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RESUMO

Sideroxylon obtusifolium (Roem. & Schult) é uma planta da familia Sapotaceae,
conhecida popularmente como "quixabeira" ou "rompe-gibdo", amplamente
distribuida no bioma Caatinga e usada na medicina popular para o tratamento de
Ulcera, gastrite, azia, inflamacdo cronica, inflamagdo ovariana, infecgbes e
cicatrizacdo. Neste contexo, 0 objetivo desse trabalho foi avaliar o potencial
antioxidante, antibacteriano, anti-inflamatério e a seguranca de uso do extrato
aquoso das folhas de S. obtusifolium na lesdo pulmonar aguda induzida por LPS
(LPA) em camundongos. A atividade antioxidante in vitro da S. obtusifolium foi
avaliada pelos métodos de sequestro dos radicais livres DPPH e ABTS. A atividade
antimicrobiana foi testada frente as cepas normais (03) e multirresistentes (ATCC 15
442) de Pseudomonas aeruginosa e o efeito modulador da atividade antibidtica,
apenas em nas multirresistentes. A toxicidade in vitro do extrato aquoso foi avaliada
frente a linhagens de fibroblastos L929 e mastocitoma P815. Na avaliagéo in vivo,
foram realizados o ensaio toxicologico nédo clinico agudo (2.000 mg/kg) e o teste de
toxicidade de doses repetidas (125, 250 e 500 mg/kg). Na atividade antioxidante, o
extrato aquoso apresentou uma concentracao necessaria para inibir 50% do radical
DPPH (CEsp) de 160,38 = 7,87 pg/mL, enquanto que o percentual de inibicdo do
radial ABTS foi de 59,64 £+ 1,47 %. O extrato ndo apresentou atividade
antimicrobiana significativa, apresentando concentragdo inibitéria minima (CIM) >
1024 pg/mL frente & cepas de Pseudomonas aeruginosa, entretanto, quando
associado a amicacina, o extrato apresentou atividade sinérgica, diminuindo sua
CIM em 50% (32 pg/mL) frente a estirpe ATCC 15 442. Na atividade citotOxica, o
extrato aumentou a proliferacdo de fibroblastos, enquanto que reduziu a proliferacao
dos mastocitomas. No teste toxicoldgico ndo clinico agudo, os animais tratados com
0 extrato ndo apresentaram sinais de toxicidade durante a monitoracdo diaria. A
DLso do extrato foi superior a 2000 mg/kg de massa corporal. Na toxicidade de doses
repetidas, apenas uma morte foi registrada, no grupo de fémeas que recebeu o
extrato na dose de 500 mg/kg, e alteracbes na massa dos figados do animais
tratados com as maiores doses do extrato em relacdo aos animais do controle. O
pré-tratamento com o extrato nas doses de 25, 50 e 100 mg/kg diminuiu
significativamente o percentual de leucdcitos totais no lavado broncoalveolar (LBA)
dos animais com LPA em relacéo ao controle lesionado, em especial, de neutrofilos,
monacitos linfécitos e eosinofilos. O pré-tratamento também foi capaz de diminuir a
atividade da enzima mieloperoxidase (MPO), do pulmé&o dos animais tratados, e 0s
niveis de oxido nitrico (NO) no LBA desses animais, entretanto, ndo interfiriu na
guantidade de TNF-a do tecido pulmonar. A partir dos resultados obtidos nesse
trabalho, pode-se concluir que o extrato aquoso de S. obtusifolium apresentou
atividades antioxidante, moduladora de antibidticos e anti-inflamatoria,
provavelmente associdas a reducdo de radicais livres e inibicdo da migracéo
leucocitaria no local da inflamacdo. Além disso, o extrato apresentou baixa
toxicidade in vitro e in vivo.

Palavras-chave: Quixabeira. Lesdo pulmonar aguda. Lipopolissacarideo.
Pseudomonas aeruginosa.



ABSTRACT

Sideroxylon obtusifolium (Roem. & Schult.) Is a plant of the Sapotaceae
family, popularly known as "quixabeira" or "rompe-gibao", widely distributed in the
Caatinga biome and used in folk medicine to treat ulcers, gastritis, heartburn,
inflammation chronic, ovarian inflammation, infections and scarring. In this context,
the objective of this work was to evaluate the antioxidant, antibacterial, anti-
inflammatory potential and the safety of using the aqueous extract of S. obtusifolium
leaves in acute lung injury induced by LPS (LPA) in mice. The antioxidant activity in
vitro of S. obtusifolium was evaluated by the methods of scavenging free radicals
DPPH and ABTS. Antimicrobial activity was tested against the normal (03) and
multiresistant (ATCC 15 442) strains of Pseudomonas aeruginosa and the
modulating effect of antibiotic activity, only in multiresistant strains. The in vitro
toxicity of the aqueous extract was evaluated against L929 fibroblast and P815 mast
cell lines. In the in vivo evaluation, the acute non-clinical toxicological test (2000
mg/kg) and the repeated dose toxicity test (125, 250 and 500 mg/kg) were
performed. In antioxidant activity, the aqueous extract showed a concentration
necessary to inhibit 50% of the DPPH radical (ECso) of 160.38 + 7.87 pug/mL, while
the percentage of inhibition of the ABTS radial was 59.64 + 1,47%. The extract did
not show significant antimicrobial activity, presenting a minimum inhibitory
concentration (MIC) > 1024 pg/mL against strains of Pseudomonas aeruginosa,
however, when associated with amikacin, the extract showed synergistic activity,
reducing its MIC by 50% (32 pug/mL) against strain ATCC 15 442. In cytotoxic activity,
the extract increased the proliferation of fibroblasts, while reducing the proliferation of
mast cells. In the acute non-clinical toxicological test, animals treated with the extract
showed no signs of toxicity during daily monitoring. The LDso of the extract was
greater than 2000 mg/kg of body weight. In the toxicity of repeated doses, only one
death was registered, in the group of females that received the extract in the dose of
500 mg/kg, and changes in the mass of the livers of the animals treated with the
highest doses of the extract in relation to the control animals. Pretreatment with the
extract at doses of 25, 50 and 100 mg/kg significantly decreased the percentage of
total leukocytes in the bronchoalveolar lavage (BAL) of animals with APL compared
to the injured control, in particular, of neutrophils, lymphocyte monocytes and

eosinophils. The pretreatment was also able to decrease the activity of the



myeloperoxidase enzyme (MPO), from the lungs of the treated animals, and the
levels of nitric oxide (NO) in the BAL of these animals, however, did not interfere with
the amount of TNF-a in the tissue pulmonary. From the results obtained in this work,
it can be concluded that the aqueous extract of S. obtusifolium showed antioxidant,
antibiotic modulating and anti-inflammatory activities, probably associated with the
reduction of free radicals and inhibition of leukocyte migration at the inflammation
site. In addition, the extract showed low toxicity in vitro and in vivo.

Keywords: Quixabeira. Acute lung injury. Lipopolysaccharide. Pseudomonas

aeruginosa.
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1 INTRODUCAO

As plantas vém sendo empregadas na medicina popular desde os primérdios
da humanidade na busca pela cura das enfermidades. Utilizadas no tratamento de
inUmeras patologias, elas sdo consideradas fonte de compostos biologicamente
ativos, podendo servir como alternativa para a sintese de novos farmacos (SANTOS
et al., 2011). O Brasil é o pais detentor da maior biodiversidade botanica existente
no planeta, chegando a cerca de 20% da flora mundial. Essa caracteristica singular
faz com que ele se torne um importante patriménio genético para o desenvolvimento
de medicamentos a base dos produtos naturais (FRANCISCO, 2010).

As propriedades dos produtos naturais foram observadas durante muitos
periodos histéricos, com o uso de milhares de substancias derivadas de plantas, até
os dias de hoje, em diversos disturbios patoldgicos (BERNARDIN et al., 2018). A
maior parte do potencial das plantas se deve aos metabdlitos secundarios, que séo
substancias produzidas por elas para seu desenvolvimento e crescimento, dotadas
de uma ampla gama de caracteristicas terapéuticas (GOUVEA et al., 2012).

Ao contrario dos produtos sintéticos, as plantas possuem combinacdes
complexas de produtos bioativos, € 0 uso sem 0 conhecimento do seu potencial
toxicoldgico, pode acarretar efeitos adversos. Estes efeitos podem acontecer em
decorréncia de interacbes dos componentes da planta e as condi¢des fisioldgicas do
utilizador (MENDES; MORAES; GOMES, 2014). O elevado custo dos farmacos
sintéticos e os seus proprios efeitos colaterais, fazem com que a utilizacdo dos
produtos naturais dissemine cada vez mais pela populacdo, apesar dos riscos de
toxicidade (DIAS et al., 2017).

As plantas da Caatinga demonstram grande importancia no uso medicinal
como recurso terapéutico na descoberta de compostos bioativos devido aos fatores
abidticos e condicbes ambientais severas que imp8em pressdo adaptativa,
requerendo mudancas morfolégicas e metabdlicas. Muitas espécies deste bioma séo
utilizadas pela medicina popular no tratamento de inflamacdes (ALBUQUERQUE;
OLIVEIRA, 2007). No Nordeste, mais especificamente, existe uma grande variedade
de plantas medicinais presentes na vegetacdo de Caatinga que representam um
valioso conhecimento a ser explorado. Este bioma caracteriza-se por ser

exclusivamente brasileiro e com grande porte de fitodiversidade, mas, apesar desse
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potencial biologico unico em territorio brasileiro, € pouco valorizado e reconhecido
(JUNIOR et al., 2014).

Sideroxylon obtusifolium (Roem. & Schult.) € uma planta medicinal da familia
Sapotaceae, conhecida popularmente como "quixabeira", amplamente distribuida no
bioma Caatinga. Estudos etnobotancos apontam que sua casca € usada na
medicina popular principalmente por suas propriedades anti-inflamatoérias, além do
seu potencial antimicrobiano e antioxidante (DESMARCHELIER et al., 1999;
ALBUQUERQUE; OLIVEIRA, 2007).

A lesdo pulmonar aguda (LPA) é uma doenca inflamatoria caracterizada pelo
acumulo de neutrdéfilos nos pulmdes, levando a um aumento das agentes oxidantes
no local da inflamacdo e a inducdo de lesdes teciduais no epitélio alveolar.
Macrofagos contribuem para a patogénese da doenca, liberando mediadores
inflamatorios prejudiciais aos pulmdes, como as quimiocinas e citocinas (MITTAL et
al., 2014; HEROLD et al., 2011). Pesquisadores tem relatado que o maior indice de
fatores causadores, diretos e indiretos, da LPA sao provinientes de infeccdes
causadas por bactérias gram-negativas, em especial por um componente da
membrana externa desses micro-organismos, o lipolissacarideo (LPS), sendo
conhecido como importante ativador da resposta imunoldgica e apontado como o
principal indutor da inflamacéo nesse tipo de patologia (AUJLA et al., 2008; PENG et
al., 2004). Até os dias atuais, ainda nao foi possivel encontrar um tratamento que
seja completamente eficaz para a LPA, o que torna essa doenca um grave problema
para o sistema de salde. Apesar da grande representatividade da familia
Sapotaceae no Brasil, sdo escassos 0s registros na literatura a cerca das suas
atividades farmacoldgicas no tratamento de doencas inflamatérias. Nesse contexto,
0 objetivo deste estudo foi avaliar o potencial farmacoldgico e toxicoldgico das folhas

de Sideroxylon obtusifolium.
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1.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a seguranca de uso e o potencial antioxidante, antimicrobiano e anti-
inflamatério do extrato aquoso de Sideroxylon obtusifolium sobre lesdo pulmonar

aguda induzida por LPS.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obter o extrato aquoso das folhas de Sideroxylon obtusifolium;

e Avaliar o potencial antioxidante, antibacteriano e modulador de antibiéticos
do extrato aquoso das folhas de S. obtusifolium;

e Avaliar a citotoxicidade do extrato aquoso das folhas de S. obtusifolium
frente a células L929 e P815;

e Investigar o efeito toxicologico ndo clinico agudo e de doses repetidas do
extrato aquoso das folhas de S. obtusifolium em camundongos;

e Avaliar os parametros hematologicos e bioquimicos dos animais
submetidos a toxicidade néo clinica aguda e de doses repetidas;

e Determinar o potencial anti-inflamatoério do extrato aquoso das folhas de S.
obtusifolium sobre a lesédo pulmonar aguda induzida por LPS em animais;

e Quantificar os niveis de oOxido nitrico, TNF-a e atividade da enzima

mieloperoxidase.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 INFLAMACAO AGUDA E OS PRINCIPAIS MEDIADORES ENVOLVIDOS

A inflamacdo é um processo fisiologico gerado por uma resposta do
organismo ao combate do agente causador, podendo este ser um micro-organismo,
um corpo estranho, rea¢des imunoldgicas ou traumas (GRANGER; KVIETYS, 2015).
Esta resposta se da principalmente através da acdo do sistema imunolégico no
tecido afetado, que envolve a migracdo leucocitaria de células mononucleares e
granuldcitos, além de mediadores inflamatérios (Figura 1), diretamente relacionados
com o aumento da permeabilidade vascular causada pela vasodilatacdo (WELF;
HAUGH, 2011)

Figura 1: Visdo geral das células e mediadores envolvidos na inflamacéo aguda.
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Fonte: Modificado de Amorim, 2014, p.47.

Apés a lesao, tem inicio a fase vascular com o aumento da permeabilidade
dos vasos, intensificando o fluxo sanguineo. Esse episédio é mediado por aminas
vasoativas, como serotonina e histamina, liberadas por células do sistema imune,
como mastécitos e mondcitos (TRACEY et al.,, 2008; GALLI; BORREGAARD;

WYNN, 2011). Consideradas como moléculas grandes, a albumina e o fibrinogénio



16

saem do local lesionado e formam o exsudato. Proteinas passam para 0 espaco
extravascular, causando a adesao de leucdcitos no endotélio e a sua migragéo para
os tecidos (DREESEN; VERMEIRE, 2018). Os macréfagos que se encontram no
tecido lesionado passam a liberar quimiocinas e citocinas proé-inflamatérias, como a
interleucina 1B (IL-1B) e o fator de necrose tumoral (TNF-a). No tecido, a fagocitose
€ a arma das células para tentar remover o patdgeno e promover o reparo. Os
neutréfilos e os macréfagos sao as principais células envolvidas na inflamacéo
aguda, diferentemente dos quadros croénicos onde as células mononucleares, como
0os mondcitos e linfocitos estdo mais presentes, além da formacdo de processos
fibroticos (KOLACZKOWSKA; KUBES, 2013; CLEYNEN et al.; 2016).

Os tratamentos atuais para quadros inflamatérios tém como finalidade a
inibicdo dos mediadores inflamatorios relacionados ao processo, como as citocinas,
as aminas vasoativas, a bradicinina e o oxido nitrico (NO). Tais mediadores tém
papel fundamental na resposta de diferentes tecidos (SERHAN et al., 2015). Este
altimo, é um radical livre que pode ser sintetizado por células endoteliais e
macrofagos, a partir da NG-hidroxi-L-arginina em uma reacdo catalisada pela
enzima o6xido nitrico sintase induzivel (iNOS) (SOUZA JUNIOR et al, 2016).

As citocinas sdo proteinas responsaveis pela modulacdo da funcdo das
células envolvidas no processo inflamatorio, podendo ser produzidas também por
células mononuclerares e células do tecido epitelial. Essas tém acdo em sitios que
regulam processos biolégicos como o reparo tecidual, crescimento e ativacdo
celular, além da inflamacéo e fibrose (HARRISON et al., 2011; ABBAS et al., 2014).
Dentre as principais citocinas pro-inflamatdrias, o fator de necrose tumoral a (TNF-a)
assume um papel importante no desenvolvimento da inflamacdo. Ele é liberado
principalmente pelas células mononucleares assim que a lesdo ocorre, em resposta
aos estimulos recebidos, promovendo o recrutamento de neutréfilos e mondcitos
para o tecido inflamado (ATHWAL et al., 2011; ROSENBLAT et al., 2014).

Os anti-inflamatérios ndo esteroides (AINES) tém lugar de destague dentre
terapias existentes no mercado, por serem farmacos inibidores néo seletivos das
ciclo-oxigenases (COXs) (MOULIS et al., 2012). Estas enzimas sdo responsaveis
por gerar os prostanoides como as prostaglandinas, a prostaciclina e o tromboxano,
sendo uma rota oxidativa do acido araquidénico (GABBS et al., 2015). As COXs
existem em duas isoformas principais, a COX-1 que é uma enzima constitutiva

atuante na funcdo celular, e a COX-2 é produzida principalmente na resposta a
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varios estimulos inflamatdrios, em diversos tecidos. Apesar dessa capacidade
inerente desses farmacos, eles estdo associados a varios efeitos adversos, como
Ulceras gastricas e danos renais e hepaticos (ABBAS et al, 2014; DA SILVA,
MENDONCA; PARTATA, 2014).

2.2 INFECCOES RESPIRATORIAS E O PAPEL DAS BACTERIAS GRAM-
NEGATIVAS

As InfeccBes Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS) sdo aquelas que
acometem o individuo no ambiente hospitalar, estando associadas a diversos micro-
organismos nao controlados nesses locais (DE CARVALHO et al., 2015). A maioria
dessas infec¢cdes acontecem nas Unidades de Terapia Intensiva (UTI), que sao
locais com um maior indice de doencas infecciosas graves e proporcionalmente,
com maior dificuldade no controle sanitario (DE CARVALHO et al., 2015; MOURA et
al., 2017). Esse fato representa um problema grave a saude, que cresce com 0O
passar dos anos e se torna cada vez mais complexo, sendo uma das principais
causas de morbidade e mortalidade no sistema de saude (ALLEGRANZI et al.,
2011).

Dentre os micro-organismos que mais infectam pacientes hospitalares, as
bactérias tém lugar de destaque, porque elas sao de facil propagacao, seja pelo ar
ou por objetos e equipamentes, favorecendo o processo de infeccdo, e quase
sempre dificultando o progndstico. Na maioria das vezes, os individuos acometidos
estdo com imunidade baixa, se tornando propicios aos agentes oportunistas
(OPHELIE; MOLIN QUESTE, 2014; SALES et al., 2014).

As bactérias Gram-negativas sao responsaveis pela maior parcela das IRAS,
em comparacdo com as Gram-positivas, por possuirem um sistema complexo de
producdo de enzimas capazes de fazer frente aos principais antibiéticos
empregados no sistema de saude (WEISS et al., 2015; RAWSON et al., 2017).
Algumas espécies se destacam nesse contexto, como as Acinetobacter baumannii,
Enterobacter spp, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa, podendo ser
classificadas como patégenos que levam a quadros como pneumonias, peritonites,
meningites e infec¢Bes urindrias, além de septicemias e infecgBes associadas ao

uso de dispositivos médicos, o que aumenta o grau de agressdo desses micro-
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organismos quando associados a resisténcia a antibiéticos (GERHARDTS et al.,
2012; LYNCH; ZHANEL; CLARK, 2017).

As bactérias possuem inumeros mecanismos de defesa associados a
resisténcia antimicrobiana, sendo o principal deles a expressédo de bombas de
efluxo. Esse mecanismo tem como finalidade impedir a ligacdo das moléculas do
antibiético ao sitio-alvo, por meio da expulsdo destas para 0 espaco extracelular e
acarretando na diminuicdo da sensibilidade ao farmaco (BECEIRO et al., 2014).
Outro mecanismo, também associado ao bloqueio na ligacdo do antibiético ao sitio-
alvo, é a producdo de proteinas capazes de inativar diretamente o farmaco. A
presenca de mutacdes podem ser uma alternativa de varios desses organismos,
podendo ocorrer em um ou mais genes codificadores de regides alvo dos
antibidticos (ARDEBILI et al., 2015).

Os aminoglicosideos sdo uma familia de antimicrobianos utilizados para o
tratamento de infeccbes causadas por bactérias Gram-negativas, tendo em sua
constituicdo um nudcleo de aminociclitol ligado a moléculas de monossacarideos
através de ligacdo glicosidica (ZHANEL et al., 2012) Estes antibidticos tém como
mecanismo de acéo a inibicdo da sintese proteica bacteriana, entretanto existem
diversas formas de resisténcia encontradas por micro-organismos para fugir desse
ataque, como a modificacdo do sitio-alvo, reducdo da permeabilidade de proteinas
de membrana externas, expressdo de bombas de efluxo ou pela inativacdo do
antimicrobiano por acdo de enzimas modificadoras de aminoglicosideos (AME),
sendo este Ultimo o mecanismo mais prevalente (ZHANEL et al., 2012; GARNEAU-
TSODIKOVA; LABBY, 2016).

Outra classe de antimicrobianos com acdo contra bactérias gram-negativas
sdo a fluoroquinolonas, derivados da quinolona. Esses, por sua vez, sao
prioritariamente inibidores da topoisomerase do tipo Il (DNA girase) quando o alvo
sdo as Gram-negativas (ARDEBILI et al., 2015). A resisténcia frente a essa classe
de compostos pode ocorrer por meio de bomba de efluxo, bloqueio da ligacdo do
antibidtico ao sitio-alvo, mas, sobretudo, pela alteracdo do sitio de ligacdo do
antibidtico, podendo ser ocasionada por mutacfes genéticas (CORREIA et al.,
2017).
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O lipopolissacarideo (LPS) é o principal componente da membrana externa de
bactérias Gram-negativas, sendo apontado como um importante ativador da
resposta imune em infecgbes. Ele é uma macromolécula glicolipidica que tem em
sua composicao o “lipidio A”, uma regido lipidica bifosforilada ligada a uma cadeia
de sacarideo (DI LORENZO et al., 2018). Para o LPS ser reconhecido pelo sistema
imune, é essencial a ativagcdo de um receptor do tipo Toll encontrado em diversas
células imunes, como os neutréfilos e macréfagos, que é o receptor TLR4. No meio
intracelular, a sinalizacdo leva a translocacdo do fator nuclear kB (NF-kB) para o
nacleo, e la ele é responsavel por conduzir a transcricdo de genes reguladores das
citocinas pro-inflamatorias IL-1B, IL-6 e TNF-a (Figura 2) (NIJLAND, HOFLAND et
al., 2014).

Figura 2: O LPS ativando o receptor TLR4, presente na membrana de neutréfilos e macréfagos, e o
NF-kB regulando mediadores inflamatorios.
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Fonte: Modificado de SAAVEDRA, 2012.

2.3 LESAO PULMONAR AGUDA

A lesdo pulmonar aguda (LPA) ou Sindrome do Desconforto Respiratorio
Agudo (SDRA), é uma doenca clinica inflamatéria caracterizada pela migracdo de
células imunes para o pulmao, ocasionando les6es na membrana do alvéolo-capilar
e acarretando insuficiéncia respiratéria ao portador. Apesar dos estudos

desenvolvidos ao longo dos anos, o0 numero de pacientes afetados ainda é
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expressivo, bem como a tava de mortalidade. (LEE et al., 2016). Pacientes com LPA
geralmente apresentam dispneia grave, taquipneia e hipoxemia resistente, além das
caracteristicas clinicas da lesdo inicial, como perfuracdo do intestino e sepse
(FORCE et al., 2012).

Ashbaugh e colaboradores foram os primeiros a relatar sobre a LPA em 1967,
através de um estudo com 12 pacientes hospitalares que apresentavam desconforto
respiratorio agudo. Por meios de andlises clinicas e fisiopatologicas, foi possivel
avaliar que os doentes também tinham diminuicdo da complacéncia pulmonar e
testes radiograficos do térax apontaram a presenca de infiltrados pulmonares
(ASHBAUGH et al., 1967).

A LPA pode se originar de diversas causas, podendo ser diretas e indiretas. A
aspiracdo do conteudo gastrico, inalacdo de fumaca, contusdo pulmonar e
pneumonia séo consideradas causas diretas; enquanto que as indiretas sdo a sepse
grave, bacteremia, multiplas fraturas Osseas, pancreatite, trauma nao pulmonar,
overdose de drogas e transfuséo de sangue (CARLUCCI et al., 2012).

Os fatores de risco provocam 0 extravasamento, para o espaco alveolar, de
fluido rico em proteinas, causando a inativacdo do surfactante, sendo este
responsavel pela a tensédo superficial alveolar. Em seguida, ha um aumento da
tensdo superficial alveolar e a reducdo da complacéncia pulmonar. Ha também
formacdo da membrana hialina na membrana basal do alvéolo com o aumento de
proteinas e fibrina (PAREKH et al., 2011; KRUGER; LUDMAN, 2014).

Esse quadro clinico pode ser dividido em trés fases, sendo elas: exsudativa,
proliferativa e fibrética. A fase exsudativa, é relacionada a formacdo da membrana
hialina ocasionada pelo dando alveolar que leva ao edema intersticial. Os alvéolos
sdo preenchidos com fluido protéico, formando uma membrana que prejudica as
trocas gasosas. A inativacdo do surfactante pelo fluido também € um ponto
importante dessa fase, 0 que leva a perda da complacéncia pulmonar e o colapso
dos alvéolos (BHARGAVA; WENDT, 2012; KRUGER; LUDMAN, 2014). A segunda
fase se inicia com a diminuicdo do fluido proteico e o aumento de fibroblastos,
causando o comprometimento da integridade da barreira alvéolo-capilar. Acentua-se
a formacédo da fibrose intersticial com o crescimento epitelial abaixo ou através da
membrana hialina (BHARGAVA e WENDT, 2012; AGGARWAL et al., 2014).
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A lesdo na barreira alvéolo-capilar provoca o influxo de leucécitos para o
espaco alveolar (Figura 3). InUmeros estudos tém comprovado a importancia dos
macroéfagos como iniciadores da resposta inflamatoria na LPA (GAO et al., 2012).
Normalmente, essas células sdo ativadas via familias de receptores TLRs, que estédo
presentes em células imunocompetentes capazes de reconhecer padrdes
moleculares presentes em patdgenos microbianos e ativar o sistema imune para a
formacdo da resposta inata (KAWAI; AKIRA, 2011). Os macrofagos alveolares
colaboram no estimulo e ativacdo de neutréfilos por meio da liberacdo de
quimiocinas (MURRAY; WYNN et al., 2011). Esses neutréfilos, ao penetrarem no
espaco alveolar, liberam moléculas que potencializam a inflamacdo, como
proteases, fator ativador de plaqueta (PAF) e leucotrienos. Eles também sao
responsaveis por liberar espécies reativas de oxigénio (EROs) e enzimas
proteoliticas com capacidade oxidativas, como é o caso da mieloperoxidase (MPO)
(KOLACZKOWSKA; KUBES, 2013).

Figura 3: Transigcéo da estrutura e funcao alveolar normal (lado esquerdo) em relagdo as multiplas
respostas e mediadores celulares ap6s a lesdo da membrana alvéolo-capilar (lado direito) na fase
aguda da LPA.
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Apesar de essenciais, os polimorfonucleares (PMN) potencializam a LPA
guando sua funcéo se torna desregulada e o seu excesso prejudica o tecido, uma
vez que eles regulam positivamente moléculas citotéxicas (GAO et al.,, 2012;
KOLACZKOWSKA; KUBES, 2013). Os macrofagos também secretam mediadores
chaves no desenvolvimento da doenca, como o TNF-a e as interleucinas, que
podem ser pré-inflamatorias (IL—1B, IL-6, IL-8 e 0) ou anti-inflamatdrias (IL—10).
Estudos relataram que a elevagdo dos niveis de interleucina 6 esta associada ao
aumento da mortalidade nos pacientes com LPA. Apés a lesdo do endotélio, inicia-
se 0 processo de reparagao tecidual com a producdo da rede fibrosante. O
recrutamento de neutréfilos, bem como a formacao de radicais livres e a producao
de pro-colageno estdo associados a lesdo endotelial capilar (MARSHALL et al.,
2002; MURRAY; WYNN et al., 2011; SILVERSIDES; FERGUSON, 2013).

Atualmente, o tratamento para LPA tem como base terapias ventilatérias e
nao ventilatorias, entretanto nenhum dos tratamentos disponiveis mostrou resultados
concretos na melhoria do quadro clinico dos pacientes. A terapia mais comum € a
ventilacdo mecanica, em funcdo da insuficiéncia respiratéria hipoxémica
apresentada, mas ja foi constatado que essa forma de tratamento pode contribuir
ainda mais com a lesdo no pulméo (SILVERSIDES; FERGUSON, 2013; DOS
SANTOS SILVA et al., 2017). As terapias ndo ventilatorias incluiem a utilizacdo de
farmacos vasodilatadores, antioxidantes, e principalmente, corticoesteroides
(CARDENES et al., 2013).

Por se tratar de uma doenca inflamatoria, a maioria dos farmacos tem como
objetivo inibir as cascatas associadas em varios niveis (CARDENES et al., 2013).
Apesar do crescente numero de medicamentos que agem no tratamento de doencas
respiratérias controlarem os sintomas da doenca, como é o caso dos agonistas beta
2-adrenérgicos, antagonistas dos receptores de leucotrienos, inibidores da
fosfodiesterase e os préprios corticosteroides, eles também sédo responséaveis por
induzirem os efeitos colaterais a longo prazo (SWEENEY; GRIFFITHS; MCAULEY,
2013; STRINGER et al., 2016). Sendo assim, embora a LPA seja uma sindrome
comum e de facil identificacdo, o seu indice de mortalidade ainda € elevado por seus

tratamentos ndo surtirem efeitos (WANG et al., 2018).
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2.4 ESTRESSE OXIDATIVO E OS SISTEMAS ANTIOXIDANTES

As espécies reativas (ERs), como os radicais livres, sdo moléculas atdmicas
capazes de estabilizar moléculas biologicas estaveis, capturando os seus elétrons.
Devido a sua configuracdo eletronica, esses CcOmpostos possuem Como
caracteristica principal a alta instabilidade, tornando-os desencadeadores de danos
oxidativos por meio da interrupcdo de reacdes quimicas (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 2015). Em sua grande maioria, sdo responsaveis por muitas funcbes
fisiolégicas, entretanto, sua presenca nos sistemas biolégicos pode afetar
diretamente a estrutura de varias substancias organicas, levando a quadros
inflamatorios, doencas cardiovasculares e até mesmo canceres (BOROSKI et al.,
2015).

As ERs podem ser divididas em espécies reativas de oxigénio (EROs), como
o radical hidroxila (HO) e o anion superoxido (O2); e as espécies reativas de
nitrogénio (ERNs), como o oxido nitrico (NO). O NO reage facilmente com moléculas
de O2, se tornando extremamente nocivo as biomoléculas devido a alta reatividade
(FERREIRA et al., 2018).

Em contrapartida, os compostos antioxidantes tém o poder de doar um elétron
de sua estrutura para estabilizar os radicais livres, servindo como grandes aliados na
prevencao e reducédo do dano oxidativo no organismo (MITTLER et al., 2011). Esses
compostos séo classificados quanto a sua forma de origem, podendo ser sintéticos
ou encontrados na natureza como produto do desenvolvimento das plantas. Assim,
0s antioxidantes vegetais tém despertado grande interesse do meio cientifico,
levando em consideracdo a grande diversidade de recursos botanicos e por seus
inimeros beneficios a saide humana (BOROSKI et al., 2015).

Os sistemas antioxidantes podem se comportar de forma enzimatica quando
bloqueiam o inicio do processo oxidativo com auxilio de enzimas, como por exemplo
a catalase (CAT) e o superoxido dismutase (SOD); ou podem agir de forma nao-
enzimatica quando ha a interacdo com os radicais livres, levando ao consumo dos
mesmos ao longo do processo. A glutationa reduzida (GSH) e os compostos
fendlicos, encontrados nas plantas, sdo exemplos de sistemas ndo enzimaticos
(BRIEGER et al., 2012; RAMALINGAM; KIM, 2012).
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Nos processos inflamatorios sdo produzidas varias ERs pelas células
envolvidas, este é o0 caso leucocitos que liberam diversos indutores como as
citocinas, prostaglandinas e os leucotrienos, fazendo com haja um agravamento e
progressdo da doenca (COBB; COLE, 2015). Os neutréfilos sdo capazes de gerar
grandes quantidades de ERs para destruicdo de agentes infecciosos, como
bactérias e virus (PYNE, 1994). Os sistemas antioxidantes tém um papel importante
nas infeccdes, pois esses quadros clinicos podem ser entendidos como um estresse
oxidativo responsavel por desencadear inUmeras patologias (YANG et al., 2015).
Dessa forma, o estresse oxidativo € um desequilibrio entre oxidantes e
antioxidantes, ocorrendo quando ha uma superproducdo de radicais livres e a
dificiéncia dos sistemas antioxidantes, o que influéncia diretamente as respostas

celulares (Figura 4) (CAROCHO; FERREIRA, 2013).

Figura 4: Superproducédo de ERs (1) ocasionando estresse oxidativo (2) devido a reducdo dos
compostos antioxidantes intracelulares (3) promovendo diversas alteracdes: peroxidacao lipidica (4),
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Fonte: LUZ et al., 2011.

Estudos recentes levantaram uma relacdo ainda mais intensa entre a
capacidade de sequestro de espécies reativas através dos antioxidantes naturais,
com o potencial anti-inflamatério desses compostos, servindo como uma grande
alternativa para o tratamento de doencas inflamatérias induzidas por radicais livres
(SILVA et al., 2014).
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2.5 PLANTAS MEDICINAIS E O SEU POTENCIAL TOXICOLOGICO

O uso das plantas medicinais € uma pratica extremamente difundida pelas
comunidades tradicionais. Levando em consideracdo a deficiéncia do sistema
publico de saude em alcancar diversas areas do Brasil, ainda nos dias atuais, essas
pessoas veem como alternativa para o tratamento de suas enfermidades a vasta
guantidade de recursos naturais encontrados ao redor de suas moradias, bem como
a facilidade de acesso (CEOLIN et al., 2011; PIRES et al., 2014). E interessante
afirmar que muitos dos seus habitos terapéuticos estdo embasados nas suas
crencas espirituais, que englobam nao s6 cuidados com o corpo, mas com a mente
e 0 proprio meio ambiente, exigindo uma necessidade ainda maior na preservagao
desses recursos, que servem também como fonte de renda e alimentacdo (ZANK et
al., 2015). Além de ajudar na cura das enfermidades, a manute¢éo dessas plantas é
uma ferramenta no resgate desses saberes populares, quebrando paradigmas e
diminuindo o preconceito, pois valoriza o individuo e a sua fonte de sobrevivéncia
(SALES; SARTOR; GENTILLI, 2015).

Desde os tempos antigos, as plantas ndo foram somente fonte de
alimentacdo, mas também fonte de compostos bioativos. As propriedades
terapéuticas das plantas medicinais sdo bem reconhecidas mundialmente e
representam a descoberta de novos produtos farmacéuticos (RODRIGUES et al.,
2016; MALEKI; AKHANI, 2017). Ha um crescente interesse por produtos derivados
da biodiversidade e, nesse aspecto, o Brasil é privilegiado, pois possui a maior
biodiversidade de espécies de plantas conhecidas do mundo (DUTRA et al., 2016).

Entretanto, o uso indiscriminado dessas plantas pode trazer prejuizos a
saude, visto que pesquisas apontam que deversas espécies possuem substancias
nocivas, e por este motivo devem ser utilizadas de forma ponderada e conhecendo
os seus efeitos toxicoldgicos (MARTINS et al.,, 2016). De uma maneira geral, a
maioria das plantas produzem substancias agressivas para qualquer individuo que
as utilizem, e uma série de fatores esta relacionada a esses possiveis efeitos como
a frequencia de administracdo, a dose e o modo como € utilizada a planta. Com a
dificuldade na realizacdo de testes em humanos, visto que a normas éticas nesses
casos sdo mais restritas, se torna necessario o uso de animais experimentais para a
realizacdo de testes ndo clinicos essenciais para a investigagdo da seguranca
desses produtos naturais (RUPPENTHAL, 2013).



26

Dentre os animais comumente empregados nesse tipo de pesquisa, estdo os
roedores que tem como principais representantes os ratos e camundongos. Os
métodos classicos utilizando animais ainda sdo os que melhor mostram
reprodutibilidade quando comparados com as respostas humanas, apesar de todo
aparato tecnolégico que vem crescente no cenario cientifico atual (SAGANUWAN et
al., 2017).

Estudos de toxicidade s&o de extrema importancia para comprovar avaliar a
seguranca de uso de uma planta, ao passo que afirmam os seus benéficios para
saude do individuo que esta usufruindo. Ao aprofundar estes, também é possivel
analisar qual a melhor dose a ser utilizada e o nivel de frequencia das
administracdes (RUPPENTHAL, 2013). Essas informacfes sdo a base na conducéo
do tratamento adequado para 0 paciente, que vise sempre a diminuicdo dos efeitos
nocivos do produto e a potencializacdo dos seus efeitos benéficos para o organismo

(BUCK; ZUR NIEDEN, 2018).

2.6 O BIOMA CAATINGA

A flora da Caatinga é considerada um dos mais importantes tipos de
vegetacao brasileira por se tratar de um bioma exclusivo do pais. Ela representa
certa de 11% do territorio nacional esta localizada nos Estados do Maranh&o, Piaui,
Ceard, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Bahia e Minas Gerais
(QUEIROZ, 2009). Outro aspecto importante diz respeito ao alto grau de
endemismos das espécies encontradas nesse bioma, sendo a maoria delas
obrigada a desenvolver caracteristicas necessarias para a sobrevivéncia em motivo
das mudancas climéticas extremas desse ambiente, passando por um processo de
hiperaridez, além da acéo antrépica que se torna imprescindivel para a populacéo
gue depende dessas espécies como fonte de subsisténcia (SIQUEIRA FILHO,
2012). Por ser um bioma predominantemente quente e seco, com uma alta
indicéncia luminosa, sua vegetacdo é prioritariamente xerdfila, arborescente e
caducifélia, com espécies de porte médio ou baixo (ALVES, 2009).

Estudos etnobotéanicos sobre as plantas da Caatinga mantém como foco a
utilizacdo destas, pelas populacdes, com finalidades medicinais. Uma grande
parcela desses estudos aponta que a inflamacéo se destaca como principal alvo

no uso das espécies nativas da regido, o que torna de grande importancia as
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pesquisas com objetivo de fundamentar esse potencial (ARAUJO et al., 2008;
AGRA et al., 2008; ALENCAR et al., 2010). Entretanto, apesar de ser um bioma
Unico, a Caatinga ainda € pouco estudada cientificamente no Brasil, mas muito
explorado, principalmente por madereiras que depositam seus esforcos na
extracao de lenha (SANTOS et al., 2013).

Uma das familias botanicas que possuiem representantes na Caatinga € a
familia Sapotaceae, composta de 53 géneros com, aproximadamente, 600 espécies.
E consideravelmente uma familia pouco estudada, entretanto os géneros Pouteria,
Gambeya, Argania, Sideroxylun, Calocarpum, Butyrospermum, Madhuka, e
Chrysophyllum s&o os mais investigados tendo em vista sua presenca em grande
parte dos estudos etnobotanicos (NIGAM et al.,, 1992; NICOLAS et al., 1995;
OULAD-ALI et al.,, 1996). As espécies dessa familia possuem capacidades
terapéuticas relevantes devido a presenca de compostos bioativos resultantes do
seu metabolismo secundario, como triterpenos, esteroides, taninos e polifendis
(SANCHEZ-MEDINA et al., 2009; SANTOS et al., 2015; DE SALES et al., 2017).

2.7 Sideroxylon obtusifolium

A Sideroxylon obtusifolium (Humb. ex Roem. & Schult) T.D. Penn.,
antigamente catalogada como Bumelia sartorum, pertence a familia Sapotaceae,
sendo popularmente conhecida como Quixabeira, Rompe-gibdo, Macaranduba-da-
praia, Sacutiaba, Guaranin, Ibira-nina (LORENZI; MATOS, 2008). E uma planta que
apresenta grande da sua populacdo no bioma Caatinga, mas também ocorre no
Cerrado, na Mata Atlantica e no Pantanal. Além disso, possui ampla distribuicéo
geografica no Brasil, nas regides Norte, Nordeste, Centro-oeste, Sudeste e Sul
(CARNEIRO et al., 2015). Seu porte é arboreo e sua casca aspera superficialmente
fissurada, com o apice possuindo galhos espinhosos. Possui folhas coridceas, com
disposicédo oposta ou em espiral, e suas flores em aglomerados, bissexuadas, com
coloracdo verde-armarelas (PENNINGTON, 1990; LORENZI, 2002). Seu fruto do
tipo drupa com sementes normalmente globosas, alimenta a fauna local o que

culmina em uma forma de disperséo zoocérica (DA SILVA; DANTAS, 2018).
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Figura 5: Sideroxylon obtusifolium (Quixabeira).

Fonte: SILVA; DANTAS, 2017.

Considerada uma planta medicinal, a S. obtusifolium possui um potencial
farmacéutico elevado, e € utilizada no tratamento de varias enfermidades, como
gastrites, infeccbes bacterianas, cicatrizacdo (ALBUQUERQUE et al.,, 2007). Mas
devido a extracdo exacerbada e a falta de cuidados no seu cultivo, essa planta entra
na lista de espécies ameacadas de extingdo (SANTOS et al. 2018).

E comprovado por meio de estudos bibliograficos que a parte mais utlizada,
tanto pelos populares quanto por pesquisadores, € a sua casca (GOMES et al.,
2010; SILVA et al., 2012). A coleta da casca significa um dano grave para a planta,
muitas vezes irreparavel, constituindo, assim, uma situacdo preocupante para a
espécie (BRITES; MORSELLO, 2016). Sabe-se que a folha é, provavelmente, o
orgado vegetal mais visado em situacdes de herbivoria, obrigando as plantas a
produzirem adaptacoes fisiologicas protetivas (OBATA et al., 2015). Sendo assim, é
na folha que encontramos, com maior frequéncia, o metabolismo mais ativo em
relacdo aos demais oOrgdos, além do fato de que é a parte mais suscetivel ao
crescimento rapido quando retirada, na maioria das situagbes (AGRA et al., 2008;
SANTOS et al., 2018,).

Nesse contexto, o mérito do presente trabalho é utilizar as folhas da
quixabeira, coletadas no estado da Paraiba, visando o seu potencial metabdlico

como alternativa medicinal segura, e causando o menor dano possivel a espécie.
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3 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

3.1 COLETA DO MATERIAL VEGETAL E OBTENCAO DO EXTRATO DAS
FOLHAS

As folhas da S. obtusifolium foram coletadas no municipio de Inga (7° 14’ 17"
Sul, 35° 36' 57" Oeste — 247 m), zona metropolitana de Itabaiana-PB, identificada e
depositada no Herbario UFP- Geraldo Mariz, localizado no centro de Biociéncias da
Universidade Federal de Pernambuco, sob o ndmero de tombamento 84.225. O
material foi submetido a secagem em estufa a 40 °C por um periodo de 14 dias e,
em seguida, triturado com o auxilio de um moinho de facas. Para obtencdo do
extrato aquoso (SOA) foi utilizado 240 g do material vegetal para 1 L de agua
destilada, no qual foi submetido a um processo de infusdo a 90 °C durante 30
minutos e o seu filtrado foi logo depois liofilizado. O desenho experimental do
trabalho esta expresso na Figura 6. Calculou-se o rendimento total dos extratos, de
acordo com a férmula: Re = (Pextrato /Pfolhas) x 100. Sendo Re = Rendimento total
do extrato (%); Mext = Massa do extrato liofilizado (g); PMolhas = Massa do po6

utilizado na preparacéao do extrato

Figura 6: Fluxograma experimental

Folhas de Sideroxylon obtusifolium
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3.2 ESTUDO IN VITRO

3.2.1 AVALIACAO DO POTENCIAL ANTIOXIDANTE DO EXTRATO AQUOSO DE S.

obtusifolium

Os testes de atividade antioxidante foram feitos através do método de
sequestro de radicais livres DPPH e ABTS. A reducao do radical DPPH (2,2 difenil —
1- picrilhidrazil) foi determinada pela mudanca colorimétrica medida em 517 nm.
Foram adicionados 2,5 pL do extrato a uma solucédo de 1,0 mL de acetato de sodio
100 mM, 500 pL de DPPH 0,5 mM e 1 mL de etanol 96%. O acido ascorbico foi
utilizado como controle positivo (BLOIS, 1958).

O segundo ensaio foi realizado de acordo com Re et al (1999), o radical
ABTS* (2,2-azobis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato) foi formado a partir da reagéo
de 7 mM de ABTS com 140 mM de persulfato de potassio, os quais foram incubados
a temperatura ambiente e na auséncia de luz, por 12-16 horas (tempo necessario
para a formacdo do radical). Transcorrido esse periodo, a solucédo foi diluida em
etanol até a obtencdo de uma solugdo com absorbancia de 0,70 (£ 0,05) a 734 nm.
Foram misturados 30 uL do extrato aquoso de S. obtusifolium (1 mg/mL) com 3 mL
da solucao de trabalho e deixados em repouso durante 6 min antes de se medir a
absorbancia a 734 nm. As absorbancias das amostras foram interpolandas na curva
de padrdo construida com Trolox (100 a 2000 uM). Os resultados foram expressos
em UM equivalentes de Trolox / mg de extrato. Para calcular o percentual de
atividade antioxidante, o Trolox foi utilizado como controle positivo e a solucédo de
trabalho como controle negativo. A atividade sequestradora do radical ABTS foi
expressa em percentagem de inibicdo de ABTS * de acordo com a equacao:

Inibicdo do ABTS (%) = [(Abs controle - Abs amostra) / Abs controle] x 100

3.2.2CEPAS BACTERIANAS

As cepas utilizadas foram os isolados clinicos de Pseudomonas aeruginosa,
normais (PA03) e multirresistentes (PA ATCC 15442). As estirpes bacterianas foram
mantidas a 37°C em Agar Nutriente (Difco Laboratories) no Laboratério de

Microbiologia e Biologia Molecular da Universidade Regional do Cariri (URCA).
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3.2.3 ENSAIO ANTIMICROBIANO E MODULADOR DA ATIVIDADE ANTIBIOTICA

Tubos de poliestireno foram preparados com 100 yL do in6culo bacteriano e
900 uL do meio de cultura BHI a 20% em placas de 96 pocos preenchidas em
sentido numérico pela adicdo de 100 pL desta solucdo em cada poco.
Posteriormente, foi realizada uma microdiluicdo em série com 100 pL do extrato
aquoso de S. obtusifolium, partindo da concentragdo de 1024 pg/mL. O controle de
esterilidade foi preparado com apenas 100 uL de BHI (20%). As placas foram
incubadas durante 24 horas a 37 °C. Para a leitura da concentracao inibitoria minima
bacteriana (CIM), 20 pL de resazurina foram adicionados a cada poco e apés 1 h foi
observada a mudanca de coloragdo, onde a modificacdo da coloracdo azul para
vermelha corresponde ao crescimento microbiano e a permanéncia em azul a
auséncia de crescimento, conforme estabelecido pelo CLSI (2008).

Para cada eppendorf foram utilizados 1162 uL de BHI a 20% com 150 uL do
in6culo bacteriano de Pseudomonas aeruginosa e 188 uL do extrato aquoso de S.
obtusifolium partindo da concentragao de 1024 ug/mL. As placas foram preenchidas
em ordem numérica e cada poco recebeu 100 uL de solugdo. O controle de
esterelidade foi preparado com apenas 100 pL de BHI (20%). A microdiluicdo foi
realizada com 100 uL de cada antibiético (amicacina, ofloxacina e gentamicina) até o
penultimo poco e os volumes finais foram descartados. As placas foram entéo
incubadas a 37 °C durante 24 horas e lidas 1h apds a adicdo de resazurina. Os
testes foram realizados em triplicata (COUTINHO et al., 2009).

3.2.4 CULTURA DE CELULAS

Células L929 (fibroblastos de camundongos) e P815 (mastocitomas de
camundongos) foram mantidas na seccao de Cultura de Células do BIOFARMATOX
do Departamento de Antibidticos/lUFPE, em meio DMEM suplementado com 10%
soro fetal bovino e 1% antibidticos (penicilina 1000 Ul/mL contendo estreptomicina
250 mg/mL e 1% L-glutamina 200 mM), em uma atmosfera imida de 5% de CO; a
37°C.
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3.2.5ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR

Foi realizado pelo ensaio colorimétrico de MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazolio), conforme ALLEY e colaboradores (1988). As linhagens celulares
estudadas na concentracdo de 10° células/mL foram distribuidas em uma placa de
96 pocos e incubadas por 24 horas a 37 °C, em estufa enriqguecida com CO.. Em
seguida as amostras, dissolvidas em DMSO (0,1%), foram adicionadas aos po¢os
nas concentracdes de 1,56; 3,125; 6,25; 12,5; 25; 50 e 100 pg/mL. Apds 72 horas de
reincubacédo, foi adicionado 25 pyL de MTT (5 mg/mL) e apés mais 3 horas de
incubacgéo, o meio de cultura com o MTT foi aspirado e 100 pL de DMSO adicionado
a cada poco. A absorbancia foi medida em um leitor de microplacas no comprimento

de onda de 560 nm. Os experimentos foram realizados em triplicata.
3.3 ESTUDO IN VIVO
3.3.1 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos albinos Swiss de ambos 0s sexos (massa =
30-35g) e camundongos Balb/c fémeas (massa = 30-35g), provenientes do Biotério
do Departamento de Antibioticos da UFPE. Os animais foram mantidos em caixas de
polipropileno a temperatura de 22 + 2 °C, com ciclo claro/escuro de 12 horas,
recebendo racdo balanceada e agua ad libitum. O projeto foi devidamente aprovado
pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal da UFPE (Processo n°
0047/2018).

3.3.2 ENSAIO TOXICOLOGICO NAO CLINICO AGUDO

Grupos de trés camundongos albinos Swiss fémeas receberam por via oral o
extrato aquoso de S. obtusifolium na dose de 2000 mg/kg e o grupo controle
recebeu o veiculo (NaCl 0,9%). Os animais foram observados na primeira hora, apos
a administracdo, pelo método de screening hipocratico (MALONE, ROBICHAUD,
1962). Durante os 14 dias seguintes foram avaliados o consumo de agua, ragao,
massa corporal e mortalidade. No 14° dia, os animais foram eutanasiados recebendo
uma dose anestésica de cetamina (300 mg/kg) e xilazina (30 mg/kg) por via

intraperitoneal e foi realizada a coleta de sangue, por puncdo cardiaca, para 0s
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exames hematoldgicos e bioquimicos. Apés a eutanasia, foram coletados figado, rim
e baco para observacdo macroscépica. O experimento foi repetido, sendo o n final
igual a 6 animais por grupo (OECD, 2001). A massa relativa dos orgaos foi
mensurada pela férmula:

Massa Relativa: (massa do 6rgdo/massa do animal) x 100 (YAM et al., 2009).
3.3.3DETERMINACAO DA TOXICIDADE DE DOSE REPETIDA

Foi utilizada a metodologia recomendada pela Organisation for Economic
Cooperation and Development (OECD, 2008). Inicialmente, os camundongos foram
divididos em quatro grupos com 5 machos e 5 fémeas. O extrato nas doses de 125,
250 e 500 mg/kg para os grupos tratados e o veiculo (NaCl 0,9%) para o grupo
controle foram administrados diariamente por gavagem durante 28 dias. Os
camundongos foram observados durante todo o estudo. A mortalidade foi registrada
e a presenca, auséncia, aumento ou diminuicdo dos sinais de toxicidade foram
comparados com o estado basal (grupo controle). No 28° dia, os animais foram
submetidos ao desempenho no dispositivo Rotarod, e apos isso todos os animais
foram eutanasiados recebendo uma dose anestésica de cetamina (300mg/kg) e
xilazina (30mg/kg) por via intraperitoneal e o sangue foi coletado através do sinus
retro orbital para realizacdo dos exames hematologicos. Todos os animais foram
submetidos a necropsia no final do estudo de toxicidade, ou antes, em caso de
morte. Para analise macrdscopica, foram obtidas amostras do figado, rim, baco,
coracao, cérebro, glandula adrenal e testiculos ou ovarios. A massa relativa dos
orgaos foi mensurada pela férmula:

Massa Relativa: (massa do 6rgdo/massa do animal) x 100 (YAM et al., 2009).
3.3.4DETERMINACAO DE EFEITOS MOTORES

Ao final do 28° dia do teste de toxicidade de dose repetida, o dispositivo
rotarod foi utilizado para medir a coordenacdo motora nos animais. Nesse
experimento, apés a familiarizacao inicial, os animais foram colocados numa haste
rotativa que acelerou suavemente de 4 a 40 rpm durante 5 min e a laténcia de queda
foi pontuada automaticamente por um computador. As experiéncias foram repetidas

3 vezes para cada animal e a média foi calculada (VAFAEE et al., 2014).
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3.3.5EFEITO ANTI-INFLAMATORIO SOBRE LESAO PULMONAR AGUDA

Quarenta e oito camundongos Balb/c fémeas foram divididos em seis grupos
de 8 animais: grupo controle (NaCl 0,9%); grupo LPS; grupo LPS + dexametasona
(0,5 mg/kg); grupos LPS + extrato aquoso de S. obtusifolium (25, 50 e 100 mg/kg).
Os animais receberam solucdo de cloreto de sddio, dexametasona ou o extrato, por
gavagem, e ap6s 1 hora foram desafiados com 25 pyL de lipopolissacarideo (25
mg/uL de NaCl 0,9%) por instilacdo intranasal. Vinte e quatro horas apés receberem
o LPS, os animais foram eutanasiados por sobredosagem de anestésico (cetamina
300 mg/kg + xilazina 30 mg/kg) e o lavado broncoalveolar (LBA) foi coletado para
analise de migracdo leucocitaria e niveis de oOxido nitrico. A por¢cdo do tecido
pulmonar foi coletada para a determinacdo da atividade da enzima mieloperoxidase
e dosagem da citocina TNF-a (DOS SANTOS et al., 2018).

3.3.5.1 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE TNF- a

Neste experimento, foi realizada a quantificacdo dos niveis de TNF-a, do
sobrenadante do homogenato dos pulmdes, por meio de kit BD Cytometric Bead
Array (CBA) Mouse Thl/Th2/Thl7 Cytokine, utilizando um sistema reagente
especifico para camundongos, de acordo com as instrucbes do fabricante
(eBioscience, San Diego, Califérnia, EUA). Os resultados foram expressos em

pg/mL.
3.3.5.2 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE OXIDO NITRICO (NO)

Para avaliar a producdo de NO, a concentracdo de nitrito (metabdlito estavel
do NO) foi medida pelo LBA dos animais. Uma aliquota de 50 uL de amostra foi
transferida para uma microplaca e incubada com 50 pL de reagente de Griess
modificado (sulfanilamida 1%, N-(1-naftil) etilenodiamina dicloridrato 0,1%, H3POa4
5%) por 10 minutos em temperatura ambiente e protegido da luz. A absorbancia foi
medida em 540 nm em leitor de microplacas e a concentracdo de nitrato foi

calculada usando uma curva padrao de nitrito de sédio (GIUSTARINI et al., 2008).
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3.3.5.3 DETERMINACAO DO ATIVIDADE DA MIELOPEROXIDASE (MPO)

O experimento foi realizado em triplicata, utilizando microplacas de 96 pocos
O ensaio consistiu na utilizacdo de 20 pL de sobrenadante do homogenato dos
pulmdes em 80 uL de H20: (concentracéo final 0,147 mM) diluida em tampé&o fosfato
50 mM pH 6,0 contendo dicloridrato de dianisidina (concentragao final de 0,526 mM).
As amostras foram lidas em leitor de microplacas no comprimento de onda de 460
nm e os resultados foram expressos em densidade Otica/tecido (Do/tecido)
(BRADLEY et al., 1982)

3.4 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo da meédia. Para
comparacdo multipla de resultados paramétricos foi utilizado ANOVA, seguido de
pos-teste Tukey. Para o ensaio de citotoxicidade, foi utilizado o pés-teste Bonferroni.
O nivel de significancia adotado foi p <0,05 e os dados foram analisados atraves do

software GraphPad Prism 7.0.
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4 ANALISE DOS RESULTADOS

4.1 OBTENCAO DO EXTRATO AQUOSO DAS FOLHAS DE Sideroxylon
obtusifolium (ROEM. & SCHULT.) T.D. PENN

A partir das folhas de Sideroxylon obtusifolium coletadas no Estado da
Paraiba, calculou-se que o rendimento do extrato aquoso, obtido pelo método de
infuséo, foi de 3,17%.

Os extratos vegetais sdo misturas altamente complexas por possuirem em
sua composicao diversas classes de produtos naturais com atividades medicinais
variadas. O processo de preparagcdo se inicia com a retirada da matéria-prima,
seguida da extracdo de seus componentes por solventes, podendo ser organicos ou
agua (GURJAR et al., 2012). Oliveira et al. (2016) afirma que o método de extracao,
bem como o solvente utilizado e a temperatura tém influéncia direta no rendimento
final do extrato.

A escolha do solvente varia de acordo com a polaridade dos compostos alvo.
Os solventes polares se mostram mais eficientes na captura de componentes
polares, enquanto os apolares também atraem os de mesma natureza (STANBURY
et al., 2016). A extracdo por infusdo ocorre através da permanéncia do material
vegetal em agua fervente, durante um certo periodo de tempo. Em geral, sdo
utilizadas as partes moles do plantas, como as folhas, que podem ser cortadas ou
contundidas para facilitar o processo de extracéo (SIMOES et al., 2001).

Segundo Pavarini et al. (2012), a sintese dos compostos naturais das plantas
podem ser influenciada por diversos fatores abidticos, como temperatura;
disponibilidade de agua; composicdo do solo; radiacdo ultravioleta, entre outros; e os
fatores bidticos, como o ataque de patdgenos, poluicdo e estimulos mecanicos.
Logo, o local onde a planta foi coletada e o periodo do ano sédo os pontos de maior
importancia no estudo das espécies vegetais e seus componentes, uma vez que a
producdo destes seja sensivel a esses fatores (NCUBE; FINNIE; VAN STADEN,
2012). Sendo assim, a utilizacdo do extrato bruto de Sideroxylon obtusifolium para a
exploracdo das atividades biolégicas de seus componentes pode elucidar seus
efeitos possiveis farmacologicos e constituir um alternativa terapéutica para o

tratamento de diversas doencas.
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4.2 AVALIAQAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO EXTRATO AQUOSO DAS
FOLHAS DE S. obtusifolium

E possivel avaliar e validar o potencial antioxidante das plantas ou
componentes isolados por diversas metodologias laboratoriais. Dentre elas, as mais
camuns sdo os meétodos de captura dos radicais livies DPPH e ABTS (CRAFT et al.,
2012). Outras metodologias, tém como objetivo a captura dos radicais hidroxila e
peroxila (TRAP), na reducdo do metal (FRAP) e na andlise dos produtos formados
pela peroxidagéo lipidica (TBARS).

O método ABTS (2,2’azinobis(3-ethylbenzothiaziline-6sulfonate) consiste no
monitoramento da oxidac&o do radical pela adicio de um antioxidante. E um método
bastante utilizado por ser estavel e ser aplicavel tanto em antioxidantes lipofilicos,
quanto hidrofilicos (CHRISTODOULEAS et al., 2015). J4 o DPPH (2,2 difenil — 1-
picrilhidrazil) € um radical livre de coloracéo violeta que ao ser reduzido por uma
amostra antioxidante se torna amarelo claro. E considerado um método répido,
eficiente e de baixo custo, sendo frequentemente utilizado para analise de amostras
vegetais. Seus resultados sédo obtidos através através do calculo da concentracéo
inibitéria de 50% do radical (CEso) (RUFINO et al., 2010).

A capacidade antioxidante do extrato aquoso das folhas de S. obtusifolium,
avaliada pelos métodos DPPH e ABTS, esta representada na Tabela 1. A CEsy,
estimada pela atividade sequestradora de radicais livres DPPH, foi estimada de
160,38 + 7,87 pg/mL em relacdo ao padrdao acido ascorbico. Quanto ao radical

ABTS, o extrato apresentou uma capacidade de sequestro de 59,64 + 1,47 %.

Tabela 1: Atividade antioxidante do extrato de S. obtusifolium pelos métodos DPPH e ABTS.

Extratos CEsp TEAC ABTS*
(ug/mL) (UM Trolox/mg de extrato) (%)

SOA 160,38 + 7,87 1864 + 54,85 59,64 + 1,47

Acido ascorbico 16,734 + 0,32 - -

Valores em média + desvio padrdo. CEso: capacidade antioxidante equivalente ao acido
ascorbico; TEAC: capacidade antioxidante equivalente ao Trolox.
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O género Sideroxylon possui uma atividade antioxidante importante, como
confirmou Momtaz (2008) ao avaliar alguns componentes puros do extrato
metandlico da casca de Sideroxylon inerme L. pelo ensaio de DPPH. Schmeda-
Hirschmann et al. (2005) relatou em um estudo com amostras de vinte e cinco
plantas coletadas na Argentina, utilizando extratos solUveis em metanol e avaliando
0 seu efeito sequestrador de radicais livres DPPH, que o fruto da S. obtusifolium
apresentou um desempenho mediano quando comparado com as espécies que
obtiveram o melhor resultado na pesquisa.

Desmarchelier et al. (1999), por sua vez, utilizou os extratos metandlico e
aquoso da casca de S. obtusifolium em um estudo sobre quatro espécies anti-
inflamatorias do estado da Bahia, com diferentes metodologias antioxidantes in vitro.
O potencial antioxidante reativo total (TRAP), determinado por monitorizacdo da
intensidade da quimiluminescéncia, foi considerado significante de ambos extratos,
em especial o extrato aquoso que se comportou de forma dose-dependente. Os
extratos também se mostraram ativos na peroxidacao lipidica avaliada por meio da
producédo de substancias reativas ao acido tiobarbittrico (TBARS).

O potencial antioxidante das plantas estd frequentemente relacionado a
presenca dos compostos fendlicos em seu metabolismo, devido a capacidade de
doar elétrons para radicais livres vegetais, se tornam 6timos sequestradores dessas
moléculas (AMAROWICZ et. al., 2010).

O resultado aponta que a selecdo etnofarmacoldgica de plantas com essa
capacidade pode ser util, principalmente para aquelas utilizadas no tratamento de
doencas relacionadas ao estresse oxidativo, em especial para a espécie S.

obtusifolium.

4.3 AVALIACAO DA CONCENTRACAO MINIMA INIBITORIA (MIC) E DO EFEITO
MODULADOR DA ATIVIDADE ANTIBIOTICA

As infec¢cdes por micro-organismos crescem a cada ano, principalmente por
bactérias que desenvolvem mutacBes genéticas responsaveis pela resisténcia a
uma variedade de antimicrobianos (TANWAR et al., 2014).
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Os micro-organismos oportunistas sao os principais causadores de doencas
infecciosas, afetando individuos imunologicamente debilitados, sendo os pacientes
das UTIs os que mais se enquandram nessa categoria (TORTORA; FUNKE; CASE,
2012; ABHISHIKTHA et al., 2015).

As bactérias Gram-negativas sao consideradas as mais dificeis de serem
controladas, pois, em relagdo as Gram-positivas, elas possuem uma membrana
externa, formada principalmente por LPS, que constitui mais uma barreira a ser
transpassada pelos antibiéticos (SILHAVY; KAHNE; WALKER, 2010; ZIEMSKA;
RAJNISZ; SOLECKA, 2013).

Esses agravantes fazem com que a procura por novos agentes
antimicrobianos seja intensificada e € nos produtos naturais que podem ser
encontrados compostos bioativos farmacologicamente promissores (KASHYAP;
TULI; SHARMA, 2016).

Coutinho et al. (2010) avaliaram que o0s produtos naturais possuem um
grande potencial para combater micro-organismos, como as bactérias, em virtude da
sua capacidade de reverter a resisténcia a antimicrobianos ou inibir mecanismos
antibidticos complexos, como a bomba de efluxo. Esse potencial pode ser devido a
presenca de compostos com reconhecida atividade antibacteriana no mundo
vegetal, que sdo os metabdlitos secundarios. Os compostos fendlicos sdo uma das
classes mais numerosas de metabdlitos secundarios e uma das suas principais
funcdes € a protecdo contra herbivoria, fazendo com que haja o desenvolvimento de
mecanismos de defesa da planta contra predadores, patdgenos e micro-organismos
(LI et al., 2014; ABREU; MCBAIN; SIMOES, 2012).

Os inibidores de resisténcia bacteriana sdo compostos modificadores de
atividades antibitticas frente a cepas resistentes, diminuindo a concentracéo
inibitéria minima do antimicrobiano (CIM). A CIM serve como um parametro para
avaliar a capacidade da amostra testada, ao buscar a menor concentracdo capaz de
impedir o crescimento do micro-organismo (MAIA et al., 2011; ELSHIKH et al.,
2016).
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Os resultados referentes a atividade antibacteriana do extrato aquoso de S.
obtusifolium estéo expressos na Tabela 2. O teste mostrou que o extrato aquoso de
S. obtusifolium apresentou uma CIM = 1024 pg/mL frente a duas cepas de
Pseudomonas aeruginosa (03 e ATCC 15 442).

Tabela 2: Concentracéo inibitoria minima (CIM) (ug/mL) do extrato aquoso das folhas de S.
obtusifolium frente a duas linhagens de Pseudomonas aeruginosa.

Cepa Bacteriana SOA (ug/mL)
PAO3 = 1024
PA ATCC 15 442 > 1024

Valores em média * desvio padrao.

Quando associado com o antibidtico aminoglicosideo amicacina, o0 extrato
apresentou atividade sinérgica (p<0,0001) frente as cepas multirresistentes de
Pseudomonas aeruginosa. O sinergismo do extrato representou uma inibicdo de
50%, quando comparado com controle amicacina (Figura 7). Nao houve modulagéo

dos antibioticos gentamicina e ofloxacina quando associados ao extrato.

Figura 7: Concentracéo inibitéria minima (ug/mL) de antibiéticos na auséncia e presenca do extrato
aquoso das folhas de S. obtusifolium frente a cepas multirresistentes de Pseudomonas aeruginosa.

Pseudomonas aeruginosa
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Valores em média + desvio padrdo. Andlise de varidncia ANOVA seguido de pos-teste Tukey.
Diferenca estatisticamente significativa dos valores de controle ****p <0,0001).
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Os resultados observados corroboram com os achados de Leandro et al.
(2013), ao avaliar os extratos metandlico e hexanico da casca de S. obtusifolium. A
CIM dos extratos foi de = 1024 pg/mL frente as cepas normais e multirresistentes de
Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa. Entretanto, o
extrato metandlico mostrou atividade sinérgica quando combinado com amicacina
frente a cepas de Pseudomonas aeruginosa, confirmando o efeito potencializador
desse antibidtico, tanto pela casca, quanto pelas folhas da espécie.

No estudo realizado por Salgado et al. (2017) as fracOes acetato de etila e n-
butanol da casca da raiz de S. obtusifolium alcancaram um bom desempenho ao
inibir o crescimento dos micro-organismos Bacillus subtilis e Staphylococcus aureus,
em modelo antimicrobiano de difusdo em disco agar. Entretanto, nao foi verificado o
mesmo efeito contra a bactéria Gram-negativa Escherichia coli. O ensaio
antibacteriano realizado por Ruela et al. (2011) contra 28 isolados de S. aureus
mostraram que a fracdo etandlica da casca S. obtusifolium inibiu todas as bactérias
testadas na concentragdo de 512 pg/mL, incluindo os isolados hospitalares
resistentes e sensiveis.

Sendo assim, ao conseguir uma acdo potencializadora do antibidtico
amicacina, o extrato aquoso das folhas de S. obtusifolium se mostra um agente

farmacoldgico promissor no combate de doencgas infecciosas.

4.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE CITOTOXICA DO EXTRATO AQUOSO DE S.

obtusifolium

A triagem in vitro é realizada para avaliar a biocompatibilidade do composto
frente as células, normalmente, envolvidas no quadro clinico estudado e visando a
menor citotoxicidade. Esta, por sua vez, se trata do efeito toxico a nivel celular,
podendo ser causado por alteracdes enzimaticas ou de permeabilidade membranar,
e levar a morte da célula (HANKS; WATAHA; SUN, 1996; LI et al., 2015).

A citotoxicidade do composto é frequentemente estudada através do ensaio
de MTT (brometo 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5- difeniltetrazdlico), que tem como base
o0 estudo da atividade mitocondrial de células vivas e pode ser feito utilizando
diferentes tipos de células (TANG et al., 2007). O MTT € um sal de coloracdo
amarela que sofre a reducdo pela acdo da enzima succinato desidrogenase,

formando os cristais de formazan com coloragéo purpura. A formacao desses cristais
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mostra o estado metabdlico das células viaveis, sendo diretamente proporcional ao
seu numero (BHATIA; YETTER, 2008; PORTO et al., 2011).

Os fibroblastos sdo importantes agentes no processo de reparo da lesao na
LPA ao produzirem diversas proteinas de matriz, estimulados pelo fator de
crescimento TGF- (CASSETA; CASSOL; POLI, 2011).

Os resultados do teste de citotoxicidade sobre as linhagens de células
murinas apontam que o extrato aquoso de S. obtusifolium induziu a profileracdo dos
fibroblastos L929 nas concentragdes mais altas testadas (50 e 100 pg/mL), enquanto
que frente aos mastocitomas P815 causou uma reducdo da proliferacdo nas

concentragcbes de 3,125 a 100 pg/mL. Os resultados obtidos pelo ensaio
colorimétrico de MTT estéo representados na Figura 8.

Figura 8: Potencial citotéxico do extrato aquoso de S. obtusifolium sobre o percentual de viabilidade
celular (%) da linhagem murina de fibroblastos L929 e mastocitomas P815.
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Valores em média *+ desvio padrdo. Andlise de variancia ANOVA seguido de pés-teste
Bonferroni.**p<0,01, *p<0,05.

Os resultados do ensaio citotoxico do extrato das folhas de S. obtusifolium se
aproximam dos descritos por Pitz et al. (2016) que, utilizando o extrato hidroalcodlico
da casca de Plinia cauliflora, promoveu a proliferacdo celular dos fribroblastos L929
na concentracdo de 100 ug/mL apds 24 horas e a concentragao de 50 pg/mL apos
48 horas. Souza et al. (2012), fazendo uso do extrato aquoso de folhas de Pouteria
torta, uma espécie pertecente a familia Sapotaceae, mostrou que a concentracdo de
30,01 mg/mL induziu a proliferagdo leve dos fibroblastos em comparacdo ao

controle, apGs 24 horas de tratamento.



43

A P815 é uma linhagem de mastocitoma derivada de camundongos,
comumente utilizada como modelo experimental in vitro para estudo de reacdes
anafilactoides, por serem capazes de produzir serotorina e histamina (SCHINDLER,;
DAY, 1959; HU et al, 2015;). De acordo com Tracey et al. (2008), a progressao da
resposta inflamatoria da LPA pode ser mediada por mastdcitos ao liberarem aminas
vasoativas, aumentanto a permeabilidade capilar. Estas células também sé&o
responsaveis por possuir receptores TLR, ativadores da resposta imune apds o
reconhecimento do LPS.

A reducao na proliferacdo das células P815 pode significar uma possivel
alternativa terapéutica na diminuicdo na resposta inflamatdria aguda gerada por
mastaécitos. Kim et al. (2002) comprovou que a resposta inflamatéria € reduzida ao
utilizar um analogo do salsolinol, a tetrahidropapaverolina. O composto diminuiu em
44,9% o conteudo de serotonina, de forma dependente da concentracdo sobre a
linhagem P815 em uma concentragédo de 5,0 mM por 24 h. Efeito semelhante sobre
outra amina foi investigado por Noriaki et al. (1989), ao avaliar a acdo do acido
glicirretinico sobre a sintese de histamina por mastocitoma P815 induzida por
dexametasona. Foi constatado que o acido inibiu os efeitos da dexametasona no
conteldo de histamina produzida nas concentracdes de 20 a 35 uM.

Os resultados do presente estudo associados aos achados da literatura
podem ser um indicio de que a S. obtusifolium pode atuar na degranulacdo de
mastaécitos, inibindo a liberacdo de aminas vasoativas, além de levar a reparacao
tecidual, em tecidos lesados, através do aumento proliferativo de fibroblastos.

Entretanto, mais estudos precisam ser realizados para elucidar sua agao.

4.5 ENSAIO TOXICOLOGICO NAO CLINICO AGUDO E DETERMINACAO DA
TOXICIDADE DE DOSE REPETIDA

Sabe-se que utilizacdo de plantas como fitoterapicos pela populacdo é um
habito antigo, seja no tratamento de enfermidades ou por costumes religiosos. Elas
sdo usadas na forma de cha ou garrafadas por suas propriedades terapéuticas.
Entretanto, o0 uso sem o devido controle e conhecimendo pode gerar graves
prejuizos a saude, pois muitas dessas plantas possuem constituintes que podem ser
toxicos (CRUZ et al., 2015; CAMPOS et al., 2016).
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Para Simoes et al. (2003), uma grande parcela das pessoas acredita que as
plantas medicinais ndo acarretam efeitos adversos em relacdo aos farmacos
sintéticos disponiveis no mercado, o que se tornou um problema de saude publica.
As substancias presentes nas plantas podem ser menos toxicas do que as isoladas
em laboratério por sua concentracdo mais baixa ou em interagdo com outras
substancias que inibam ou diminuam o seu efeito, mas isso vai depender da
dosagem absorvida pelo individuo, podendo ser até mais prejudicial que muitos
medicamentos com efeitos colaterais conhecidos (LIU et al., 2015). A avaliacdo da
toxicidade dos produtos naturais em laboratérios por meios de experimentos in vitro
e in vivo, é a maneira mais adequada de testar os possiveis efeitos da substancia e
confrmar o seu potencial farmacéutico sem riscos a saude (NASRI,
HEDAYATOLLAH et al., 2013; KHARCHOUFA et al., 2018).

Uma das principais formas de avaliar o potencial toxicolégico de um composto
€ através da sua administragcdo em animais, ao se realizar os testes de toxicidade
aguda ou em doses repetidas (PARASURAMAN, 2015). Esses estudos toxicologicos
nao-clinicos geralmente tém como foco essencial a avaliacdo comportamental do
animal, além dos parametros hematoldgocos, bioquimicos e histopatoldgicos na
avaliacdo post mortem (BRANNEN et al., 2017).

Os animais que receberam do extrato aquoso de S. obtusifolium por via oral
na dose de 2000 mg/kg ndo apresentaram sinais de toxicidade durante a
monitoracdo diaria e nao foi registrada mortalidade. A massa corporal dos animais
do grupo tratado ndo apresentou diferenca signitifcativa com relagdo ao controle,

assim como a massa dos 6rgaos (Tabela 3).
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O resultado do teste indicou que a DLsp do extrato aquoso das folhas de S.

obtusifolium € superior a 2000 mg/kg de massa corporal, sendo classificado na
categoria 5 de toxicidade segundo a Globally Harmonized System of Classification

and Labelling of Chemicals (GHS) (OECD, 2001).

Tabela 3: Efeitos da administracdo aguda do extrato aquoso de S. obtusifolium na dose de 2000
mg/kg sobre a massa corporal, o consumo de racao, a ingestéo hidrica e a massa relativa dos 6rgéos
de camundongos.

Pardmetros Tratamentos

Controle SOA 2000 mg/kg
Consumo de racéo (g) 32+3,2 36,3+ 3,7
Consumo de agua (mL) 40,5+5,9 36,4 +5,8
Massa inicial (1° dia) 32,83+1,72 33,33+2,06
Massa final (14° dia) 36,33+2,73 35+2,89
Indice de 6rgaos (mg/qg)
Figado 6,30 + 0,84 6,49 + 0,95
Rim esquerdo 0,52 +0,24 0,53 + 0,68
Rim direito 0,63 £ 0,09 0,68 + 0,06
Baco 0,62 + 0,01 0,73 £ 0,06

Valores em média * desvio padrdo (n=6). Analise de varidncia ANOVA seguido de pés-teste Tukey.

Os parametros hematologicos e bioquimicos ndo apresentaram diferenca
estatistica entre o grupo tratado em relacdo ao grupo controle. Os dados estédo

expressos na Tabela 4.

Tabela 4: Efeitos da administragdo aguda do extrato aquoso de S. obtusifolium na dose de 2000
mg/kg sobre os parametros hematoldgicos e bioquimicos de camundongos.

Parametro Controle SOA 2000 mg/kg
Andlise Hematolégica

Leucécitos (103/mm® 5,43+2,40 5,75+3,16
Hemacias (108/mm? 11,66 + 1,01 12,24+0,39
Hemoglobina (g/dL) 17,75+2,07 17,93+1,05
Hematdcrito (%) 59,1346,53 62,41+3,09
VCM (fm3) 50,5+1,37 51+2,7

HCM (pg) 15,21+0,51 14,65+0,96
CHCM (g/dl) 300,58 28,71+0,43
Analise Biquimica

Uréia (mg/dL) 44,16+4,57 51+12,88
Creatinina (mg/dL) 0,14+0,01 0,12+0,02
TGO/AST (U/L) 81,66+37,22 91,66+36,07
TGP/ALT (U/L) 40,16+12,54 39,83+27,66
Proteinas totais (mg/dL) 5,51+1,56 5,06+0,36
Fosfatase alcalina (mg/dL) 93,83+21,75 104,16+29,65

Valores expressos em média + desvio padrao (n=6). Analise de variancia ANOVA seguido de
pos-teste Tukey. Diferenca estatisticamente significativa dos valores de controle. ****p
<0,0001.
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Tendo como base os dados toxicolégicos do estudo de toxicidade aguda,
foram empregadas as doses de 125, 250 e 500 mg/kg do extrato aquoso de S.
obtusifolium, na avaliagdo da toxicidade de dose repetidas (28 dias). Apenas uma
morte foi constatada ao longo do experimento, ocorrendo no grupo de fémeas
tratadas com SOA 500 mg/kg fémeas. Entretanto, ndo ha indicios suficientes que
comprovem ter sido causada por efeito do extrato, ja que exceto o animal que veio a
Obito, os demais animais ndo exibiram quaisquer sinais de toxicidade, tais como
salivacdo, diarréia, tremores, convulsées e perturbacdes na respiracdo (Tabela 5).
N&o houve aumento nas massas corporais do dia 1 ao dia 28 estatisticamente
significativo em relag&o ao controle.

Tabela 5: Efeito da administracdo oral de doses repetidas do extrato aquoso de S.obtusifolium

(125,250 e 500 mg/kg) durante 28 dias sobre a massa corporal, 0 consumo de racao e ingestao
hidrica de camundongos

Sexo/Grupos Massa inicial Massa final Consumo de Ingestdo hidrica
(1° dia) (28° dia) racao (g/dia) (mL/dia)

Machos

Controle 38,4+25 44,4+ 2,07 92,66 + 49,14 245 + 28,5

SOA 125 mg/kg 37,8+1,48 45 +1,82 89,83+ 3,7 278,33 £ 56,8

SOA 250 MG/KG 35,2+1,3 40,2 £ 4,54 103,16 + 23,29 246,66 + 68,23

SOA 500 MG/KG 32,6 +2,19 37,4+1,67 106,83 + 30,1 305+ 79,24

Fémeas

Controle 35+2 41,2+ 3,70 86,5 + 42,09 302,5+ 87,6
SOA 125 mg/kg 29,2 +1,64 33,2+2,28 82,83 + 58,8 2825+ 74,41
SOA 250 MG/KG 31,6 +1,81 35+3 93,75 + 38,48 295 + 34,88
SOA 500 MG/KG 28,4+1,34 32,2 +0,95 107 + 36,65 303 +117,62

Valores expressos em média + desvio padrdo. Machos (n=5), Fémeas (n=5). Andlise de variancia
ANOVA seguido de pos-teste Tukey.



a7

Foi constatada diminugcdo na massa relativa dos figados dos machos que
receberam a dose de 500 mg/kg (p<0,001) e das fémeas que receberam a dose de
250 e 500 mg/kg (p<0,0001). A massa dos demais orgaos nao diferiram

estatisticamente do grupo controle (Tabela 6).

Tabela 6: : Efeito da administracdo oral de doses repetidas do extrato aquoso de S.obtusifolium
(125,250 e 500 mg/kg) durante 28 dias sobre massa relativa dos 6rgéos de camundongos.

Sexo/Grupos Controle SOA SOA SOA

125 mg/kg 250 mg/kg 500 mg/kg
Machos
Cérebro 1,068 + 0,11 1,105 + 0,06 1,13+0,14 1,167 + 0,08
Pulméo 1,162 + 0,6 1,175+ 0,31 0,97 +£0,2 0,924 + 0,25
Coragéo 0,804 +0,3 0,639 + 0,18 0,433+ 0,03 0,485 + 0,05
Figado 5,198 + 0,29 5,415+ 0,41 5,01+0,81 4,604 + 0,61***
Rim direito 0,716 £ 0,07 0,622 + 0,08 0,608 + 0,07 0,57 £ 0,03
Rim esquerdo 0,723 £ 0,08 0,623 + 0,06 0,561 +0,11 0,574 +£ 0,02
Baco 0,490 £ 0,15 0,603 £ 0,12 0,391 + 0,04 0,424 + 0,07
Adrenal direita 0,039 + 0,04 0,045 + 0,48 0,018 + 0,003 0,023 + 0,005
Adrenal esquerda 0,039 £ 0,04 0,034 £ 0,05 0,019 = 0,009 0,022 = 0,006
Testiculo direito 0,313+ 0,01 0,362 + 0,06 0,342 + 0,05 0,33+0,03
Testiculo esquerdo 0,326 £ 0,026 0,34 + 0,08 0,312 £ 0,02 0,326 + 0,05
Fémeas
Cérebro 1,314 £ 0,09 1,443 £ 0,06 1,325+0,13 1,445 £ 0,07
Pulmao 1,165+ 0,21 1,228 + 0,34 0,89 £ 0,17 0,99 £ 0,16
Coragao 0,564 + 0,05 0,426 + 0,06 0,403 + 0,05 0,47 £ 0,02
Figado 5,741 + 0,53 5,514 + 0,47 4,876 + 0,43**** 5,038 + 0,29****
Rim direito 0,559 + 0,009 0,508 + 0,1 0,58 £ 0,05 0,582 + 0,02
Rim esquerdo 0,576 £ 0,02 0,593 £ 0,05 0,581 £ 0,05 0,575+ 0,01
Baco 0,763+ 0,14 0,575 +0,12 0,562 + 0,02 0,686 + 0,16
Adrenal direita 0,248 + 0,31 0,031+ 0,01 0,038 + 0,014 0,125+ 0,185
Adrenal esquerda 0,025+ 0,01 0,0976 £ 0,14 0,099 +£0,14 0,089 £ 0,004
Ovario direito 0,036 + 0,02 0,045 + 0,01 0,056 + 0,003 0,042 + 0,01
Ovario esquerdo 0,04 £ 0,02 0,039 + 0,006 0,12+0,14 0,0416 £ 0,01

Valores expressos em média + desvio padrdo. Machos (n=5), Fémeas (n=5). Analise de
variancia ANOVA seguido de pds-teste Tukey. ****p<0,0001, ***p<0,001.
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Segundo Papineni et al. (2018), se roedores forem submetidos a substancias
possivelmente tdéxicas, essas substancias causardo certo grau de dano ao 6rgao
alvo, diminuindo ou aumentando a sua massa, tanto quanto a razdo massa
orgao/corpo. Com relacdo aos parametros hematologicos, ndo foi observada
diferenca significativa do grupo tratado em relagdo aos animais do grupo controle
(Tabela 7).

Tabela 7: Efeito da administracdo oral de doses repetidas do extrato aquoso de S.obtusifolium
(125,250 e 500 mg/kg) durante 28 dias sobre os parametros hematologicos de camundongos.

Sexo/Grupos Controle SOA 125 mg/kg SOA 250 mg/kg SOA 500 mg/kg
Machos
Leucécitos (103/mm® 5,76 + 3,15 10,46 + 6,8 8,04 + 4,42 8,23 +2,23
Hemacias (104mm® 8,51 + 0,90 9,03 £ 0,65 8,563+ 2,33 9,66 + 0,67
Hemoglobina (g/dL) 13,18 £ 1,36 14,14 £ 1,15 13,44 + 3.66 15,04 £ 0,93
Hematocrito(%) 44,64 + 3,27 47,74 £ 2,62 47,58 +1352 53,76 £ 5,62
VCM (fm® 52,56 + 1,87 52,9 +1,27 55,68 + 2,30 55,58 + 3,06
HCM (pg) 18,5+ 6,70 15,64 £ 0,25 15,74+ 0,39 15,58 + 0,19
CHCM (g/dL) 29,48 + 1,07 29,58 0,89 28,32+ 0,89 28,08 + 1,68
Fémeas
Leucécitos (103/mm® 26,8 + 46,07 8,58 + 3,76 8,84 + 3,51 5,65+ 1,87
Hemacias (10¢mm® 8,79 + 0,77 9,60 £ 0,73 9,49 + 0,85 7,60 + 2,39
Hemoglobina(g/dL) 13,38 + 1,32 14,64+ 1,07 14,82 + 1,23 11,58 + 3,80
Hematdcrito (%) 45,72 + 3,45 51,64 + 3,65 52,22 + 6,09 41,12 + 13,10
VCM (fm® 52,04 + 0,86 53,46 + 1,51 54,96 + 2,18 54,0 + 0,53
HCM (pg) 15,22 £ 0,60 22,78 + 16,78 15,64 £ 0,24 15,4 + 0,34
CHCM (g/dL) 29,22 +1,11 25,62 + 5,83 28,48 + 1,28 28,5 + 0,52

Valores em média * desvio padrdao. Machos (n=5), Fémeas (n=5). Analise de variancia ANOVA

seguido de pés-teste Tukey.



49

O dispositivo rotarod € utilizado para medir a laténcia de queda do animal,
observando possiveis efeitos toxicos no sistema nervoso central, causados pela
administracdo de drogas (KAUSHIK et al., 2016). A analise estatistica revelou que
nao houve diferenca significativa no tempo em que os animais dos grupos tratados
se mantiveram na haste rotatoria em relagdo ao grupo controle durante o teste do

rotarod para avaliar a coordenagéo motora (Figura 9).

Figura : Efeito da administrac&o oral de doses repetidas do extrato aquoso de S.obtusifolium (125,250
e 500 mg/kg) durante 28 dias sobre a coordenacdo motora de camundongos.
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Valores em média + desvio padrdo. Machos (n=4-5), fémeas (n=4-5). Andlise de variancia ANOVA
seguido de pos-teste Tukey.

Um estudo realizado por Almeida et al. (1985) apontou que a toxicidade
aguda com extrato etandlico da casca de Bumelia sartorum sugere que o extrato é
mais toxico intraperitonealmente do que oralmente em roedores. Além disso, o
extrato nas doses mais baixas (250-1000 mg/kg via oral) provocou leve sedacéo
sem evidéncia de neurotoxicidade evidente, e em doses superiores (2000-4000
mg/kg via oral) produziram hipotonia seguida de dificuldade respiratoria e alguns
animais morreram devido a insuficiéncia respiratéria. Ruela et al. (2011) observou
gue a administracdo, por via intraperitoneal, da fracdo acetato de etila da casca de
Bumelia sartorum nas doses de 50, 100 ou 150 mg/kg ndo apresentou alteracdes
fisicas nos animais. Entretanto, as doses mais elevadas de 1500, 1000 e 5000
mg/kg apresentaram sedacdo apos a administracdo levaram a 100, 80 e 20% de

mortalidade, respectivamente.



50

As alteracOes descritas na literatura, em relacdo ao potencial sedativo da
espécie, ndo foram observadas tanto a avaliagdo comportamental quanto no
dispositivo Rotarod. O que sugere uma menor toxicidade do extrato aquoso das

folhas em relac&o aos resultados da literatura.

4.6 EFEITO ANTI-INFLAMATORIO DO EXTRATO AQUOSO DE S. obtusifolium
SOBRE LESAO PULMONAR AGUDA

A leséo pulmonar aguda (LPA) € um quadro inflamatorio acarretado por uma
agressdo a barreira alvéolo-capilar, causada pela interferéncia de diversos fatores
clinicos envolvidos no processo, podendo levar ao quadro de insuficiéncia
respiratoria grave (BHATTACHARYA; MATTHAY, 2013).

Apesar dos esforcos do sistema de saude, nenhum tratamento farmacolégico
para a patologia demonstrou ser eficaz e a forma que continua sendo favoravel para
amenizar o quadro é a ventilacdo mecanica (FAN; BRODIE; SLUTSKY, 2018).
Sendo assim, € necessaria a busca continua por agentes farmacoldgicos capazes
de se tornar uma alternativa terapéutica para doenca.

O modelo de LPA utilizando animais tem suas vantagens no estudo anti-
inflamatorio por se tratar de um experimento barato e de facil reprodutibilidade. Além
disso, a quantidade de mediadores envolvidos no processo elucida bem a resposta
inflamatéria (MATUTE-BELLO; FREVERT; MARTIN, 2008). O fator chave que
caracteriza essa doenca € a migracdo das células inflamatérias do sistema imune
para o local da lesdo. Esse evento acaba por prejudicar a barreira alveolar, e
consequentemente, a permeabilidade vascular (BARNETT; WARE, 2011).
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A analise do lavado broncoalveolar mostrou que o pré-tratamento com o
extrato aquoso de S. obtusifolium diminuiu significativamente de forma dose-
dependente, nas doses de 25 (p<0,5), 50 e 100 mg/kg (p<0,0001), o influxo de
leucdcitos totais para o pulméo dos animais com lesédo pulmonar aguda induzida por
lipossacarideo, em relacdo ao grupo LPS (Figura 10).

Figura 9: Efeito do pré-tratamento com extrato aquoso de S. obtusifolium sobre a migracao de
leucdcitos para o pulmao dos animais com lesdo pulmonar aguda induzida por LPS.
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Os resultados da contagem diferencial de células presentes no LBA,
mostraram que houve uma diminui¢cdo significativa no recrutamento de neutrdfilos,
eosindfilos, linfécitos e mondcitos para o pulméo dos animais pré-tratados com SOA,
guando comparados ao grupo LPS. Foi observada uma reducdo na migracdo de
neutréfilos dos animais tratados nas doses de 50 mg/kg (p<0,001) e 100 mg/kg
(p<0,0001), de eosindfilos na dose de 100 mg/kg (p<0,05), de linfcitos nas doses
de 25 mg/kg (p<0,001), 50 e 100 mg/kg (p<0,0001) e de mondcitos nas doses de 50
mg/kg (p<0,01) e 100 mg/kg (p<0,0001).

Figura 10: Efeito do pré-tratamento com extrato aquoso de S. obtusifolium sobre o recrutamento de

neutrdfilos, eosindfilos, linfocitos e mondcitos para o pulmédo dos animais com lesdo pulmonar aguda
induzida por LPS.
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Mesmo tendo a sua migracdo para o pulmdo atenuada pelo extrato de S.
obtusifolium, os linfocitos aparentemente ndo tem uma atividade migratoria relevante
nas primeiras fases da LPA, pois 0 seu aumento é observado dias ap6s o inicio da
doenca (XU et al, 2016). Entretanto, Nakajima et al. (2010) observou que
camundongos com deficiéncia de linfocitos foram incapazes de aumentar o numero
neutrdéfilos, células-chave desse processo inflamatério, em resposta ao LPS. Ja os
eosindfilos, apesar de ndo serem considerados marcadores importantes da LPA, sédo
células que se encontram em quantidade e niveis de degranulacdo aumentados em
pacientes que sofrem desse quadro clinico (WILLETT et al., 2011).

Uma das células mais importantes na caracterizacdo inflamatoria da LPA, sédo
os macrofagos (JOHNSTON et al., 2012). Na regido do pulméo, existem macrofagos
alveolares capazes de liberar mediadores pré-inflamatorios, como as interleucinas
(IL-1B e IL-12) e o TNF-a, em resposta ao reconhecimento de patégenos por meio
de receptores Toll, como € o caso do LPS (GALLI; BORREGAARD; WYNN, 2011;
AGGARWAL; KING; D'ALESSIO, 2014).

Foi visto que o extrato de S. obtusifolium reduziu a migracdo de mondcitos
para o pulméo (Figura 11), podendo vir a causar efeitos diretos na populacdo de
macrofagos. Segundo Brieland et al. (1992) um dos fatores que influenciam o
aumento do numero de macrofagos alveolares € o influxo de mondcitos periféricos
do sangue. A atividade dos mondcitos presentes no LBA se mostra aumentada em
pulmbes com inflamacdo aguda e producéo de citocinas durante infecgbes graves.
Munoz et al. (1991) sugere que ativacdo de mondcitos circulantes durante a sepse

pode regular negativamente a producao de citocinas durante infecgdes graves.
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Os resultados mostraram que os niveis de TNF-a, no sobrenadante do
homogenato do tecido pulmonar do grupo tratado n&o apresentaram alteracao

significativa em relagéo ao grupo LPS (Figura 10).

Figura 11: Efeito do pré-tratamento com extrato aquoso de S. obtusifolium sobre os niveis de TNF-a
presentes no tecido pulmonar dos animais com LPA.
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Valores em média + desvio padrdo (n=4-5). ANOVA seguido de poés-teste Tukey, comparando ao
grupo LPS (#). Dexa: dexametasona.

A producdo de citocinas pro-inflamatérias tem influéncia direta no
desenvolvimento da LPA, através do recrutamento de neutrdfilos para o pulméo. O
TNF-a € um dos principais mediadores envolvidos nessa agao, através do aumento
de seus niveis, sendo reconhecido com um marcador de progressdo da doenca
(STRIETER; KUNKEL; BONE, 1993; BHARGAVA et al., 2013).

Dentre todas as células envolvidas na LPA, os neutrofilos possuem o papel
principal na doenca. Ao serem ativados, afetam diretamente a membrana alvéolo-
capilar, causando a sua ruptura. Essas células também sdo responsaveis por liberar
moléculas oxidantes, como as ERs, além de proteases, agravando a lesdo e
aumentando a permeabilidade (GROMMES; SOEHNLEIN, 2011). A mieloperoxidase
(MPO) é uma das principais enzimas liberadas pelos neutréfilos, com a funcédo de

catalisar a formacédo de oxidantes secundarios (EL KEBIR et al., 2009).
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A atividade da mieloperoxidase (MPO) foi medida para refletir os efeitos do
extrato aquoso de S. obtusifolium sobre o acumulo de neutrofilos. Como mostrado
na Figura 12, em relacdo ao grupo LPS, o pré-tratamento com extrato aquoso de S.
obtusifolium diferiu significativamente, de forma dose dependente, na atividade da
MPO no tecido pulmonar, nas doses de 25 mg/kg (p<0,05), 50 e 100 mg/kg
(p<0,0001).

Figura 12: Efeito do pré-tratamento com extrato aquoso de S. obtusifolium sobre a atividade da
enzima mieloperoxidase no tecido pulmonar dos animais com LPA.
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A liberacdo de o6xido nitrico no lavado broncoalveolar foi quantificada para
analisar o estresse oxidativo imposto ao pulméo (Figura 13). O pré-tratamento com o
extrato aquoso de S. obtusifolium reduziu os niveis de NO em relag&o ao grupo LPS,
em todas as doses testadas (p<0,0001).

Figura 13: Efeito do pré-tratamento com extrato aquoso de S. obtusifolium sobre a liberacéo de 6xido
nitrico no pulmao dos animais com LPA.
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Zhang et al. (2016) avaliou que o 6xido nitrico (NO) é um agente oxidante que
estd possivelmente ligado com as causas da LPA, influenciando o estresse
oxidativo. Durante a sepse, 6xido nitrico sintase (iNOS) produz NO e este reage com
moléculas de O2 criando oxidantes potentes, como o peroxinitrito (ONOO-), que
levam ao agravamento da lesdo pulmonar (MALAVIYA et al., 2012).

Esses resultados sugerem que o0 extrato aquoso de S. obtusifolium possui
efeito inibitério no influxo de neutréfilos para o pulméo dos animais com LPA,
interferindo na producao de Oxido nitrico e na atividade da mieloperoxidase, tendo
em vista a reducdo da quantidade dessas células e agentes no LBA dos grupos
tratados. Aquino et al. (2016) e Araujo-Neto et al. (2010) comprovaram esse efeito
utilizando um composto isolado das folhas de S. obtusifolium, o N-metil- (2S, 4R) -
trans-4-hidroxi-L-prolina e o extrato etandlico da casca de S. obtusifolium,
respectivamente. Eles constataram que a espécie possui atividade anti-inflamatoria
principalmente na segunda fase (inflamatéria) dos testes de formalina, a qual é

caracterizada por uma liberacao intesa de NO e prostaglandinas.
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O extrato aquoso de S. obtusifolium se mostra promissor no tratamento de
doencas inflamatoérias, ao suprimir a migracdo leucocitaria e a liberacdo de
mediadores inflamatoérios. Entretanto, mais estudos precisam ser realizados para

comprovar esse potencial.
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5 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos nesse trabalho, pode-se concluir que o extrato
aquoso das folhas de Sideroxylon obtusifolium apresentou atividade antioxidante
através da capacidade de sequestrar radicais livres DPPH e ABTS, além de
atividade sinérgica associada a amicacina, potencializando o seu efeito
antimicrobiano. No estudo toxicolégico in vitro, o extrato aumentou a proliferacdo de
fibroblastos L929, enquanto que reduziu a proliferacdo dos mastocitomas P815. Nos
modelos in vivo, a DLso do extrato foi superior a 2000 mg/kg de massa corporal, e
observou-se alteracfes no massa dos figados dos animais que receberam doses
repetidas do extrato. Em relacdo ao potencial anti-inflamatorio, o pré-tratamento com
o extrato diminuiu significativamente o percentual de leucdcitos totais, principalmente
de neutrdfilos, monacitos, linfocitos e eosindfilos, além dos niveis de oOxido nitrico
presentes no lavado broncoalveolar e a atividade da mieloperoxidase no tecido
pulmonar dos animais com lesdo pulmonar aguda. Sendo assim, é possivel afirmar
gue além da espécie apresentar baixa toxicidade, o seu uso popular por suas
capacidades antioxidante, antimicrobiana e anti-inflamatéria é fundamentado,
tornando-a um alvo terapéutico promissor que deve ser mais profundamente

investigado.
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