostos à fumaça do cigarro 

(M: 161,7±3.721; F: 165,9±4,834; p<0,001) (Figura 5H, K e U) comparados aos grupos 

C (M: 119,3±2,277; F: 155,2±3,439) (Figura 5G, J e U). Ainda houve diferença 

significante entre os grupos controles, com aumento nas fêmeas (p<0,001). As fêmeas 

tratadas com o peptídeo (Figura 5L e U) também apresentaram aumento significante 

(p<0,001) comparado ao grupo tratado de machos (Figura 5I e U). Já o grupo de 

machos tratados com o peptídeo apresentou redução significante da metaloproteinase 

comparado aos animais não tratados (p<0,001) (Figura 5H e U). 

Estudos da MMP-9 mostraram aumento na expressão da enzima no pulmão de 

animais machos e fêmeas expostos ao fumo não tratados (Figura 5N e Q) com relação 

aos animais controle (Figura 5M e P). Novamente, nos machos, reduções na 

expressão de MMP-9 (p<0,01) foram observadas após o tratamento com o peptídeo 

(159,9±12,94; Figura 5O) em relação aos animais não tratados (Figura 5N). 

 

3.4. Níveis de mediadores químicos no plasma e sobrenadante do macerado 

pulmonar 

No sobrenadante pulmonar dos animais machos e fêmeas exposto ao cigarro 

foram observados níveis elevados das citocinas pró-inflamatórias IL-1β (M: 

555.7±39.21; F: 545.7±42.44), do TNF-α (M: 3.837±0.2290; F: 1.356±0.1711; 

p<0,001) e somente em fêmeas da quimiocina MCP-1 (31.64±4.028; p<0,01) 

comparados aos respectivos animais controle (IL-1β M: 305.4±36.55 p<0,01; IL-1β F: 

278.2±36.10; p<0,01; TNF-α M: 1.739±0.2542; p<0,001; TNF-α F: 0.9029±0.1006; 

p<0,001 e MCP-1 F: 21.75±0.9114) (Figura 6A, D e E). A administração do peptídeo 
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promoveu redução significante nos níveis dos mediadores pró-inflamatórios no 

sobrenadante do macerado pulmonar de TNF-α em machos (2.744±0.1859; p<0,01), 

MCP-1 em fêmeas (19.47±2.112; p<0,001) comparados aos animais não tratados e 

ainda diferença significante de TNF-α entre machos e fêmeas tratados com o peptídeo 

(M: 2.744±0.1859; F: 0.7714±0.04973 p<0,001) (Figura 6D e E). 

Similarmente, foram encontrados aumentos nas dosagens de IL-1β em fêmeas 

no plasma sanguíneo (5.461±0.4855) comparado ao grupo controle (1.851±0.3126; 

p<0,001), e ainda diferença significante de TNF-α entre machos e fêmeas nos grupos 

controle (M: 0.6943±0.01212; F: 0.2357±0.01462 p<0,001), expostos à fumaça 

tratados (M: 0.6471±0.01700 F: 0.1957±0.01478 p<0,001) e sem tratamento (M: 

0.6929±0.02570; F: 0.2314±0.01752; p<0,001) com o peptídeo (Figura 6, I e J). 

Diferentemente, nos machos e fêmeas expostos ao fumo não tratados, níveis 

reduzidos da citocina anti-inflamatória IL-10 foram observados no sobrenadante do 

macerado pulmonar (M: 9.266±1.945; F:17.16±0.8888) e no plasma sanguíneo (M: 

1.817±0.2458) comparados aos controles (M: 31.12±3.112; p<0,001 F: 30.10±4.339 

p<0,05). Também foi possível observar aumento significante de IL-10 no 

sobrenadante do macerado pulmonar do grupo de machos tratados com o peptídeo 

(2.744±0.1859) comparados aos machos não tratados (p<0,05) (Figura 6C e H). 

 

4. Discussão 

O hábito tabagista é um importante problema de saúde mundial e mesmo 

pessoas não tabagistas, que convivem com a fumaça produzida por fumantes, sofrem 

os danos causados por esta exposição (COMPTON et al., 2013; CAMARONI et al., 

2014). Por essas razões, procedemos aos experimentos in vivo no modelo de DPOC 

em ratos, com a administração do peptídeo Ac2-26 da proteína AnxA1, que apresenta 

grande potencial anti-inflamatório (POSSEBON et al., 2018a; HAN et al., 2020). 

Nas análises de pletismografia foram observados aumentos nos parâmetros de 

frequência, volume e ventilação nos animais expostos à fumaça sem tratamento, que 

corroboram com outros estudos anteriores em modelo de DPOC animal (RAMÍREZ-

RAMÍREZ et al., 2017; POSSEBON et al., 2018a; SANT’ANA et al., 2020). Além disso, 

os estudos de radiografia indicaram aumentos no perímetro pulmonar direito no grupo 

sem tratamento, o que indica limitação do fluxo de ar (VENEGAS, et al. 2005; 

DIJKSTRA, et al.  2011; POSSEBON et al., 2018a).  
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Nos animais tratados com o peptídeo Ac2-26 da AnxA1 os parâmetros de 

frequência, volume, ventilação e dimensões pulmonares foram semelhantes aos 

encontrados nos animais controle, evidenciando os efeitos benéficos do peptídeo 

contra as ações sistêmicas da exposição ao fumo. Os resultados encontrados no 

nosso estudo reforçam o papel protetor do Ac2-26 no modelo de DPOC em 

concordância com pesquisas sobre a ação do peptídeo na fibrose pulmonar (DAMAZO 

et al., 2011), na endotoxemia pulmonar induzida por LPS (DA CUNHA; OLIANI; 

DAMAZO, 2012) e em período agudo no modelo de DPOC em ratas (POSSEBON et 

al., 2018a).  

Ainda relacionado às análises sistêmicas, nossos resultados mostraram 

aumento dos níveis de hemoglobina em ratas expostas à fumaça do cigarro sem 

tratamento e em ambos os grupos tratados as dosagens foram semelhantes aos 

controles. Animais induzidos à enfisema pulmonar pelo poluente atmosférico NO2 

apresentaram taxa de hemoglobina elevada, contudo os tratados com desmetilação 

5-Azacitidina, essa taxa foi reduzida e com melhora efetiva do enfisema pulmonar 

(ZHANG et al., 2019). Estudos mostram que a hemoglobina pode ser reajustada de 

acordo com o perfil do tabagista crônico ou agudo. Estudos ainda mostram que o 

aumento de glóbulos vermelhos está intimamente ligado ao tabagismo crônico 

(STUART e VIERA, 2004). Além disso, outro estudo mostra o aumento do risco de 

morte em pacientes com taxa de hemoglobina elevada em população com DPOC e 

doença renal crônica (XU et al., 2019).  

Nas análises de quantificação de células inflamatórias, observamos aumento 

de linfócitos e macrófagos no LBA quanto de macrófagos no tecido pulmonar nos 

animais expostos à fumaça do cigarro e a redução dessas células inflamatórias após 

tratamento com o peptídeo. Outras investigações mostraram também que essas 

células são afetadas pelo tabagismo em modelo de DPOC (QIU et al., 2017). Em 

trabalhos anteriores do nosso grupo de pesquisa, também mostramos o aumento de 

linfócitos e macrófagos nos animais expostos à fumaça do cigarro não tratados e a 

redução dessas células inflamatórias após tratamento com o peptídeo (POSSEBON 

et al., 2018a, WANG et al., 2018).  

Na continuidade do trabalho, os estudos histopatológicos indicaram alterações 

morfológicas no pulmão que reforçam investigações anteriores sobre o desarranjo 

tecidual causado pela fumaça do cigarro (POSSEBON et al., 2018a; SANT’ANA et al., 
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2020). O enfisema pulmonar causa desestruturação dos alvéolos com 

consequentemente a redução do volume de ar no pulmão (KOZMA et al., 2014; SHAH 

et al., 2017; POSSEBON et al., 2018b). O tratamento com o peptídeo Ac2-26 atenuou 

as alterações nos pulmões. 

Ainda, nas análises histopatológicas da traqueia foi possível observar alteração 

no epitélio, como perda dos cílios, nos animais que foram expostos a fumaça do 

cigarro sem tratamento, enquanto a preservação do tecido ocorreu nos animais que 

foram tratados com o peptídeo mimético. Outros estudos já realizados em nosso 

laboratório em modelo de indução à DPOC também mostraram a atuação do peptídeo 

na preservação do epitélio da traqueia (POSSEBON et al., 2018a) em período mais 

agudo da inflamação. O trabalho atual indica que a proteção oferecida pelo peptídeo 

é mantida mesmo em períodos mais longos de exposição à fumaça do cigarro, com 

características de afecção inflamatória crônica. 

Nos estudos de imuno-histoquímica ocorreu maior expressão da AnxA1 no 

grupo exposto ao fumo sem tratamento, comparado aos demais grupos, indicando a 

participação da proteína no controle da inflamação e da alteração no tecido. O 

aumento na expressão da AnxA1 também foi observado em outras investigações, em 

fases aguda do processo inflamatório em diferentes modelos (OLIANI et al., 2001; 

DAMAZO et al., 2011; DA CUNHA; OLIANI; DAMAZO, 2012; GIROL et al., 2013; 

POSSEBON et al., 2018a). Por outro lado, no grupo exposto ao fumo e tratado 

observamos a redução da imunomarcação, o que reforça o envolvimento da AnxA1 

na fisiologia das células epiteliais e inflamatórias do pulmão, comprovando a ação anti-

inflamatória do Ac2-26, que, possivelmente, está associada a um processo de 

feedback negativo da expressão endógena da proteína (GIROL et al., 2013). 

Sabendo que a proteína AnxA1 se liga aos receptores FPR investigamos a 

expressão desses receptores no pulmão. Nossos resultados indicaram aumento da 

expressão dos FPR1 e FPR2 no grupo exposto ao fumo não tratado e superexpressão 

pelo Ac2-26 tratamento. Essas descobertas corroboram a ideia de que AnxA1 e Ac2-

26 agem por meio dos receptores FPRs para contenção do processo inflamatório 

pulmonar (POSSEBON et al., 2018a). Resultados semelhantes foram encontrados por 

nosso grupo de pesquisa em um modelo de uveíte induzida por endotoxina (GIROL 

et al., 2013). Além disso, análises in vitro apontaram que FPR1 e FPR2 mediam a 
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inibição da ativação de fibroblastos pulmonares pelo peptídeo Ac2-26 (TRENTIN et 

al., 2015). 

Nas análises de expressão da COX-2 foi observada maior expressão da 

enzima nas fêmeas expostas ao fumo tratadas ou não comparadas aos controles. A 

expressão aumentada da COX-2 já foi observada em outros estudos sobre afecções 

pulmonares em animais não tratados expostos por um período mais curto de 

exposição. Nessas condições os tratamentos com o peptídeo e um extrato bioativo 

natural, apresentaram efeitos protetores (POSSEBON et al., 2018a; SANT’ANA et al., 

2020).  

Ainda nas análises de imuno-histoquímica, identificamos maior imunorreação de 

MMP-2 e MMP-9 no grupo exposto ao fumo sem tratamento, indicando a participação 

dessas metaloproteinases na destruição do tecido (SNG et al., 2017). Outro estudo 

indica a COX-2 associada a inflamação das vias aéreas e limitação do fluxo aéreo 

mediado pela MMP-2 em casos de DPOC (CHEN et al., 2008). Novamente, a 

administração do Ac2-26 mostrou efeitos protetores, por meio da redução da MMP2.  

Para complementação dos estudos, procedemos a dosagem de citocinas. No 

sobrenadante pulmonar dos animais machos expostos a fumaça do cigarro foram 

observados níveis elevados das citocinas pró-inflamatórias IL-1β e TNF-α e nas 

fêmeas, ocorreu aumento de IL-1β e da quimiocina MCP-1. Dosagens maiores de IL-

1β também foram observadas no plasma sanguíneo em fêmeas. Nossos resultados 

corroboram com outros estudos que indicam a presença elevada dessas citocinas na 

exposição ao fumo e desenvolvimento de DPOC (KLENIEWSKA et al., 2016; 

BARNES, 2016; WANG et al., 2018). 

Diferentemente, nos animais expostos ao fumo não tratados, níveis reduzidos 

da citocina anti-inflamatória IL-10 foram observados no sobrenadante do macerado 

pulmonar e no plasma sanguíneo. A baixa dosagem de IL-10 em pacientes ou modelo 

animal, com ou sem DPOC, comparados aos não expostos ao fumo, indicam que esta 

citocina é afetada pela exposição a fumaça do cigarro (ZHANG et al., 2013; SILVA el 

al., 2018, POSSEBON et al., 2018a). 

O tratamento com o peptídeo promoveu a redução dos níveis de TNF-α e MCP-

1 e aumentou as concentrações de IL-10, indicando seus efeitos protetores contra a 

inflamação causada pela exposição à fumaça do cigarro. Em outros estudos, também 

foram observados o uso do peptídeo Ac2-26 em diferentes processos inflamatórios 
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em pulmão, que promoveram a redução dos níveis de TNF-α e MCP-1, concomitante 

com o aumento de IL-10, o que indica como perfil anti-inflamatório do tratamento 

(DAMAZO et al., 2011; POSSEBON et al., 2018a). 

 

5. Conclusão  

No conjunto dos dados, observamos o efeito protetivo do peptídeo mimético 

Ac2-26 da AnxA1 em modelo de DPOC em período mais longo de exposição à fumaça 

do cigarro, como modelo de cronicidade, o que complementa nossas investigações 

anteriores sobre efeito positivo do peptídeo em fase aguda da doença em fêmeas 

(POSSEBON et al., 2018a). 
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Figura 1 – Análises fisiológicas e radiográficas do pulmão – Nesses dados foram 

avaliadas as regiões do tórax, comparando o pulmão entre os grupos controles, expostos ao 

fumo e expostos ao fumo tratado (A e B). Medida de 18cmx24cm. Variáveis: altura 

retroesternal pulmonary e perímetro pulmonar direito: do início ao fim do pulmão direito (C); 

Análises fisiológicas de pletismografia - Avaliação da frequência pulmonar por minutos (D); 

capacidade de ventilação pulmonar por minuto (E) e capacidade do volume de ar inspirado 

em mL por minutos (F), Resultados apresentados como média ± S.E.M. (n=7), * p<0,05; ** 

p<0,01 e ***p< 0,001 vs C machos; # p<0,05; ## p<0,01 e ### p< 0,001 vs C fêmeas; $$ 

p<0,01 e $$$ p< 0,001 vs EF machos e @@@ p<0,001 vs EF+Ac2-26 machos. 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor 
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Figura 2 – Análise histopatológica do pulmão – Grupos controles com aspecto normal do 

pulmão (A, B, D, E e S), grupos expostos ao fumo sem tratamento (G, H, J, K e S) com 

aumento dos espaços intra-alveolares e grupos expostos ao fumo tratado com o peptídeo 

Ac2-26 (M, N, P, Q e S). Coloração: Hematoxilina-Eosina. Barras: 10 μm. Análise 

histopatológica da traqueia – Controles (C e F), grupo exposto ao fumo sem tratamento com 

alteração no tecido e perda dos cílios (I e L) e grupo tratado com o peptídeo mimético Ac2-26 

(O e R), com preservação do tecido epitelial. Coloração: Hematoxilina-Eosina. Barras: 10 μm. 

Análise quantitativa do lavado bronco alveolar – Quantificação de macrófagos (T) e 

linfócitos (U), em câmera de Neubauer. Resultados apresentados como média ± S.E.M. (n=7). 

Análise bioquímicas do sangue – A dosagem de hemoglobina (V) foi realizada no sangue 

total por g/dl nos grupos controle, exposto ao fumo e exposto ao fumo tratado. Resultados 

apresentados como média ± S.E.M. (n=7/grupo). * p<0,05 e *** p<0,001 vs C machos; ## p< 

0,01 e ### p<0,001 vs C fêmeas; $ p< 0,05 e $$ p<0,01 vs EF machos; § p<0,05; vs EF 

fêmeas. 

 

Fonte: Elaborado pelo autor 
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Figura 3 – Imunofluorescência de macrófagos no pulmão em machos e fêmeas – Poucos 

macrófagos nos grupos controles e aumento dessas células nos animais expostos à fumaça 

do cigarro e redução após tratamento com o peptídeo. Barras 10 µm. Resultados 

apresentados como média ± S.E.M.  *** p< 0,001 vs C macho; ### p<0,001 vs C fêmea; §§ 

p<0,01 vs EF fêmeas; $$ p<0,01 vs EF Machos. 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor 
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Figura 4 – Expressão das proteínas AnxA1, FPR1 e FPR2 no pulmão de machos e 

fêmeas –  Menor expressão das proteínas nos grupos controles (A, D, G, J, M e P), aumento 

da imunomarcação no grupo exposto ao fumo sem tratamento (B, E, H, K, N e Q) e redução 

na expressão da AnxA1, FPR1 e FPR2 após tratamento com o peptídeo Ac2-26 (C, F, I, L, O 

e R). Ausência de marcação no controle de reação (S). Contra-coloração: Hematoxilina. 

Barras 10 µm. Análises Densitométricas: Resultados apresentados como média ± S.E.M. 

(n=7/grupo) (T, U e V). *p<0,05; *** p<0,001 vs C Macho; # p<0,05; ### p<0,001 vs C Fêmea; 

$ p<0,05 vs EF machos; §§§ p<0,001 vs EF fêmeas. Análise de AnxA1 e α-tubulina em 

Western blotting: menor marcação nos grupos controles e tratados, com aumento da 

expressão nos grupos expostos à fumaça sem tratamento (W). Análises Densitométricas: 

Resultados apresentados como média ± S.E.M. (n=7/grupo) (X).  *** p< 0,001 vs C machos; 

### p<0,001 vs C fêmeas; $$ p<0,01 vs EF machos; §§ p<0,01 vs EF fêmeas. 

 

Fonte: Elaborado pelo autor 
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Figura 5 –  Expressão das proteínas COX-2, MMP-2 e MMP-9 no pulmão de machos e 

fêmeas –  Menor expressão das proteínas nos grupos controles (A, D, G, J, M e P), aumento 

da imunomarcação no grupo exposto ao fumo sem tratamento (B, E, H, K, N e Q) e redução 

na expressão da COX-2, MMP-2 e MMP-9 após tratamento com o peptídeo Ac2-26 (C, F, I, 

L, O e R). Ausência de marcação no controle de reação (S). Contra-coloração: Hematoxilina. 

Barras 10 µm. Análises Densitométricas: Resultados apresentados como média ± S.E.M. 

(n=7/grupo) (T, U e V). *** p< 0,001 vs C macho; # p<0,05; ### p<0,001 vs C fêmeas; $ 

p<0,05; $$ p<0,01; $$$ p<0,001 vs EF machos; @@ p<0,01; @@@ p<0,001 vs EF+Ac2-26 

machos. 

 

Fonte: Elaborado pelo autor 
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Figura 6 - Dosagem de citocinas no macerado do pulmão e plasma sanguíneo em 

machos e fêmeas - IL-1β (A e F); IL-6 (B e G); IL-10 (C e H); TNF-α (D e I) e MCP-1 (E e J). 

Resultados apresentados como média ± S.E.M. (n=7/grupo). * p<0,05; ** p< 0,01; *** p< 0,001 

vs C machos # p<0,05; ## p<0,01 ### p<0,001 vs C Fêmeas; $ p<0,05; $$ p<0,01; $$$ 

p<0,001 vs EF machos; §§ p<0,01 vs EF fêmeas; @@@ p<0,001 vs EF+Ac2-26. 

 

Fonte: Elaborado pelo autor 
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5. CONCLUSÃO  

 

As análises de padronização do extrato mostram presença de tanino, 

glicosídeos flavanoídios e alcaloides e ausência de glicosídeos saponínicos.  

Em concentrações baixas o extrato não apresenta toxicidade e em 

concentrações mais altas inibe os microorganismos E. coli, Klebsiella, Proteus, 

Salmonella e Shigella. 

 

Os resultados obtidos, no modelo de DPOC, permitem concluir que a 

administração do peptídeo mimético Ac2-26 da Anexina A1 e o extrato de folhas da 

G. brasiliensis: 

1. mantem os perfis fisiológicos e radiográficos e níveis de hemoglobina 

semelhantes aos controles; 

2. promove a melhora do processo inflamatório pela redução de linfócitos e 

macrófagos no LBA, e dos macrófagos nos pulmões, com preservação tecidual 

das vias respiratórias.  

3. o peptídeo reduz a expressão endógena de AnxA1, MMP-2 e MMP-9 no pulmão 

e aumenta a expressão de FPR-1 e FPR-2. Enquanto o extrato reduz as 

expressões de AnxA1 e MMP-2. 

4. ambos os tratamentos inibem a liberação dos mediadores pró-inflamatórios IL-1β, 

TNF-α e MCP-1 e estimulam a produção de IL-10 no plasma e sobrenadante do 

macerado pulmonar.  

5. nas fêmeas, as alterações fisiológicas, morfológicas e bioquímicas provocadas 

pela exposição à fumaça do cigarro são mais acentuadas, bem como, a atenuação 

desses parâmetros oferecida pelos tratamentos é menor. 

 

No conjunto dos dados, foi possível observar que o peptídeo mimético Ac2-26 da 

Anexina A1 e o extrato de folhas de G. brasilensis foram eficazes na reversão do 

processo inflamatório causado pela exposição à fumaça do cigarro, com 

possibilidades terapêuticas futuras nas doenças pulmonares provocadas pela fumaça 

do cigarro. 
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ANEXO A – Aprovação da CEUA 
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ANEXO B – Aprovação da CEUA 
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ANEXO C – SUBMISSÃO DO MANUSCRITO 1 
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