VIRTUS IMPAVID,
L A

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE - CCS
PROGRAMA DE POS GRADUACAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS - PPGCF

JHONATTA ALEXANDRE BRITO DIAS

AVALIACAO DAS ATIVIDADES ANTIOXIDANTE, ANTI-INFLAMATORIA,
ANTIMICROBIANA DO EXTRATO HIDROALCOOLICO DAS FOLHAS DE
Laguncularia racemosa (L) C. F. Gaert

RECIFE
2022



JHONATTA ALEXANDRE BRITO DIAS

AVALIAQAO DAS ATIVIDADES ANTIOXIDANTE, ANTI-INFLAMATORIA,
ANTIMICROBIANA DO EXTRATO HIDROALCOOLICO DAS FOLHAS DE
Laguncularia racemosa (L) C. F. Gaert

Tese apresentada ao Programa de
P6s-Graduacao em Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade
Federal de Pernambuco como requisito
parcial para obtencdo do titulo de

Doutor em Ciéncias Farmacéuticas.

Orientadora: Prof2. Dr2 Ivone Antbnia

de Souza.

Coorientadora: Prof2. Dr2 Teresinha

Goncalves da Silva.

Area de concentracdo: Farmacos e

Medicamentos.

RECIFE
2022



Catalogagéo na fonte:
Bibliotecario: Aécio Oberdam, CRB4: 1895

D541a

Dias, Jhonatta Alexandre Brito.

Avaliacédo das atividades antioxidante, anti-inflamatéria, antimicrobiana do extrato
hidroalcodlico das folhas de laguncularia racemosa (l) c. F. Gaert / Jhonatta Alexandre
Brito Dias — 2022.

81p.

Orientadora: lvone Antonia de Souza

Tese (doutorado) — Universidade Federal de Pernambuco, Centro de Ciéncias da
Saude. Programa de Pés-Graduagéo em Ciéncias Farmacéuticas. Recife, 2022.

Inclui referéncias e apéndices.

1. Combretaceae. 2. Inflamagado. 3. Testes de toxicidade. 4. Plantas medicinais.
Souza, Ivone Antbnia de (orientadora). Il. Titulo.

615 CDD (23.ed.) UFPE (CCS 2023 - 216)




JHONATTA ALEXANDRE BRITO DIAS

AVALIAQAO DAS ATIVIDADES ANTIOXIDANTE, ANTI-INFLAMATORIA,
ANTIMICROBIANA DO EXTRATO HIDROALCOOLICO DAS FOLHAS DE
Laguncularia racemosa (L) C. F. Gaert

Tese apresentada ao Programa de
Pés-Graduacao em Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade
Federal de Pernambuco como requisito
parcial para obtencdo do titulo de

Doutor em Ciéncias Farmacéuticas.

Aprovado em: 18 /11 /2022

COMISSAO EXAMINADORA

Prof2. Dr2. lvone Antonia Souza
Examinadora interna— UFPE

Prof2. Dr2. Elba Lucia Cavalcanti Amorim
Examinadora interna— UFPE

Prof2. Dra. Cynthia Layse Ferreira de Almeida
Examinadora externa— UNIVASF

Profa. Dr2. Euldlia Camelo Pessoa de Azevedo



Ximenes
Examinadora interna—UFPE

Prof. Dr. Ricardo Brandao
Examinador interno-UFPE

Prof2. Dr2. Moénica Camelo Pessoa de Azevedo
Albuquerque
Suplente interna— UFPE

Profé. Dr2. Jane Sheila Higino
Examinadora Externa— UFPE



Aos meus pais, Iza Maria Brito e Vanderley Freire Dias,
Dedico.



AGRADECIMENTOS

A Deus, por ter subido mais um degrau, por mais um sonho que se concretiza.
Por sempre esta presente comigo em todas as horas mesmo quando fraco ou triste.
A Ele toda honra toda gloria e todo o poder. Porque Dele, por Ele e para Ele sao
todas as coisas.

Aos meus pais: Iza Maria Brito e Vanderley Freire Dias por todo amor, carinho,
compreensao, educacao, investimento apoio e incentivo nas mais diversas situagdes

e devaneios enfrentados ao longo da minha vida e carreira profissional.

Aos meus irmaos Ayse Pricilla Brito Dias, Johnson Augusto Brito Dias e Moises
Vidal Fernandes pelo companheirismo e cumplicidade.

A minha esposa Camyla Pires de Souza e meu Filho Davi Emanuel Pires Brito
por me darem forcas e motivos para caminhar e crescer e nunca desistir dos meus

sonhos.

A minha tia Mércia Pereira de Brito por sempre esta presente e me apoiar de
maneira incondicional na busca e realiza¢cdes dos meus sonhos e projetos e por
sempre esta ao meu lado de tal forma que mesmo cansado e sem forcas me

encorajou a prosseguir que sempre acreditou e aguco o meu potencial.

A todos da minha familia por acreditarem e confiarem na minha capacidade e

me encorajarem a sempre seguir em frente independente dos obstaculos.

A minha orientadora, Prof2 Dr2. lvone Antdnia de Souza por ter me aceitado
como orientando, pelo seu coracdo enorme e sempre disposto a ajudar, pelo seu
sempre excelente trabalho desenvolvido no laboratorio.

A minha coorientadora, Profd Dr2. Teresinha Gongalves da Silva por ter me
mostrado e encaminhado a pesquisa cientifica, por seu excelente trabalho, bem
como suas valiosissimas orientacdes, conduzindo-me nos primeiros e essenciais
passos da minha pos-graduacgéo e vida profissional, amizade e exemplo de pessoa e



profissional.

Aos meus amigos Lais Nerys, Helimarcos Nunes, Cynthia Layse, Jéssica
Andrade, Rayane Siquera, Alisson Oliveira, Bruno Iraquitan, Anne Cecilia, Elizabeth
Borba, Larissa Cardoso, Temistocles italo, Caroline Soares, Pedro Paulo, Fernanda
Aguiar, por fazerem parte da minha caminhada cientifica. Pelo carinho e incentivo

gue me fizeram durante esses dois anos percorridos.

A todos que fazem parte do Biofarmatox, Laboratério de Prospeccédo
Farmacotoxicolégicas de Produtos Bioativos e do Departamento de Antibidticos por
toda prestatividade e contribuicdo para consolidacao deste trabalho.

Aos secretarios Nerilin Trajano da Silva Neto e Rilvan Guedes Pereira, todos
gue fazem parte do Programa de Pdés-graduacédo em Ciéncias Farmacéuticas pelo

convivio e disponibilidade em atender minhas solicitagdes.

A cada professor que compde o Programa de PoOs-graduacdo em Ciéncias

Farmacéuticas pelo tempo e ensinamentos destinados a minha formacao.

Ao Ministério da Ciéncia, Tecnologia, Inovacdes e Comunicacdes (CNPq), pelo

incentivo e apoio financeiro.

Imensamente e sinceros, muito obrigado!



Que darei eu ao Senhor, por todos
0s beneficios que me tem feito
Tomarei o calice da salvacédo, e
invocarei o nome do Senhor.

Pagarei os meus votos ao Senhor,
agora, na presenca de todo o seu

povo.



RESUMO

A busca por produtos naturais com atividades antimicrobiana, anti-inflamatéria e
antitumoral é uma temética recorrente e que se sem tem grandes avancos na
atualidade. Laguncularia racemosa (L.) C.F. Gaertn € uma espécie pertencente a
familia Combretaceae e que desempenha uma funcdo ecoldgica relevante no
ecossistema de manguezal e alguns estudos relatam sua atividade na interacao e
monitoramento biolégico de alguns micro-organismos. Entretanto, essa espécie foi
pouca estudada nos aspectos farmacolégicos, toxicoldégicos e fitoquimicos,
diferentemente de outros membros da mesma familia que apresentaram atividades
biol6gicas, tais como a antioxidante, antimicrobiana, antifungica, antineoplasica.
Diante dessa perspectiva, o0 presente trabalho teve como objetivo avaliar o
potencial antimicrobiano, anti-inflamatorio, e toxicidade do extrato hidroalcodlico
das folhas de L. racemosa (EHA-Lr). . A atividade antimicrobiana foi avaliada pela
metodologia de microdiluicio em caldo para determinar a Concentracdo Minima
Inibitéria (CIM) frente as cepas Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus,
Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Serratia marcencens, Escherichia coli e
Enterococcus faecalis e o extrato foi mais ativo frente a cepa de Micrococcus
luteus (0,93 mg). Foram realizados os ensaios para determinacdo da toxicidade
aguda através da metodologia proposta pela OECD 2001 e para a avaliacdo da
atividade anti-inflamatéria do EHA-Lr através dos modelos de edema de pata
induzido por carragenina e inflamac&o pulmonar aguda induzido por LPS. O teste
de toxicidade, o extrato EHA-Lr demonstrou baixa toxicidade, sem alteracGes
significativas no peso dos animais e 0rgdos e nos parametros bioguimicos e
hematoldgicos; enquanto nos testes anti-inflamatorios o EHA-Lr mostrou-se eficaz
na reducdo da migracao leucocitaria no modelo de edema de pata e no modelo de
inflamacdo pulmonar aguda induzida por LPS. Conclui-se que o EHA-Lr
apresentou atividades anti-inflamatéria e antimicrobiana, com baixa toxicidade, o

gue o torna promissor para dar prosseguimento a novos estudos.

Palavras chave: combretaceae; inflamacéo; testes de toxicidade; plantas

medicinais.



ABSTRACT

The search for natural products with antimicrobial, anti-inflammatory, and antitumor
activities is a recurring theme that has made great advances today. Laguncularia
racemosa (L.) C.F. Gaertn is a species belonging to the Combretaceae family that
plays a relevant ecological role in the mangrove ecosystem and some studies report
its activity in the interaction and biological monitoring of some microorganisms.
However, this species was little studied in the pharmacological, toxicological, and
phytochemical aspects, unlike other members of the same family that showed
biological activities, such as antioxidant, antimicrobial, antifungal, and antineoplastic.
Given this perspective, the present work aimed to evaluate the antimicrobial, anti-
inflammatory, and toxicity of the hydroalcoholic extract of the leaves of L. racemosa
(EHA-Lr). The antimicrobial activity was evaluated by the broth microdilution
methodology to determine the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) against
Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus, Bacillus subtilis, Pseudomonas
aeruginosa, Serratia marcencens, Escherichia coli, and Enterococcus faecalis
strains, and the extract was more active against the strain of Micrococcus luteus
(0.93 mg). Assays were performed to determine the acute toxicity through the
methodology proposed by the OECD 2001 and to evaluate the anti-inflammatory
activity of EHA-Lr through the models of paw edema induced by carrageenan and
acute pulmonary inflammation induced by LPS. In the toxicity test, the EHA-Lr extract
showed low toxicity, without significant changes in the weight of animals and organs
and the biochemical and hematological parameters; while in anti-inflammatory tests,
EHA-Lr was effective in reducing leukocyte migration in the paw edema model and
the LPS-induced acute pulmonary inflammation model. It is concluded that EHA-Lr
showed anti-inflammatory and antimicrobial activities, with low toxicity, which makes

it promising to continue with further studies.

Keywords: combretaceae; inflammation; toxicity tests; medicinal plants.
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1. INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais atualmente se constitui numa alternativa viavel
para a cura de diversas doencas, principalmente pela facilidade e baixo custo para o
acesso pela populacdo. Por isso, € um recurso que vem sendo cada vez mais
valorizado (VALLI; RUSSO; BOLZANI, 2018; SHARMA et al., 2017).

As plantas medicinais sao utilizadas para combater diferentes doencas desde
0S primeiros registros da civilizagdo humana. Segundo a Organizacdo Mundial da
Saude (OMS), aproximadamente 80% da populacdo dos paises em
desenvolvimento enfrenta dificuldades para adquirir medicamentos sintéticos e faz
uso de medicamentos tradicionais, sobretudo os de origem vegetal, para suprir suas
necessidades basicas de saude (SULTANA et al., 2015; VALLI; RUSSO; BOLZANI,
2018).

Através do desenvolvimento da pesquisa na area de produtos naturais, varias
atividades biologicas foram sendo sistematica e largamente estudadas utilizando
material botanico como principal matéria-prima, tais como a antimicrobiana, anti-
inflamatoria, antioxidante, gastroprotetora, ansioliticas e, mais recentemente, a
antineoplasica (AL-ANSARI et at., 2019; GONULALAN et al., 2019; RTIBI et al.,
2015; SHARMA et al., 2017; SIEW et al., 2019).

Nesse intuito, diversas familias botanicas vém sendo estudadas buscando a
determinacdo de propriedades medicinais ou visando a prospeccdo de compostos
bioativos (VALLI; RUSSO; BOLZANI, 2018). No Brasil sédo estudadas plantas de
praticamente todos os ecossistemas, desde a Amazonia, Mata Atlantica e Caatinga
até o Mangue, o qual ainda é pouco explorado (LIPORACCI, 2014; BARTZ et al.,
2015).

Nos manguezais brasileiros ocorrem quatro espécies (Rhizophora mangle L. —
Rhizophoraceae, Avicennia schaeuriana Stapf & Leechm. ex Moldenke e
Avicenniagerminans (L.) Stearn — Acanthaceae, e Laguncularia racemosa (L.) C. F.
Gaertn. — Combretaceae). Esta ultima € conhecida popularmente como mangue-
branco, manso ou tinteira. Ela é de abrangéncia global, com maior presenca na
América do Norte e do Sul, e no geral, desempenha grande importancia para o
ecossistema onde habita ( NETO et al, 2015; SILVA, 2012).

Nesse sentido, Laguncularia racemosa (L) C. F. Gaertn foi alvo de diversos

estudos envolvendo sua interagdo no ecossistema manguezal, em termos de
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monitoramento de poluicdo e em estudos de interagdo com alguns microrganismos,
entretanto estudos farmacoldgicos e fitoquimicos com essa espécie sdo escassos
(DE FREITAS GUEDES et al., 2018; REINERT et al., 2016; SODRE et al., 2013).

Alguns estudos farmacolégicos indicam que L. racemosa apresenta potencial
atividade moluscida (MENDES et al, 2018), antioxidante (XUE et al, 2008) e inibic&o
da PLA2 e outras vias da cascata da inflamacdo (PINHO et al, 2014). E um estudo
fitoquimico revelou nessa planta a presenca de alguns compostos, como taninos e
flavonoides, compossivel atividade antioxidante e inibidores de proteinas quinase
(PINHO, 2014).

A literatura mostra que outras espécies representantes da familia
Combretaceae apresentaram atividades antimicrobiana, antioxidante e anticancer,
fato que revela uma enorme potencialidade para a investigacdo mais aprofundada
da L .racemosa, considerando que os fatores quimiotaxondmicos determinam que
espécies de uma mesma familia podem possuir semelhancas na constituicdo
fitoquimica e, por conseguinte, nas atividades bioldgicas (KATERERE et al., 2012;
RAJABPOUR et al., 2019; SANTOS et al, 2018; SIMOES et al., 2017).

Tendo em vista essas possiveis atividades biolégicas e diante do alto custo,
das limitacdes terapéuticas e dos efeitos colaterais evidenciados com os farmacos
empregados atualmente para o tratamento de patologias de cunho inflamatorio,
microbiolégicas e os diferentes tipos de neoplasias o presente estudo propde uma
avaliacdo das atividades anti-inflamatdria, antimicrobiana e antitumoral do extrato

hidroalcéolico da L. racemosa.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 FISIOPATOLOGIA DA INFLAMACAO

A inflamacao é definida como uma parte de uma resposta biolégica complexa
aos danos celulares ocasionados por agressdes de natureza quimica, fisica ou
biolégica, onde o sistema imunoldgico tenta eliminar (fagocitose e anticorpos) ou
neutralizar estimulos prejudiciais diluindo (plasma extravasado), isolando ou
sequestrando (malha de fibrina) o agente agressor e iniciar 0s processos de
cicatrizacdo e regenerativos (ETIENNE; VEGAS; VIEGAS JUNIOR, 2021;
MATSUZAWA-ISHIMOTO; HWANG; CADWELL, 2018; SHALAPOUR; KARIN,
2015).

Durante o processo inflamatorio, muitos mediadores quimicos como Ooxido
nitrico (NO) e prostaglandinas promovem uma série de alteragcdes locais,
acompanhado pelo calor e rubor, sinais caracteristicos de uma reacao inflamatoéria
(BANNENBERG; CHEN et al., 2018; SERHAN, 2010). Os eventos iniciam-se com a
liberacdo de substancias quimiotaticas e aminas vasoativas como a serotonina e a
histamina liberadas por mastocitos e mondcitos minutos apos a agressao tissular,
causando a dilatacdo de vasos da microcirculacao, aumento do fluxo sanguineo e da
permeabilidade vascular, com extravasamento de liquido plasmatico e formacao de
edema, e, consequentemente, um aumento de fluxo sanguineo na area afetada. Na
sequéncia, ha movimentacdo de proteinase e leucécitos do sangue para o tecido
extravascular devido a contracdo do citoesqueleto das células endoteliais,
favorecendo assim a permeabilidade vascular (CARVALHO; LEMONICA,1998;
ETIENNE; VEGAS; VIEGAS JUNIOR, 2021; CHEN et al., 2018; SERHAN; LEVY,
2018).

Os eventos celulares sdo marcados pela saida das células circulantes da luz
do vaso e a migracao de leucdcitos (principalmente neutréfilos e mondécitos) para o
sitio inflamatério. Esse fendmeno segue algumas fases como: rolamento dos
leucdcitos pelo endotélio, adeséo firme, transmigracdo ou diapedese e quimiotaxia
(Figura 1). Todas estas etapas do processo de migracdo leucocitaria séo
dependentes da expresséao pelos leucdcitos e pelas células endoteliais de moléculas
denominadas moléculas de adesdao (selectinas que sao formadas por trés proteinas

E-selectina, P-selectina e a L-selectina, as integrinas, as imunoglobulinas e as



19

caderinas), de mediadores quimiotaticos (como a interleucina-8 (IL-8), o fator do
complemento C5a e o LTB4) (CHEN et al., 2018; (ETIENNE; VEGAS; VIEGAS
JUNIOR, 2021; KELLY; KWANG; KUBES, 2007; SERHAN; LEVY, 2018). Destacam-
se no processo as selectinas, dentre elas a P-selectina e a E-selectina que
participam no rolamento e numa maior adesdo de leucécitos ao endotélio,
respectivamente. As integrinas e as imunoglobulinas, molécula de adesao
intracelular-1 (ICAM-1) e molécula de adeséo celular vascular-1 (VCAM-1), medeiam
a adesdo célula-célula e célula-matriz extra celular, de grande importancia durante o
processo da diapedese (CHEN et al., 2018; MILES et al., 2008; SERHAN; LEVY,
2018).

Figura 1. Processo de migracao dos leucdcitos ao local de inflamacéo.

Ativacéo da integrina Migracao através
Rolamento pelas quimiocinas Adesio estivel do endotélio
Leucocito — Glicoproteina Sialil-Lewis X modificada
~— Integrina (estado de baixa afinidade)
Integrina
(utado do alta aﬂmcado)
PECAM-1
(CDS"
=
[ .
A - 2 A A
P-selectina  E-selectina quame de
o Pro(eoghcano integrina (ICAM-1)
° a» &
[ ]
Quimiocinas
Citocinas Macrélago
(TNF, IL-1) com microblos 2
Fibrina e fibronectina
(matriz extracelular) ~

Fonte: Kumar et al, 2008

Os leucdcitos circulantes migram seletivamente e em nimero significativo para
o tecido inflamado no decorrer do processo. Em uma resposta inflamatoria aguda ha
acumulo predominante de neutrofilos. Em processos alérgicos e infeccdes
parasitarias pode ocorrer também a migracdo de eosinoéfilos. Algumas das células
envolvidas ja estdo presentes no tecido afetado tais como: células endoteliais,
células mesoteliais, mastdcitos, eosinofilos, macrofagos e alguns linfocitos. A
ativacdo continua deste processo ou a falha na capacidade da resposta inflamatoria
desenvolve-se a lesdo crénica (CHEN et al., 2018; FRANCISCHETTI et al., 2010;
FREIRE; DYKE, 2013).
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2.2 INFLAMACAO AGUDA

A inflamagéo aguda é a reacdo imediata do organismo frente a um estimulo
fisico, quimico ou biologico, onde mediadores de defesa s&o sintetizados e
direcionados ao local da lesdo. Essa resposta geralmente é breve, podendo durar
alguns minutos ou até mesmo alguns dias. O principal objetivo da reacéo
inflamatdria é possibilitar ao tecido lesado o acesso de células, proteinas e outros
elementos originarios do sangue para que haja reparacdo do tecido lesionado.
Segundo Contran et al. (2005), o processo inflamatério agudo pode ser dividido em
uma sequéncia de eventos. Primeiramente ha uma lesdo em um organismo, fazendo
com que este produza mediadores inflamatorios. Depois ha um aumento do fluxo
sanguineo local, devido a retracdo de ceélulas endoteliais, promovendo a
vasodilatagcdo, e permitindo os mediadores inflamatérios terem acesso a regiao
inflamada. Posteriormente, o extravasamento de macromoléculas plasmaticas,
devido ao aumento da pressdo oncdtica local, promovendo a evasdo de agua e
levando a formacdo do edema. Por dltimo a quimiotaxia de leucdcitos,
caracterizando o processo inflamatério (CASTANHEIRA; KUBES, 2019; MAJNO;
PALACE,1961; YANG; HU, 2018).

A inflamacao aguda possui com os resultados do seu processo: a reparacao de
tecido lesado, combate ao microrganismo invasor; formacéo de fibrose e progressao
para a inflamacédo cronica (CASTANHEIRA; KUBES, 2019; ETIENNE; VEGAS;
VIEGAS JUNIOR, 2021; FREIRE; DYKE, 2013; YANG; HU, 2018).

2.3 INFLAMACAO CRONICA

A inflamacdo cronica € uma evolucdo da inflamacdo aguda devido a
persisténcia do estimulo agressor, ocasionando uma destruicdo continua dos tecidos
e, em alguns casos, perda da funcdo (CASTANHEIRA; KUBES, 2019; RODRIGUEZ-
VITA; LAWRENCE, 2010; MURAKAMI; HIRANO, 2012).

A inflamacéo cronica se prolonga por periodos bem mais extensos de duracéo,
podendo estender-se por semanas a meses, associada com alguns processos
especificos de alteracdo histologica como a destruicdo do tecido e formagédo de
fibrose, devido a presenca de processo inflamatério ativo e tentativas de reparo
tecidual (CASTANHEIRA; KUBES, 2019; FERREIRA; LORENZETTI; POOLE,1993;
YANG; HU, 2018).
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Entre as doencas cronicas inflamatérias podemos citar o reumatismo, artrite
reumatoide e lUpus eritematoso sistémico (LES). O reumatismo caracteriza-se por
dores articulares ou por outras alteracdes dos muasculos e o0ssos. A artrite
reumatoide afeta o revestimento das articulagbes, causando inchacos dolorosos,
podendo levar ao longo dos anos, a deformidade da articulacdo e erosdo 6ssea. Ja
o lUpus eritematoso sistémico (LES) € definido como uma doenca inflamatoria
autoimune que afeta diversos érgados e sistemas do organismo (CHEN et al., 2018;
ETIENNE; VEGAS; VIEGAS JUNIOR, 2021; JACKSONet al., 2018; SOUSA JUNIOR
et al, 2017).

A Figura 2 mostra, resumidamente, as caracteristicas do processo inflamatério

agudo e cronico.
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Figura 2. Caracteristicas do processo inflamatério agudo (A) e crdnico (B).
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Fonte: Etienne; Vegas; Viegas Junior (2021).

2.4 RESPOSTA IMUNE E INFLAMAGAO

O sistema imune é responsavel pelos processos de reparo tecidual e de defesa
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do organismo. Os leucdcitos atuam em momentos distintos da reposta imune. A
resposta imune pode ser classificada em imunidade nao-especifica (inata) e a
especifica (adquirida) atuando de forma independente. Na imunidade inata, as
células fagocitarias mononucleares (macréfagos/monadcitos) séo as principais células
atuantes, assim como os granuldcitos (ex. neutréfilos). No caso da imunidade
adquirida h& atuacao dos linfécitos (linfocitos T e linfécitos B) e células efetoras
(CHEN et al., 2018; ETIENNE; VEGAS; VIEGAS JUNIOR, 2021; KIRVESKARI et al.,
2003; SERHAN; LEVY, 2018).

Na imunidade inata, os macrofagos entram em acdo secretando diversos
mediadores (6xido nitrico, quimiocinas, etc). O efeito indutor ativador dos
macrofagos pode ser tanto pelo estimulo lesivo, agente infectante ou pela acdo de
outras citocinas, principalmente interferon gama (IFN-y) que sao liberadas por
linfocitos (CHEN et al., 2018; MARTIN-FONTECHA et al., 2004; SERHAN; LEVY,
2018). Dentre estes mediadores responsaveis pela vasodilatacdo e contribuicdo pela
migracao leucocitaria esta a bradicinina. Este mediador estimula a producéo de uma
cascata de citocinas pro-inflamatérias (TNF-a, IL-8, IL-6 e IL-1B), assim como a
liberacdo de prostaglandinas e aminas simpatico miméticas indutoras da
hipernocicepcao e da dor (ETIENNE; VEGAS; VIEGAS JUNIOR, 2021; MURAKAMI;
HIRANO, 2012; VERRI et. al, 2007).

Na imunidade adquirida as células em atuacdo sdo os linfécitos, produzidas
primeiramente no timo ou na medula éssea. Os linfocitos sofrem amadurecimento
nos orgaos linfoides periféricos (timo, baco, linfonodos e amigdalas), para
posteriormente serem liberadas ao longo da resposta imune. Os linfocitos T efetores
(maduros), quando chegam ao local lesionado liberam diversas citocinas (IL-2, IL-4,
IL-5, IL-6, TNF-a). Estas sao responsaveis pela ativacdo de células B, quimiotaxia de
leucdcitos, ativacdo dos macréfagos, deposicdo de fibrina e nocicepcédo (CHEN et
al., 2018; KUBO; MARTIN-FONTECHA et al., 2004; MOTOMURA, 2012; TURNER,
et al, 2014; SILVA et al., 2019; WATKINS et al.,1995).

2.2.1 Citocinas
As citocinas compreendem um grupo de moléculas que atuam regulando a

resposta inflamatéria e imunolégica. Sdo produzidas em repostas a lesdo tecidual

causadas por patégenos, células danificadas, compostos toxicos ou irradiacdo
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dando inicio a uma cascata de sinalizacdo quimica que induzem respostas
inflamatéria (CASTANHEIRA; KUBES, 2019; CHEN et al., 2018; FEGHALI;
WRIGHT, 1997; TURNER et al, 2014; SILVA et al., 2019; ZHANG, 2008).

As citocinas sao liberadas predominantemente por células do sistema imune,
gue incluem: mondcitos, macréfagos e linfocitos e sao classificadas em citocinas em
(i) pré-inflamatérias e (ii) anti-inflamatoérias. No primeiro grupo podemos (i) encontrar
a familia da interleucina 1 (IL-1a, IL-18, IL-1ra, IL-18, IL-33, IL-364q, IL-36[3, IL36y, IL-
36Ra, IL-37 e IL-1Hy?2); da interleucina 6 (IL-6, IL-11, IL-31, CNTF, CT-1, LIF, OPN,
OSM); da interleucina 17 (IL-17A-F, IL-25); do fator de necrose tumoral (TNF-a,
TNFB, BAFF, APRIL); e interferon (IFNa, IFNB, IFNw, IFNk, IFNy, IFNA1 (IL-29),
IFNA2 (IL-28A), IFNA3 (IL-28B)), que atuam sinalizando a inflamagédo na area
lesionada e também na indugcéo e manutencédo da dor aguda e crdnica. Ja no grupo
(i), a familia da interleucina 10 (IL-10, IL-19, IL-20, IL-22, IL24, IL-26, 1L-28, IL-29) e
interleucina 12 (IL-12, IL-23, IL-27, IL-35). as interleucinas IL-4, IL-10, IL-13, IL-1e o
TGF-B1 (fator transformador de crescimento-B1) atuam inibindo a liberacdo de
citocinas pro-inflamatérias e reduzindo a expressdo da COX-2 (Figura 3)
(CASTANHEIRA; KUBES, 2019; CHEN et al.,, 2018; CUNHA, 2003; FEGHALI;
WRIGHT, 1997; TURNER et al, 2014; VALE et al., 2003; SILVA et al., 2019).

Dentre as citocinas que atuam no processo inflamatorio podemos citar: IL-183,
TNF-a e IFN-y. Um dos principais papéis da IL-1B € sua atuacdo no hipotalamo
exercendo sua conhecida fungéo de pirégeno endégeno e no aumento da expressao
das ciclo-oxigenases (COX-1 e COX 2) (CASTANHEIRA; KUBES, 2019; FEGHALI;
WRIGHT, 1997; SILVA et al., 2019; VERRI et al., 2006).

O TNF-a é sintetizado e liberado no local da lesdo a partir de diversas células,
como: macrofagos, linfocitos Thl, mastécitos, neutréfilos, eosinodfilos, astrocitos,
células natural killers (NK) e células do sistema nervoso (CHEN et al., 2018;
MEYERS; ALBITAR; ESTEY, 2005; SILVA et al., 2019). O TNF-a, assim como o IL-
1, também pode induzir febre, pela inducdo da liberacdo da proépria IL-6, além disso
favorece a regulacdo positiva das moléculas do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC), da producdo de interferon y (IFN-y) (Figura 3)
(ETIENNE; VEGAS; VIEGAS JUNIOR, 2021; FEGHALI; WRIGHT, 1997; OMOIGUI,
2007; SILVA et al., 2019).
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Figura 3. Principais citocinas descritas e suas agoes.
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Apos estimulo da lesé@o ha ativacdo de uma cascata de sinalizacao intracelular,
cujas vias levam a diversas respostas intracelulares indicadas pelas setas
pontilhadas. Além de regular a quimiotaxia, as citocinas atuam também na regulacao
e/ou estimulacdo de outras citocinas, como (A) IL-10 regula a secrecdo de TNF, IL1
e IL-6 enquanto (B) TNF e IL-1 estimulando a sintese de IL-6 Fonte: Silva et al.,
(2019).

O IFN-y contribui na resposta inflamatéria aguda e principalmente na cronica,
atraindo macrofagos e aumentando o numero de células fagocitarias no local da
inflamacdo (CHEN et al., 2018; FEGHALI; WRIGHT, 1997; MURAKAMI; HIRANO,
2012; SILVA et al., 2019).

2.3 CONSIDERACOES SOBRE Laguncularia racemosa
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A Laguncularia racemosa (L) C. F. Gaert, conhecida popularmente como
mangue branco ou mangue manso é uma espécie de planta pertencente a familia
Combretaceae. A espécie € nativa da costa da Africa Ocidental, na costa atlantica
das Ameéricas, na costado Pacifico da América do Norte, México até noroeste do
Peru, incluindo as ilhas Galdpagos (CHAPMAN,1976; TOMLINSON,1986).

L. racemosa (L) C. F. Gaert tem como habitat oS manguezais e sua ocorréncia
no litoral brasileiro vai desde o Amapa até Santa Catarina. E a Gnica espécie
existente deste género no Brasil possuindo grande porte pode atingir até 20m de
altura,ou ser encontrada em forma de arbusto. Possui folhas simples com filotaxia
oposta, pecioladas, espessas e coriaceas, oblongas ou elipticas, com apice
arredondado e emarginado, medindo entre 4-11 cm de comprimento e 4-5 cm de
largura, peciolo vermelho com duas glandulas na parte superior, as folhas sobre os
galhos estdo orientadas verticalmente e sdo de cor verde-grisaceo mais clara na
parte abaxial. A mesma possui geotropismo negativo com raizes pneumatoforos,
expansodes de raizes que tem funcéo de realizar trocas gasosas (Figura 4) (LOIOLA
et al., 2009).

Figura 4. Folhas de L. racemosa (L) C. F. Gaert (A e B) e distribuicdo do vegetal no
Brasil (C).

Fonte: Ribeiro; Marquet; Loiola, 2022.

Apesar de se desenvolver em diferentes continentes, ha poucos relatos de
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estudos farmacolégicos na literatura (LEE, 1995; ALONGI et al., 2002).

A espécie desenvolveu meios protetivos contra herbivoria, microrganismos e
salinidade excessiva que a levaram a processo de adaptacdo evolutiva e,
consequentemente, uma complexidade quimica de metabdlitos secundarios,
principal fonte para sintese de novos farmacos (PATRA et al., 2014).

Na india, a casca de L. racemosa (L) C. F. Gaert é utilizada como tonico,
adstringente, contra aftas, disenteria, febre amarela, hipertermia e escorbuto, além
de apresentar atividades antimicrobianas (BANDARANAYAKE, 1998). Um trabalho
realizado na mesma reg total de 27 compostos fendlicos j4 foram isolados, dentre
eles 4 flavonoides atuando como antioxidante e antitumoral, respectivamente (; SHI
et al., 2011).

Mendonca e colaboradores (2009) revelaram uma associacdo entre a
guantidade de fendis e o niumero de galhas, e observaram que os insetos evitavam
estas plantas galhadas, certamente pela concentracdo de metabdlitos secundarios
com efeito inseticida (GODOY et. al., 1997). Rodrigues e colaboradores (2015),
relevaram em seus estudos a presenca de dois flavonoides (quercetina-3-O-
arabinésido e quercetina-3-O- rhamlado) com potenciais aplicacfes terapéuticas
para o tratamento de doencas trombaoticas.

E notorio que os flavonoides podem apresentar atividades antioxidante e anti-
inflamatoria (MAMTA; BANSAL; SANDHU, 2013; RIBEIRO et al., 2015), o que faz da

utilizacdo dos extratos dessa espécie uma abordagem valiosa.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial anti-inflamatoério, antimicrobiano e antitumoral do extrato

hidroalcéolico das folhas de L. racemosa.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Realizar estudos de toxicidade aguda para determinacdo da dose letal 50%

(DL50) do extrato hidroalcoolico das folhas de L. racemosa;

o Realizara avaliagdo bioguimica e hematoldgica das amostras de sangue dos
camundongos submetidos ao ensaio de toxicidade aguda tratados com o extrato

hidroalcoéolico das folhas de L. racemosa;

o Realizar a analise ponderal, macroscépica e histolégica dos oOrgaos dos
animais submetidos ao ensaio de toxicidade aguda tratados com o extrato

hidroalcoéolico das folhas de L. racemosa;

o Avaliar a atividade anti-inflamatéria do extrato hidroalcéolico das folhas de L.
racemosa em modelos animais de inflamacdo aguda como edema de pata induzida

por carragenina e inflamacao pulmonar aguda induzida por LPS;

o Determinar a concentracdo de NO e MPO em amostras do tecido pulmonar dos
animais tratados com o extrato hidroalcodlico das folhas de L. racemosa no modelo

de inflamacgéo pulmonar aguda induzida por LPS;

o Realizar a andlise histolégica do tecido pulmonar dos animais tratados com o
extrato hidroalcodlico das folhas de L. racemosa submetidos ao modelo de

inflamacgé&o pulmonar aguda induzida por LPS;
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° Avaliar a citotoxicidade do extrato hidroalcodlico das folhas de L. racemosa

frente as células do bago (esplendcitos) de camundongos BALB/c;

o Determinar as concentragdes de IL-4, IL-6, IL-10, IL-17,INF e TNF provenientes
das células (esplendcitos) tratados com o extrato hidroalcodlico das folhas

L.racemosa no ensaio de citotoxicidade;

o Avaliar o a concentracao inibitéria minima (CMI) do extrato hidroalcodlico das
folnas de L. racemosa frente as cepas de Staphylococcus aureus, Micrococcus
luteus, Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Serratia marcencens, Escherichia

coli e Enterococcus faecalis.
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4. Metodologia
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4. METODOLOGIA

4.1 SUBSTANCIAS E REAGENTES

Etanol 100% (Vetec), &gua destilada, heparina sddica 5.000 Ul/mL (Cristalia),
evans blue (Sigma), HEMSTAB EDTAl5g/dLLabtest), cloridrato de cetamina
(Vetbrands), cloridrato de xilazina (Vetbrands); reagente de Griess (Sigma), alcool
iodado, alcool 70%, solucao salina 9%, PBS, placas de 96 pocos; vidraria; seringas;
agulhas; bisturis; luvas; mascaras; 6culos de protecao.

4.2 EQUIPAMENTOS

Balanga analitica, citometro de fluxo, cAmara de fluxo laminar, camara de COx,
centrifuga, analisador hematologico ABX micros 60- Horiba, aparelho de ELISA,

pletismémetro (UgoBasile, Italia).

4.3 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Neste trabalho foram utilizados 40 camundongos machos adultos (com cerca
de 60 dias de nascidos) albinos swiss (Mus musculus), pesando entre 25 e 35¢-
provenientes do Biotério do Departamento de Antibidticos da Universidade Federal
de Pernambuco e48 camundongos Mus musculos albinos da linhagem BALB/c
fémeas adultas (com 6 a 8 semanas de idade) foram criados e mantidos no biotério
do Keizo Laboratério de Imunopatologia Asami-LIKA localizado na Universidade
Federal de Pernambuco.

Os animais foram acondicionados em gaiolas de polietiieno com grades de aco
inoxidavel e maravalha como cobertura, tendo acesso livre a agua e racédo
balanceada, mantidos hum ambiente com temperatura de 22+2°C e luminosidade
controlada,proporcionando um ciclo claro-escuro de 12 horas. Todos os animais
foram submetidos a jejum, com a retirada da racao cerca de 4 horas antes do inicio
do experimento. Durante o experimento 0s animais tiveram livre acesso a ingestao
de agua. Os animais foram mantidos de acordo com as normas internacionais do

Conselho de Laboratério de Animais Experimentais (ICLAS).
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4.3.1 Procedimentos éticos

Todos o0s experimentos foram realizados de acordo com as normas
estabelecidas pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animal de Laboratério
(SBCAL) e com as normas estabelecidas pelo National Institute of Health Guide for
Care and Use of Laboratory Animals. Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica
no Uso de Animais da Universidade Federal de Pernambuco (CEUA-UFPE), sob
protocolo de numero 23076.030374/2018-85. Este projeto encontra-se em
concordancia com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei 9.605 - art. 32
e decreto 3.179- art. 17, de21/09/1999, que trata da questdo do uso de animais para

fins cientificos.

4.4 COLETA DO MATERIAL VEGETAL E OBTENCAO DO EXTRATO DAS
FOLHAS

A espécie L. racemosa foi coletada no manguezal de Tamandaré (8° 44’ 54"
Sul,35° 6’ 14" Oeste), litoral sul do Estado de Pernambuco, identificada e depositada
no Herbario UFP- Geraldo Mariz, localizado no centro de Biocéncias da
Universidade Federal de Pernambuco, como numero de tombamento Laguncularia
racemosa (Combretaceae); Soares, C. (01)UFP83.203. Em seguida, o material
vegetal foi triturado com o auxilio de um moinho de facas. Para obtencédo do extrato
hidroalcoolico foi utilizado 50g do material vegetal para 500mL de solucao
etanol/agua 70% (v/v), no qual foi macerado em temperatura ambiente durante 48
horas, mantidos em vidros ambar, sob o abrigo da luz do sol e com agitacdes
ocasionais. Em seguida, esse material extrativo foi filtrado, concentrado em
rotaevaporador, sob pressdo reduzida, a temperatura de 40-50 °C e logo depois
liofilizado para obtencdo do extrato hidroalcoolico de folhas secas de Laguncularia
racemosa. Calculou-se o rendimento total dos extratos, de acordo com a férmula: Re
= (Pextrato /Pfolhas) x 100. Sendo Re

Peso do extrato liofilizado (g); Pfolhas

Rendimento total do extrato (%); Pext =

Peso do pé utilizado na preparagdo do

extrato.
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4.5 CARACTERIZACAO QUIMICA DO EXTRATO HIDROALCOOLICO

4.5.1 Determinagéo do conteudo fendlico total

O teor de fendlicos totais foi determinado de acordo com Nerys et al. (2022) e
Royani et al. (2022) com modificagbes. Para isto, 1 mL de extrato na concentragao
de 1000 pg/mL foi adicionado a 1 mL do reagente Folin-Ciocalteu (1/10 v/v) e
deixado reagir por 1 minuto. Posteriormente, 2 mL de carbonato de sodio (2% p/v) foi
adicionado ao sistema (extrato + reagente), homogeneizado em vortex e incubado
por 2 horas na auséncia de luz em condi¢bes ambientais (25°C). as amostras foram
analisadas num comprimento de onda 765 nm em um espectrofotometro UV-vis
(Hewlett-Packard, modelo 8453). O branco do equipamento foi formado nas mesmas
condicbes da amostra, utilizando-se agua destilada ao invés do extrato. Apos a
incubacédo, o conteudo fendlico total do extrato foi calculado usando uma curva
preparada com o acido galico padrao em diferentes concentracbes (3,12 -500
png/mL). O conteudo fendlico total foi expresso em mg de GAE (equivalente de acido

galico) por g de extrato. Os testes foram realizados em triplicata.

4.5.2 Determinacédo do teor total de taninos

O teor de taninos totais no extrato hidroalcodlico foi previamente determinado
por Nerys et al. (2022) e Maobe et al. (2022) com modificacdes. O extrato foi diluido
em etanol 70% na concentracdo de 1000 pg/mL. O ensaio consistiu em 2 mL de
extrato, 3 mL de agua destilada, 0,5 mL de reagente Folin-ciocalteu. O sistema
reagiu por 3 min. ApGs esse periodo, 1,5 mL de carbonato de sddio a 17% (Na 2CO:s)
e foram adicionados 3 mL de 4gua destilada, totalizando 10 mL. As amostras foram
homogeneizadas e incubadas no escuro por 2 horas. ApOs este periodo, a
absorbancia das amostras foi determinada por um espectrofotdbmetro UV/Vis
(Hewlett-Packard, modelo 8453) no comprimento de onda de 725 nm. O branco do
equipamento foi formado nas mesmas propor¢cdes da amostra, utilizando-se agua ao
invés do extrato. Apos a incubacédo, o tanino total. O conteddo presente no extrato
foi calculado usando uma curva usando o &cido tanico padrdo preparado com

guercetina padrao em diferentes concentracdes (3,12 -500 pg/mL). O teor de tanino


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/tannin

35

foi expresso em mg de TAE (equivalente de &cido tanico) por g de extrato. Os testes

foram realizados em triplicata.

4.5.3 Determinacao do teor total de flavonadis

O teor de flavonais totais no extrato hidroalcodlico foi previamente determinado
por Nerys et al. (2022) com modificacdes. O extrato foi diluido em etanol 70% na
concentragédo de 1000 pg/mL. O ensaio consistiu em 2 mL de extrato, 2 mL de AICI 3
(2%)/etanol e 3 mL de acetato de sédio (50 g/L). A mistura foi agitada e incubada
durante 2,5 h a 20°C. Apdés esse periodo, as absorbancias foram determinadas em
440 nm em espectrofotdmetro (Hewlett-Packard, modelo 8453). O branco do
equipamento foi formado nas mesmas propor¢cdes da amostra, utilizando-se agua ao
invés do extrato. Apos a incubacéo, o flavonol total o conteudo presente no extrato
foi calculado usando uma curva de quercetina em diferentes concentracdes (3,12
=500 pg/mL). O teor de flavondis totais foi expresso em mg de QE (equivalente de

guercetina) por g de extrato. Os testes foram realizados em triplicata.

4.6 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE IN VITRO

4.6.1 Atividade antioxidante in vitro pelo método DPPH

A atividade sequestrante de radicais livres de DPPH foi determinada pelo
método descrito por Ita et al. (2022) e Nerys et al. (2022) com pequenas
modificacdes. Para o ensaio de DPPH, 0,70 mL de extrato de amostra ou padréo
(dcido ascorbico ou BHT) com concentracbes variadas (0 a 1000ug/mL) foram
adicionados ao mesmo volume de solucdo metandlica de DPPH (100 uM). As
misturas foram agitadas vigorosamente e deixadas para incubar por 20 minutos no
escuro a temperatura ambiente. Uma diminuicdo na absorbéancia foi medida a 515
nm contra um branco de metanol sem DPPH usando um espectrofotometro Hewlett-
Packard, modelo 8453. A absorbancia medida para a solucdo controle estava na
faixa de 0,75 £ 0,01. A porcentagem de inibicdo da descoloracdo do DPPH foi

calculado utilizando a Equacéo 1.


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/flavonol
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/decolorization
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ABS controle-ABS amostra
[DPPH] (%)= ( >x1 00

ABS controle
1)
Onde: ABS controle: é a absorbancia do controle; ABS amostra: absorbancia

das amostras em diferentes concentragoes.
4.6.2 Atividade antioxidante in vitro pelo método ABTS

A atividade de eliminagéo de radicais ABTS foi determinada de acordo com o
meétodo descrito por Ita et al. (2022) e Nerys et al. (2022) com algumas
modificacdes. A solucdo estoque ABTS + foi produzida pela reacdo da solucéo
aquosa ABTS (7 mM) com solucédo aquosa 2,45 mM de persulfato de potassio em
guantidades iguais e permitiu que reagissem por 12-16 h a temperatura ambiente no
escuro. Em seguida, 1 mL de solu¢cdo ABTS + foi misturado com 0,50 mL do extrato
em diferentes concentracées (0 a 1000ug/mL). A mistura foi entdo incubada a
temperatura ambiente por exatamente 10 min no escuro. O controle foi preparado
misturando 1 mL de ABTS +solucdo com 0,50 mL de agua bidestilada. A
absorbancia medida para a solucdo controle estava na faixa de 0,38 + 0,04. Os
resultados percentuais da atividade de eliminacdo foram calculados como % de
inibicdo usando a Equacédo 1. Os padrdes experimentais foram o acido ascorbico e o
BHT nas mesmas concentracbes do extrato. Todos o0s experimentos foram

realizados em triplicata.
4.6.3 Determinacéo do CEsp
A quantidade de antioxidante necessaria para diminuir a concentracao inicial de
DPPH ou ABTS em 50%, chamada de CEso, foi determinada a partir de um ajuste
nao linear, obtida graficamente, através da plotagem da concentracdo das amostras
em relacdo a capacidade antioxidante. Onde, quanto maior o consumo de DPPH ou
ABTS por uma amostra, menor sera a sua CEsp € maior a sua atividade antioxidante.

4.7 AVALIACAO DA TOXICIDADE AGUDA

Para avaliacdo da toxicologia aguda foi utilizada a metodologia recomendada


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S030881461831608X?casa_token=oWLxVOkVodYAAAAA:fTHhoD2R4eFfOshMeL9ZMRpBoL8sykHx8htHfLDihsUCzBlgTG3mgPFuQOc6fEkf1gkctXLnTKJf#b0060
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pela Organization for Economic Cooperation and Development Guideline423 (OECD,
2001). Camundongos fémeas (60 dias) foram aleatoriamente distribuidas em dois
grupos de trés animais. Uma dose Unica foi administrada oralmente aos grupos de
animais teste. O grupo controle (n=3) recebeu o veiculo agua, o grupo tratado(n=3)
recebeu o extrato hidroalcodlico(EHA-Lr) bruto na dose de 2.000mg/kg.

Os animais foram observados nas primeiras duas horas e depois a cada 24
horas diariamente durante 14 dias ap6s a administracdo do extrato. A avaliacéo foi
realizada pelo método de screening hipocratico, além disso, o peso, o consumo de
agua e racao foram avaliados diariamente. No 14° dia, os animais foram
anestesiados com cetamina e xilazina (2:1; v/v) por via intraperitoneal para coleta de
sangue, por pungdo cardiaca, e realizagdo dos exames hematologicos e
bioquimicos. O figado, rins, baco, cérebro, ovarios, pulméo, coracdo e estdmago
foram coletados para analise micro e macroscopica bem como para a determinagao
do peso relativo dos orgaos.

Posteriormente foi repetido todo o experimento conforme as mesmas
condicbes iniciais para confirmacdo dos resultados obtidos, os resultados
encontrados foram analisados e avaliados todos os parametros de igual forma sendo

expressos por média entre 0s grupos.

O peso relativo dos 6rgaos foi calculado seguindo a formula:

Peso do orgio (g)

Peso relativo dos 6rgaos = 10

Peso do animal (g) X

4.8 ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA
4.8.1 Edema de pata induzido por carragenina em camundongos

O método de edema de pata é uma metodologia que permite a observacado do
efeito sistémico da substancia teste através da inducdo de um estimulo inflamatorio
local. Neste ensaio, os animais foram divididos em 5 grupos contendo um (n=8)
animais por grupo, os grupos de forma geral receberam as substancias por via oral,
0s grupos tratados com extrato hidroalcodlico (EHA-Lr) nas doses de 50, 100 e
200mg/kg mg/kg, cada. As doses do extrato foram escolhidas de acordo com os

resultados apresentados em experimentos anteriores realizados pelo nosso grupo
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de pesquisa. O padrdo utilizado foi a indometacina (droga anti-inflamatéria néo
esteroidal) na dose de 10 mg/kg. O grupo controle recebeu apenas o veiculo (aAgua).
Uma hora apds o tratamento, a inflamacao foi induzida por uma injecao intra-plantar
(i.pl.) de50uL de carragenina (1%) na pata posterior direita (WINTER et al.,1962;
HENRIQUES et al.,1987). A outra pata do animal também foi analisada para afericao
do volume e comparada com as patas que receberam a carragenina. Os volumes
das patas foram medidos antes da inducao pelo agente flogistico e posteriormente a
inducdo em 0,5, 1, 2, 3, 4, 5 e 6 horas apés a administracdo de carragenina. O
volume do edema, em mililitros (mL), foi registrado através de um pletismémetro
(Ugo Basile, Italia). A pata posterior do animal foi submersa até a juncéao tibio-tarsal,
na camara de leitura do aparelho. O volume de liquido deslocado foi registrado
digitalmente e correspondeu ao volume da pata. Os resultados foram expressos com
o a diferenca de volume (mL) entre a pata que recebeu carragenina e a pata contra

lateral que nédo recebeu a carragenina.

4.8.2 Inflamacéo pulmonar aguda induzida por LPS

Quarenta e oito camundongos Balb/c fémeas foram divididos em seis grupos
de (n=8) animais: grupo controle salina (NaCl 0,9 %); grupo LPS; grupo
LPS+dexametasona (0,5 mg/kg); grupos LPS+extrato hidroalcodlico de L. racemosa
(50, 100e 200 mg/kg). Os animais receberdo solucdo salina, dexametasona ou 0
extrato, porgavagem, e apos 1 h serdo desafiados com 25uL de lipopolissacarideo
(LPS1mg/mL de salina) por instilacdo intranasal. Vinte e quatro horas apds o desafio
com LPS, os animais foram eutanasiados por superdosagem de anestésico
(cetamina 300 mg/kg + xilazina 30mg/kg) e o lavado broncoalveolar foi coletado para
analise de migracdo leucocitaria. O tecido pulmonar esquerdo foi coletado para o
estudo histopatoldgico e o tecido pulmonar direito para a determinagao dos niveis da
enzima mieloperoxidase, dosagem de citocinase quantificacdo de proteinas por
western blot (LEE et al., 2016).

4.9 AVALIACAO ANTIMICROBIANA

4.9.1 Concentracdo minima inibitoria (CIM)
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As cepas testadas foram Staphylococcus aureus (UFPEDA 02), Micrococcus
luteus (UFPEDA 100), Bacillus subtilis (UFPEDA 86), Pseudomonas aeruginosa
(UFPEDA 416), Serratia marcencens (UFPEDA 352), Escherichia coli (UFPEDA
224) e Enterococcus faecalis (UFPEDA 138) da colecdo de microrganismos do
Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco. Para
preparar o inoculo, foram cultivados espécimes em Broth Heart Infusion (HIMEDIA®)
mais 5% de sangue ovino desfibrado (Sigma) a 35°C durante 24-48 h. Apls a
incubacao, as coldnias obtidas foram suspensas em solucgéo estéril de NaCl a 0,9%
e ajustadas para obtencdo de um inoculo a 0,5 na escala de McFarland,
correspondendo a uma concentragdo de 1,5 x 108 unidades formadoras de col6nias
CFU/mL (STOPPA et al., 2009).

A atividade antibacteriana do extrato hidroalcodlico de L. racemosa foi avaliada
guantitativamente usando a técnica de microdiluicdo do caldo (CLSI, 2021). Todas
as amostras foram testadas em triplicata e a gentamicina foi usada como parametro
de avaliagcdo, como controle positivo e 5% de dimetil sulfoxido (DMSO), como
controle negativo. Na técnica utilizada, 100 pyL de caldo Mueller-Hinton (HIMEDIA®)
foram pipetados em cada poco da placa de microtitulagdo. Em seguida, 100 uL da
solucdo de reserva do extrato hidroalcodlico foi adicionado ao primeiro pogo, com
posterior homogeneizacado, seguida de diluicbes em série, a fim de obter as 8
concentragbes finais do extrato hidroalcodlico (30 mg/mL a 0, 23 mg/mL).
Posteriormente, foi colocado cerca de 10 uL do inéculo das bacterias em todos os
pocos da microplaca e as placas foram incubadas por 24 horas a fim de determinar a
Concentracdo Minima Inibitoria (CIM). Apés a incubacdo, as placas foram lidas
utilizando a resazurina, substancia reveladora de crescimento bacteriano (0,01
mg/mL) distribuida a todos os pocos e seguida de incubacdo por 1 hora, para
posterior leitura das placas (CORTINHAS et al., 2013). As concentracdes inibitorias
minimas foram consideradas aquelas capazes de inibir o crescimento do

microrganismo em 90% dos isolados bacterianos.

4.10 ANALISE DOS DADOS

Os experimentos de edema de pata induzido por carragenina foram
estatisticamente avaliados por meio de andlise de variancia (ANOVA) por duas vias

seguido pelo teste de Bonferroni com intervalo de confianca de 95%, utilizando-se o
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software Graph Pad prism.5.0. Valores de “p” menores que 0,05 (p<0,05) foram
considerados como indicativos de significancia. Os demais experimentos foram
estatisticamente avaliados através da analise de variancia (ANOVA) de uma via,
seguido pelo teste de Newman-Keuls com intervalo de confianca de 99%, utilizando-

se o software Graph Pad prism. 7.0. Valores de “p” menores que 0,01 (p<0,01) foram

considerados como indicativos de significancia.
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5. Resultados e Discussao
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 RENDIMENTO DE OBTENCAO DO EXTRATO HIDROALCOOLICO E
CARACTERIZACAO PARCIAL POR ESPECTROSCOPIA DE UV/VISIVEL

O rendimento de obtencdo do extrato hidroalcéolico obtido das folhas de L.
racemosa foi de 12,7% um valor proximo ao obtido por Soares (2018) que avaliando
0 mesmo extrato obteve rendimento de 10,47%. Conhecer os constituintes do
extrato hidroalcéolico de L. racemosa é uma etapa importante para possiveis

aplicacoes.

Tabela 1. Teores de fenodlicos, flavonoides, flavondis e acido tanico determinados

por espectroscopia UV/Vis presentes no extrato hidroalcoolico.

Constituintes Extrato Hidroalcoolico
Contetudo Fendlico Total (mg de EGA/g de
4454 +0,1
extrato)
Teor Total de Flavonoides (mg EQ/g extrato) 247,2 +0,9
Teor total de flavonodis (mg EQ/g extrato) 155,7+1,9

Poucos trabalhos séo reportados na literatura realizando a caracterizacdo do
extrato hidroalcoolico de L. racemosa. Dentre estes estdo os realizados por Soares
(2018) que verificou a presenca de fendis totais, taninos, flavonoides e cumarinas e
guantitativamente apresentou teor de fendis e taninos totais de 128,24 + 2,6 e 113 +
0,43 mg EAT/qg, respectivamente, de flavonoides 85,75 + 7,19 mg ER/g e cumarinas
226,36 + 8,7 mgEC/g. Além disso, Rodrigues et al. (2015), Mendes et al. (2018) e
Costa et al. (2021) identificaram diferentes compostos fendlicos presentes no extrato

de L. racemosa.

5.2 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE IN VITRO

Os extratos de diferentes plantas sdo descritos na literatura como bons
agentes antioxidante. Em muitos casos esta atividade esta diretamente relacionada
a presenca constituintes fendlicos presentes (WANG et al., 2021; XU et al., 2021).
Os compostos fendlicos atuam como sequestradores de radicais e algumas vezes

como quelantes de metais, atuando tanto nas etapas de iniciacdo e propagacgéo do
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processo oxidativo (WANG et al. 2021). A Figura 5 apresenta as curvas de atividade
antioxidante promovido pelo extrato hidroalcoolico de L. racemosa em diferentes
concentragdes para os ensaios de DPPH (A) e ABTS (B) respectivamente.

Figura 5. Atividade antioxidante promovida pelo extrato hidroalc6olico de L.
racemosapor métodos in vitro DPPH (A) e ABTS (B) em diferentes concentracdes
comparados aos padrdes acido ascoérbico e hidroxitolueno butilado (BHT)

respectivamente.

100 =

DPPH (%)

20 1 —=—Extrato

—&— Acido Ascorbico A 20 1} —a—Extrato 1
—A—BHT —&— Acido Ascorbico B
0 L 2§ T L) L) Ll T Ll T 0 + B}-T
0 125 250 375 500 625 750 875 1000 v v v v T S T
Conncentragao (ug/mL) 0 125 250 375 500 625 750 875 1000
Conncentracao (pg/mL)

Fonte: Autoria Propria, 2022

Os resultados apresentados na Figura 5 mostram que o extrato promove
aumento da atividade antioxidante com o aumento da concentracdo para os dois
ensaios de atividade. Perfil semelhante foram obtidos por Ahmed et al. (2014),
Kaneria et al. (2018) e Bui et al. (2021) avaliando diferentes extratos de plantas
pertencentes a familia Combretaceae. Através das curvas obtidas foi possivel
determinar os valores de ECso (concentracdo capaz de capturar radicais em 50%)
para o extrato para cada um dos ensaios. A Tabela 2 apresenta os valores de CEsg
para o extrato e para os padrdes acido ascorbico e hidroxitolueno butilado (BHT).

Os resultados apresentados na Tabela 2 mostram que o extrato hidroalcoolico
apresentou resultados menores quando comparados aos padrdes avaliados. Este
fato indica que o extrato apresenta atividade antioxidante in vitro moderada. Além

disso, apresentou melhores resultados para os ensaios de captura de radicais ABTS
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guando comparados ao ensaio de DPPH. Este melhor resultado pode estar
relacionado a versatilidade do método de captura de radicais ABTS quando
comparado ao ensaio de captura de radicais DPPH sendo que este Ultimo apresenta
melhores resultados quando as moléculas avaliadas tem carater polar, ja 0 ensaio
de ABTS avalia compostos polares e apolares ao mesmo tempo (FLOEGEL et al.
2011; SCHAICH et al. 2015).

Dados semelhantes aos expressos na tabela 2 foram encontrados por Ibrahim
e colaboradores (2022), do qual sua DPPH apresentou CE 5o de 50,3 pg/ml para o
extrato de acetato de etila de mangue (MEE). Resultados semelhantes foram obtidos
por Ahmed et al. (2014) obtiveram valores médios de CE so dos extratos para os
ensaios antioxidantes DPPH e ABTS variando de 0, 21-12 pg/mL (Combretum
padoides), 0, 25-16 pg/mL (Combretum vendae ), 0,33-9,41 pg/mL (Combretum
woodii) e 4,97-85 pg/mL (Combretum bracteosum ), respectivamente, enquanto 0s
valores médios de CE so para os controles positivos acido ascorbico e trolox foram
1,28-1,51 e 1,02-1,19 pg/mL, respectivamente. Todos 0s extratos brutos inibiram a
peroxidacdo lipidica do acido linoléico em mais de 80% na concentracdo de 64
pg/mL.

Awotunde et al. (2017) avaliando as fracfes hidroetandlicas e saponina da raiz
de Terminalia schimperiana verificaram que a fracdo hidroetanol polar apresentou
atividade antioxidante potente de DPPH com valor de CEso de 19,36+ 0,436 ug/mL e
atividade de eliminacao de ABTS com valor de CEso de 0,9420 + 0,011 ug/mL,
enquanto a fracdo saponina tem DPPH moderado atividade de eliminagdo com CEso
de 59,33 + 0,417 ug/mL e atividade de eliminacdo moderada de ABTS com valor de
CEso de 2, 273 + 0 pg/mL.

Sousa et al. (2021) realizando diferentes ensaios antioxidantes, verificaram que
a fracdo intermediaria da casca do caule (28,5 £ 0,60 ug/mL) e a fracdo acetato de
etila das folhas (40 £ 0,56 pg/ml) apresentaram maior % de inibicdo da atividade do
radical livre DPPH, enquanto a fracdo intermediaria da casca do caule (27,5 £ 0,9
Mg/mL) e a fracdo hidrometandlica das folhas (81 = 1,4 ug/mL) demonstraram
inibicdo do radical livre ABTS.

Estes resultados mostram que o extrato hidroalcoolico de L. racemosa pode ser

utilizado como um promissor agente antioxidante.

Tabela 2. Resultados de CEso para o extrato hidroalcoolico de L. racemosa e para


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/abts
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/ascorbic-acid
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/trolox-c
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/linoleic-acid
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0s padrbes &cido ascérbico e hidroxitolueno butilado (BHT) frente aos ensaios de
DPPH e ABTS.

Amostras DPPH ABTS
CEso(ug/mL) CEso(ug/mL)
Extrato  hidroalcodlico de L. 41,90 £ 3,15 21,78 +£0,5
racemosa
Acido Ascorbico 18,97+ 0,4 5,24+0,1
Hidroxitolueno butilado (BHT) 7,75+0,1 13,37+ 0,01

Média + Desvio padrao.

5.3 TOXICIDADE AGUDA

A concepcéao geral de que as plantas medicinais sdo seguras e desprovidas de
efeitos adversos ndo € apenas falsa, mas também enganosa. A propdésito, muitos
estudos mostram que as plantas medicinais sdo capazes de produzir uma variedade
de reac0Oes indesejaveis e adversas, tais como carcinogenicidade, teratogenicidade,
condicBes de risco de vida e até a morte (KRISTANC EKREFT, 2016; NDHLALA et
al, 2013).

Desta maneira, na pesquisa das propriedades bioldgicas e de compostos
bioativos naturais provenientes de plantas deve-se considerar a investigacdo da
toxicidade aguda como uma das primeiras etapas na andlise toxicologica (DECIGA-
CAMPOS et al., 2008). Nessa avaliacdo alguns parametros fisiolégicos e
comportamentais dos animais sdo avaliados durante a conducdo do experimento in
vivo, tais como o0 consumo de agua e racédo, evolucdo ponderal, analise dos 6rgaos
e valores bioguimicos e hematolégicos (OECD, 2001).

Nessa perspectiva, a avaliacdo da toxicidade aguda do extrato hidroalcéolico
da L. racemosa (EHA-Lr) foi realizada, tendo em vista a auséncia de estudos
toxicoldgicos e as possiveis atividades farmacoldgicas dessa espécie. Na avaliacédo
hipocratica ndo houveram sinais de alteragbes significativas, sobretudo
considerando o sistema nervoso central e autbnomo. Assim, foi possivel fazer uma
estimativa inicial do potencial farmacoldgico e toxicolégico dessa planta (MALONE;
ROBICHAUD, 1962).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0278691513006650?via%3Dihub&!
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As substancias consideradas téxicas produzem sintomas e consequéncias
diversas nos animais experimentais, que vao desde a alteracdo do peso corporal até
modificacbes significativas dos pesos individuais de cada 6rgdo na analise apds
eutanasia. Assim,estes indicadores também podem ser considerados consequéncia
da administracdo de determina as substancias quando o animal perde mais que 10%
do peso corporeo inicial (RAZA et al., 2002).

Considerando esses parametros supracitados observou-se que a
administracdo do EHA-Lr ndo provocou alteracbes significativas no peso dos
animais, nem dos seus respectivos 6rgaos em relacdo a o controle negativo,
demonstrando que possivelmente esse extrato ndo exerce efeito toxicolégico por
essa via (Tabelas 1 e 2). Contudo, para uma avaliagdo minuciosa de possiveis
danos teciduais € necessario a realizacdo de analises histologicas para confirmar a

integridade dos 6rgaos.
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Tabela 3 -. Evolucao ponderal e consumo de agua e ragdo dos grupos controle e tratado com o extrato hidroalcoolico das folhas

de Laguncularia racemosa na toxicidade aguda na dosede2.000mg/kg.

Controle EHA-Lr
Peso inicial (g) 25,1 +1,58 24,7+1,81
Peso final (g) 36,0 £1,08 34,4+2,67
Consumo de agua por animal (mL) 10,67 £ 0,95 11, 20*+ 0,74*
Consumo de alimento por animal (g) 569+041 6,49* + 0,18*

*p<0,05. Significativos apos andlise de variancia (ANOVA) de duas vias seguido pelo teste de Bonferroni com intervalo de

confianca de 95%, quando comparados ao grupo controle.

Tabela 4. Peso absoluto dos 6rgdos dos grupos controle e tratado com extrato hidroalcodlico das folhas de Laguncularia racemosa

na toxicidade aguda na dose de2.000 mg/kg.

Grupo indice dos 6rgéos
Pulmao Ovario Cérebro Coracao Rim Figado Baco Estémago
Controle 9,70+0,46 0,04£0,01 4,17+0,46 1,82+0,26 6,00£0,64 56,0040, 64 - 4 gé 10, 27+0,69
EHA-L.r 9,04+0,37 0,03+0,01 4,09+0,33 1,58+0,42 6,27+0,69 53,15+5,86 +0 ;’530 10,01+0,47

*p<0,05. Significativos apds andlise de variancia (ANOVA) de duas vias seguido pelo teste de Bonferroni com intervalo de
confianca de 95%, quando comparados ao grupo controle.
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Os parametros hematoldgicos e bioquimicos permaneceram na faixa normal,
sem diferenca estatistica significativa entre os camundongos dos grupos tratados
como AHA-Lr e ndo tratados (Tabelas 3 e 4). Nao existem estudos anteriores que
demonstrassem o perfil toxicolégico de algum extrato obtido de L. racemosa
literatura, entretanto existem estudos que avaliaram o perfil toxicolégico de outras
combretdceas. Um estudo realizado por Jayesh et al. (2017), demonstrou baixa
toxicidade para o extrato de Terminalia bellirica (Gaertn.). Enquanto isso, uma
revisdo sobre a toxicidade de Terminalia sericea Burch. ex DC. evidenciou que
alguns compostos e extratos dessa planta apresentavam toxicidade moderada
(MONGALDO et al., 2016).

Tabela 5. Parametros hematologicos dos grupos controle e tratado com extrato

hidroalcoolico de Laguncularia racemosa na toxicidade aguda na dose de 2.000

mg/kg.
Parametro ,
L Controle Laguncularia racemosa
hematoldgico
Hemacias(mm?) 5, 22+0,33 5,74+0,41
Hemoglobina(g/dL™?) 15,34+0,03 14,6+0,05
Hematdcrito(%) 48+1,31 44+1,46
VCM(fL) 45,5+0,05 44, 2+0,07
HCM(pQg) 16,54+0,07 15,39+0,01
CHCM(%) 35,67+0,32 34,9310, 28
Plaquetas(mm?) 162,080, 26 148,680, 21
Leucdcitos totais (mm?3)
. 6,00+0,48 4,50+0, 29
Neutrofilos
40 45
tados(%
segmentados(%o) o1 04
Eosinofilos(%) 57 50
Linfocitos(%) 02 01

Mondcitos(%)

*p<0,05. Significativos apdés analise de variancia (ANOVA) de duas vias
seguido pelo teste de Bonferroni com intervalo de confianca de95%, quando

comparados ao grupo controle.
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Tabela 6. Pardametros bioquimicos dos grupos controle e tratado com extrato
hidroalcodlico de Laguncularia racemosa na toxicidade aguda na dose de
2.000mg/kg.

Parametros Controle Laguncularia racemosa
Ureia(mg/dL) 49,4+9,73 57,4+7,33
Creatinina(mg/dL) 0,41+0,03 0,38%0,06
TGO(UIL) 184,8+63,3 186,4+24,6
TGP(UIL) 45,5+9,50 46, 2+23,6
F.Alcalina(U/L) 130,4+36,7 138,3+30,1
P.Total(g/dL) 5,67+1,12 4,93+0,52
Albumina(g/dL) 3,080, 26 2,6840, 21
Glicose(mg/dL) 101,3+10,8 97,519, 29

*p<0,05. Significativos ap0s analise de variancia (ANOVA) de duas vias
seguido pelo teste de Bonferroni com intervalo de confianca de 95%, quando
comparados ao grupo controle.

Nesse contexto, Kpemissi e colaboradores (2020) avaliaram a toxicidade do
extrato hidroalcoolico de Combretum micranthum verificaram que durante o ensaio
de toxicidade aguda, nenhuma mortalidade ou efeitos adversos foram observados
na dose de 5.000 mg/kg. Daram et al. (2021) avaliando o extrato etandlico de
Terminalia catappa,verificaram que durante os 14 dias de observacdo, nenhum
sintoma adverso foi encontrado sem qualquer mortalidade para a dose maxima
administrada durante o estudo (4.000 mg/kg). Resultados semelhantes foram obtidos
por Viegas et al. (2018) que avaliando o extrato hidroetandlico de Terminalia
argentea Mart. Folhas verificaram que as doses de 1000 e 2000 mg/kg néao
alteraram o ganho de peso dos camundongos no periodo de 14 dias nem alterou o
peso relativo dos 0Orgdos analisados. Nao foram observadas alteracdes
macroscopicas nos 6rgaos analisados.

Para tanto, Jayesh et al. (2017), demonstrou baixa toxicidade para o extrato de
Terminalia bellirica (Gaertn.). Enquanto isso, uma revisdo sobre a toxicidade de
Terminalia sericea Burch. ex DC. evidenciou que alguns compostos e extratos dessa
planta apresentavam toxicidade moderada (MONGALO et al., 2016).Alem disso, o0s

estudos citados mostram que os extratos avaliados nao foram capazes de promover
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alteracbes nos parametros bioquimicos e hematoldgicos de diferentes animais.
Esses achados reforcam assim a importdncia de pesquisas farmacoldgicas em
representantes desta familia.

5.4 EDEMA DE PATA INDUZIDO POR CARRAGENINA

Os animais que que receberam a inje¢cdo na regiao intraplantar de carragenina
demonstraram a inducdo do edema, que foi evidenciado pelo aumento do volume
das patas que receberam o estimulo sendo analisadas em diferentes intervalos de
tempo. O grupo de animais pré-tratados apenas com o veiculo (dgua) apresentara
edema extremamente significativo quando o mesmo foi comparado com a
indometacina e com todas as doses do extrato EHA-Lr em todos os tempos
correspondentes. O extrato AHE-Lr em todas as doses testadas demostrou-se
eficiente na reducdo do edema provocado pela carragenina em todos o0s tempos

observados.

Figura 6. Efeito do extrato de EHA-Lr (50, 100 e 200mg/kg, v.0) e indometacina

(10mg/kg, v.0) na formacao de edema de pata em ratos.
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Média + Desvio Padrao; *p<0,05. Significativo apds andlise de variancia de duas vias
(ANOVA) seguida por teste de Bonferroni com intervalo de confianca de 95%

guando comparado ao grupo controle. Fonte: Autoria Prépria, 2022
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Neste modelo de edema de pata realizado em camundongos o extrato EHA-Lr
reduziu de maneira significativa o volume do edema demonstrando inclusive uma
inibicdo superior quando comparado a indometacina.

O edema de pata induzido por carragenina em ratos esta associado com a
sintese de mediadores envolvidos com o processo inflamatorio (FARCA et al., 2001;
HAMAD et al., 2019; SHARMA et al., 2020). Dentre estes podemos destacar alguns
mais relevantes a exemplo da: histamina, serotonina, bradicinina, 6xido nitrico e
prostaglandinas, cuja liberacdo é intimamente relacionada com o processo de
guimiotaxia de células em especial de leucdcitos para os sitios inflamatérios (FARCA
et al., 2001; HAJARE et al., 2001)

Embora o modelo de edema de pata induzido por carrageninas e jamais
resistente em camundongos, esse agente flogistico também € capaz de induzir a
formacdo de edema. Estudos comprovam que a albumina em camundongos
demonstra-se extravasada por um periodo superior a 24h apoés a sua estimulacdo. O
edema de pata realizado em camundongos pode ser descrito através de duas fases
bem distintas caracterizadas da seguinte forma: a 1° fase correspondente da (0—24h)
ap6s o estimulo inflamatério, e a 2° fase (posterioras24h). No periodo inicial
correspondente a 1° fase ocorre um predominio de neutrofilos,eles por sua vez
apresentam a capacidade de liberacdo de agentes inflamatorios como a histamina,
bradicinina,serotonina e prostaglandinas (HENRIQUES et al.,1987).0 mecanismo
pelo qual ocorre a inibicdo da formacdo de edema encontra-se atrelado de forma
direta a sintese das PGs, sendo compativel ao da acdo gerada pelos farmacos
classificados como anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINEsS) onde a via da
cicloxigenases (COX’'s) sdo inibidas culminando na ndo formacéo das PG's (WUet
al., 2013).

Extratos hidroalc6olicos de diferentes espécies pertencentes aamilia
Combretaceae. Sharma et al. (2020) verificaram que a utilizacdo do extrato etandlico
da casca do caule de Anogeissus latifolia impediram o aumento do volume da pata
em ambos 0s modelos in vivo com porcentagem de inibicdo de 44,40 e 46, 21,
respectivamente as 5 horas. Para tanto, Hamad e colaboradores (2019) verificaram
que o extrato etanolico de Combretum aculeatum Vent numa concentragdo de 400
mg/kg diminuiu 0 edema de pata (aumento de apenas 32+1,9% no peso da pata

apos 4 horas) em comparacdo com a indometacina (28,6+2,5%). Resultados


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/indometacin
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semelhantes aos do atual estudo (Figura 6), foram obtidos por Siraj et al. (2021)
avaliando o efeito anti-inflamatério do extrato etandlico de Terminalia myriocarpa em
ensaios de edema de pata verificaram que as doses de 250 e 500 mg/kg foram
capazes de reduzir o edema e apresentaram resultados promissores quando
comparado a carragenina. Esses resultados mostram que, os extratos obtidos das
diferentes espécies pertencentes a familia Combretaceae apresentam capacidade

de diminuir o edema de pata em diferentes animais.

5.5 INFLAMACAO PULMONAR AGUDA INDUZIDA POR LPS

O extrato EHA-Lr demonstrou ser capaz de reduzir de forma significativa a
migracao de leucocitos polimorfo nucleados no lavado bronco alveolar dos animais
submetidos a inflamagé&o pulmonar aguda induzida por LPS.

Segundo (LIANG et al., 2018) o LPS €& o principal ativador de células
inflamatorias, sendo responséavel ainda pela inducdo de neutrofilos e participacéo
ativa na producao e liberacdo de citocinas inflamatérias, afirmando que a reducéo
dessas citocinas inflamatorias exerce efeitos terapéuticos comprovados.

A reducédo da quantidade de leucocitos no exsudato inflamatério broncoalveolar
guando comparada com a dos valores encontrados nos grupos veiculo e do grupo
gue recebeu o farmaco de referéncia (dexametasona 0,5mg) sdo extremante
promissores.

Foi observado que a reducdo da migracdo leucocitaria no lavado
broncoalveolar no modelo de inflamacdo pulmonar aguda demonstrou-se
intimamente relacionada com a dose utilizada do extrato EHA-Lr pelo fato que

guanto maior a dose utilizada maior foi a reducdo no nimero de células observado.

Figura 7. Efeito do extrato EHA-Lr (50, 100 e 200 mg/kg, v.0) e dexametasona (0,5

vmg/kg,v.0) sobre a migracao leucocitaria na inflamacao pulmonar aguda.
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Para Gao et al. (2020), a pleurisia esta associada a inflamacéao pleural e ao
estresse oxidativo. A lesdo produzida nos pulmdes e a indugdo inflamatoria por
carragenina aumenta os niveis de exsudatos de células inflamatorias, vazamento de
proteinas e dos proprios mediadores pro-inflamatorios.

Resultados semelhantes aos apresentados na figura 7 foram obtidos por
Moreira et al. (2020), que verificaram que o tratamento com extrato de T. argentea
foi capaz de reduzir a producdo de proteinas totais apds estimulagcdo com LPS,
principalmente quando foi utilizada a concentracdo de 300 mg/kg, quando
comparada as demais concentracdes (5 e 60 mg /kg) ou veiculo. Além disso, de
acordo com a reducdo de proteinas totais no processo de pleurisia averiguado, 0
extrato vegetal na concentracdo mais alta (300 mg/kg), reduziu o numero de
neutrofilos e células mononucleares no mesmo local. Em menor grau, foi observada
uma reducédo no namero de neutrofilos em camundongos tratados com 5 e 60 mg/kg
do extrato vegetal, qguando comparados aqueles que receberam apenas o veiculo.

Outros estudos utilizando o mesmo modelo de pleurisia, como o de Silva-Balin
et al. (2018), demonstraram também atividade anti-inflamatoria em 300 mg/kg,
todavia, os autores utilizaram um extrato etanolico obtido do fruto de Bromelia
balansae. Segundo Shorkry e colaboradores (2022), a indu¢éo da inflamacéo aguda
in vivo por LPS fornece dados significativos para avaliacdo da atividade
farmacoldgica de extratos. O mesmo destaca que o0 extrato etandlico de Hera em
200mg/kg diminuiu especialmente os mediadores pro-inflamatérios e o estresse
oxidativos induzidos por LPS. Corroborando assim, com os achados deste estudo

(Figura 4), tendo em vista que o extrato de EHA-Lra 200mg/kg reduziu o nimero de



54

neutrdéfilos tdo quanto o seu tratamento com dexametasona.

Em outro estudo, Daram et al. (2021) avaliando o extrato etandlico de
Terminalia catappa verificaram que na concentracdo de 500 mg/kg foi capaz de
promover a diminuigcdo a contagem total de leucdcitos , a contagem de linfocitos e a
atividade da enzima mieloperoxidase. Para tanto, a contagem de granuldcitos foi
aumentada em quase todos os trés tratamentos e os dados da porcentagem da
atividade total de leucdcitos, granuldcitos e MPO. Assim, o potencial anti-inflamatoério
sem causar toxicidade aguda de extratos provenientes de plantas medicinais, como
as relatadas neste estudo, podem contribuir para novas aplicacdes farmacéuticas.

Desta forma, modelos murinos fornecem quadros adequados para o estudo da
atividade anti-inflamatoria de plantas medicinais, principalmente pela contagem da
migracao celular durante a um estimulo de um agente indutor de inflamacdo. Nesse
contexto, Talwar et al. (2021) verificaram que o extrato aquoso de Terminalia
paniculata Terminalia paniculata (400 mg/kg) também reduziu a migracdo de
leucdcitos induzida por carragenina (50,92 £ = 5, 24%) em exsudatos encontrados
devido ao estimulo com LPS. Esses resultados mostram que o extrato hidroalcoolico
de Laguncularia racemosa apresenta atividade anti-inflamatorio promissora para o

tratamento de inflamacdes pulmonares.

5.6 AVALIACAO DA CONCENTRACAO MINIMA INIBITORIA (CMI)

A Tabela 7 apresenta os resultados de atividade antibacteriana in vitro
promovida pelo extrato hidroalcéolico de Laguncularia racemosa frente a diferentes
cepas bacterianas Staphylococcus aureus (UFPEDA 02), Micrococcus luteus
(UFPEDA 100), Bacillus subtilis (UFPEDA 86), Pseudomonas aeruginosa (UFPEDA
416), Serratia marcencens (UFPEDA 352), Escherichia coli (UFPEDA 224) e
Enterococcus faecalis (UFPEDA 138).

Tabela 7. Determinacdo da concentracdo minima inibitéria do EHA-Lr frente as

cepas bacterianas testadas.

Eritro
EHA-L.r

Microrganismos micina
(mg/mL)

(mg/m



https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/leukocyte-count
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/lymphocyte-count
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/enzyme-activity
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/enzyme-activity
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/myeloperoxidase
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/granulocyte
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L)
Staphylococcus aureus (UFPEDA
0,6 7,5
02)

: 0,9
Micrococcus luteus (UFPEDA 100) 0,6 3
Bacillus subtilis (UFPEDA 86) 1,2 7,5
Pseudomonas aeruginosa NG 3,7

(UFPEDA 416) 5
_ 3,7

Serratia marcencens (UFPEDA 352) 0,6 .
_ : 3,7

Escherichia coli (UFPEDA 224) 1,2 .
Enterococcus faecalis (UFPEDA 0.3 3,7

138) ’ 5

Nd: Nao determinado das concentracfes avaliadas 0, 23 a 30mg/mL

Os resultados da atividade antibacteriana mostraram que o extrato EHA-Lr
demonstrou-se bastante eficaz na inibicdo do crescimento bacteriano com valores
consideravelmente satisfatérios, sendo capaz de inibir o crescimento da cepa
Micrococcus luteus (UFPEDA 100). Em relacdo as outras cepas apresentaram
resultado de moderada a baixo quando comparado ao controle eritromicina. Os
mecanismos de atividade antimicrobiana promovida por diferentes extratos ainda
nao estdo bem elucidados, entretanto, sabe-se que o0s compostos fendlicos séo
responsaveis pela atividade in vitro (Puupponen-Pimia et al. 2001; Gomes et al.
2022).

Philoméne Kokora (2013) verificou que os extratos etandlico e aquoso de
Terminalia mantaly H. Perrier (Combretaceae) apresentam atividade inibitéria em
todas as cepas testadas (Escherichia coli e Staphylococcus aureus). Os diametros
inibitérios variam entre 7,66 mm e 35 mm. As concentracdes inibitérias minimas
(CIM) dos extratos variaram de 0,78 mg/mL e 2,5 mg/mL. Os extratos etandlicos
inibem o crescimento de bactérias em concentragbes mais baixas que 0s extratos
aquosos.

Kuet et al. (2010) ao avaliar as atividades antimicrobiana e antifungica de uma
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espécie da mesma familia constatou que individuos pertencentes a familia
Combretaceae apresentam excelentes valores de concentracdo inibitéria minima
para cepas bacterianas como: Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e
Escherichia coli.

Para Anokwuru et al. (2021) avaliando o potencial antibacteriano de amplo
espectro de extratos metandlicos de espécies que representam quatro géneros de
Combretaceae (Combretum, Pteleopsis, Quisqualis, Terminalia Combretum
Pteleopsis, Quisqualis, Terminalia). Verificaram que estes foram mais ativos frente a
cepas de Bacillus cereus e Salmonella typhimurium, com valores médios de CIM de
0,70 mg/mL, 0,52 mg/mL e 0,45 mg/mL, respectivamente. esses achando mostram
gue o extrato hidroalcéolico de Laguncularia racemosa apresenta atividade anti-

inflamatorio promissora para o tratamento de inflamagdes bacterianas.


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/combretum
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/terminalia
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6. Conclusodes
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6. CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos neste estudo conclui-se que o extrato
hidroalcéolico das folhas de L. racemosa:

Apresentou um rendimento de 12,7 % da qual foi possivel determinar as
concentragdes de fendlicos, flavonoides, flavonois e tatninos totais.

Mostrou atividade antimicrobiana frente as cepasde: Staphylococcus aureus,
Micrococcus luteus,Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Serratia marcencens,
Escherichia coli e Enterococcus faecalis, com percentual de concentracao inibitoria
minima dentro dos padrdes desejados e preconizados pelo NCCLS (2003).

Apresenta baixissima toxicidade na dose testada (2.000mg/kg) demostrando
pequenas alteracdes a nivel do perfil hipocratico e quanto ao consumo de agua e
racdo quando comparados 0s grupos controle e tratados, ndo houveram alteragdes
em relacdo a nenhum dos parametros bioquimicos e hematologico analisados das
amostras de sangue dos grupos tratados em relacdo ao grupo controle, sendo entéao
uma alternativa segura a ser explorada frente as diversas atividades biolégicas em
especial a investigacao anti-inflamatoéria e antimicrobiana e antitumoral.

Apresentaram efeito antiquimiotaxico significativo, inibindo a migracéo
leucocitaria em direcdo ao fator quimioatrativo, tanto no modelo edema de pata
guanto no modelo de migracéo leucocitaria na inflamacéo pulmonar aguda, em todos

0s tempos analisados.
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Abstract— This study aimed to evaluate the antioxidant, anti-
inflammatory, antimicrobial and toxicity potential of the hydroalcoholic
extract of the leaves of L. racemosa (EHALr) a mangrove plant. The
results showed that the extract was able to promote moderate antioxidant
activity. In acute toxicity assays, EHA-Lr showed low toxicity, with no
significant changes in animal and organ weights and in biochemical and
hematological parameters. In the evaluation of anti-inflammatory activity,
the 200 mg/kg dose of EHA-Lr was most effective in reducing leukocyte
migration in the paw edema model and in the LPS-induced acute lung
infl tion model the 50 mg/kg dose was most effective in reducing

extract, biological activities, antimicrobials

plantar volume. The antimicrobial potential of the hydroalcoholic extract
was observed against Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus,
Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Serratia marcencens,
Escherichia coli and Enterococcus faecalis strains, proving to be effective.
However, the extract was most active against the Micrococcus luteus
strain (0.93mg/mL). The hydroalcoholic extract of L. racemosa leaves
showed anti-inflammatory and antimicrobial activities, with low toxicity,
which makes it a strong promise to be applied or combined in clinical
therapy.

L INTRODUCTION

Medicinal plants have been used to combat
different diseases since the earliest records of human
civilization. According to the World Health Organization
(WHO), approximately 80% of the population in
developing countries face difficulties in acquiring synthetic
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medicines and use traditional medicines, especially those of
plant origin, to meet their basic health needs (SULTANA et
al. 2015).

Through the development of research in the field
of natural products, several biological activities have been
systematically and widely studied using botanical material

Page | 1

68



Dias et al. International Journal of Advanced Engineering Research and Science, 9(9)-2022

as the main raw material, such as antimicrobial, anti-
inflammatory, antioxidant, gastroprotective, anxiolytic and,
more recently, antineoplastic (RTIBI et al. 2015; AL-
ANSARIetat. 2019; SHARMA et al. 2017; GONULALAN
et al. 2019; SIEW et al. 2019). In this intention, several
botanical families have been studied seeking the
determination of medicinal properties or aiming at the
prospection of bioactive compounds. In Brazil, plants from
practically all ecosystems are studied, from the Amazon,
Atlantic Forest and Caatinga to the Mangrove, which is still
little explored (LIPORACCI, 2014; BARTZ et al. 2015).

Four species occur in Brazilian mangroves
(Rhizophora mangle L. - Rhizophoraceae, Avicennia
schaeuriana Stapf & Leechm. ex Moldenke and Avicennia
germinans (L.) Stearn - Acanthaceae, and Laguncularia
racemosa (L.) C. F. Gaertn. - Combretaceae). The latter is
popularly known as mangrove. It is of global range, with
greater presence in North and South America, and overall,
plays great importance for the ecosystem where it inhabits
(SILVA, 2012; NETO et al. 2015). In this sense,
Laguncularia racemosa (L) C. F. Gaertn has been the target
of several studies involving its interaction in the mangrove
ecosystem, in terms of pollution monitoring and in
interaction studies with some microorganisms, however,
pharmacological and phytochemical studies with this
species are scarce (DE FREITAS GUEDES et al. 2018;
REINERT et al. 2016; SODRE et al. 2013).

Some pharmacological studies indicate that L.
racemosa has potential molluscicidal activity (MENDES et
al. 2018), antioxidant activity (XUE et al, 2008) and
inhibition of PLA2 and other pathways of the inflammation
cascade (PINHO et al, 2014). And a phytochemical study
revealed in this plant the presence of some compounds, such
as tannins and flavonoids, with possible antioxidant activity
and protein kinase inhibitors (PINHO, 2014).The literature
shows that other species representing the Combretaceae
family showed antimicrobial, antioxidant and anticancer
activities, a fact that reveals a huge potential for further
investigation of L. racemosa, considering that
chemotaxonomic factors determine that species of the same
family may possess similarities in phytochemical
constitution and, consequently, biological activities
(RAJABPOUR et al, 2019; SANTOS et al. 2018 SIMOES
etal. 2017; KATERERE et al. 2012).

In view of these possible biological activities and
facing the high cost, therapeutic limitations and side effects
evidenced with the drugs currently employed for the
treatment of pathologies. The present study proposes an
evaluation of the antioxidant, toxicity, anti-inflammatory
and antimicrobial activities of the hydroalcoholic extract of
L. racemosa.

www.ijaers.com

Yield (%)= (

1L MATERIALAND METHODS
Reagents

Ethanol 100% (Vetec), methanol (Merck) heparin
sodium 5.000 IU/mL (Cristalia), evans blue (Sigma),
HEMSTAB EDTA 15 g/dL (Labtest), ketamine
hydrochloride  (Vetbrands), xylazine hydrochloride
(Vetbrands); Griess reagent (Sigma), iodized alcohol, 70%
alcohol, 9% saline, PBS (Phosphate Buffered Saline),
carragenina e LPS  (lipopolissacarideo  bacteriano)
indometacina, NaCl Mueller-Hinton (HIMEDIA®)
resazurina  dexametasona  Broth  Heart  Infusion
(HIMEDIA®), Folin-Ciocalteu (Merck) carbonato de sodio
(Merck), dcido ascérbico (Merck), 2,2-Diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH) (Merck), 2,2°- azinobis(3-
etilbenzotiazolina-6-dcido sulfonico) (ABTS) (Merck),
butylated  hydroxytoluene (Merck), cloreto de
aluminio(Merck), acetato de sédio (Merck).

Collecting plant material and obtaining extract from the
leaves Laguncularia racemosa

The leaves of the species L. racemosa were
collected in the mangrove of Tamandaré (8° 44’ 54" South,
35°6' 14" West), southern coast of the State of Pernambuco,
identified and deposited in the Herbarium UFP- Geraldo
Mariz, located in the center of Biocéncias of the Federal
University of Pernambuco, with the accession number
Laguncularia racemosa (Combretaceae); Soares, C. (01)
UFP 83.203. Then, the plant material was dried in an oven
(Tecnal, TE-393/1) at 45 °C for 48 hours, then ground in a
knife mill (FRITSCH- Pulverisette 14) and sieved in a 80
mesh particle size range according to the methodology
proposed by Melo et al. (2022).

To obtain the hydroalcoholic extract, 50 g of the
plant material was used for 500 mL of ethanol/water
solution 70% (v/v), in which it was macerated at room
temperature for 48 hours, kept in amber glasses, under the
shelter of sunlight and with occasional agitation. After that,
this extractive material was filtered, concentrated in a rotary
evaporator, under reduced pressure, at a temperature of 40-
50°C and then lyophilized to obtain the hydroalcoholic
extract of Laguncularia racemosa dry leaves. The yield of
the extract was determined by Equation 1.

Mass of the extract obtained (g) (1)

*100%
Mass of leaves (g) ) =

Partial characterization of the hydroalcoholic extract by
UV/Visible spectroscopy

Determination of total phenolic content
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Total phenolic content was determined according to Nerys
et al. (2022) and Royani et al. (2022) with modifications.
For this, 1 mL of extract at the concentration of 1000 pg/mL
was added to 1 mL of Folin-Ciocalteu reagent (1/10 v/v) and
allowed to react for 1 minute. Subsequently, 2 mL of sodium
carbonate (2% w/v) was added to the system (extract +
reagent), homogenized in vortex and incubated for 2 hours
in the absence of light under ambient conditions (25°C). The
samples were analyzed at a wavelength of 765 nm in a UV-
vis spectrophotometer (Hewlett-Packard, model 8453).

The equipment blank was formed under the same conditions
as the sample, using distilled water instead of the extract.
After incubation, the total phenolic content of the extract
was calculated using a curve prepared with standard gallic
acid at different concentrations (3.12 -500 ug/mL). The total
phenolic content was expressed as mg GAE (gallic acid
equivalent) per g extract. The tests were performed in
triplicate.

Determination of total flavonoid content

The assay for determination of total flavonoid content was
performed according to the methodology proposed by
Nerys et al. (2022) and Royani et al. (2022) with few
modifications. The extract was diluted in 70% ethanol at a
concentration of 1000 pg/mL. In a 10 mL volumetric flask,
1.0 mL of the extract solution, 1.0 mL of the 2% ethanol-
aluminum chloride reagent was added and the volume was
made up with ethanol. The absorbances were determined
after 30 min at 425 nm in a spectrophotometer (Hewlett-
Packard, model 8453). The equipment blank was formed
under the same conditions as the sample, using water
instead of the extract. After incubation, the total flavonoid
content present in the extract was calculated using a curve
with the quercetin standard at different concentrations (3.12
-500 pg/mL). The total flavonoid content was expressed as
mg QE (quercetin equivalent) per g extract. The tests were
performed in triplicate.

Determination of total flavonols content

The content of total flavonols in the hydroalcoholic extract
was previously determined by Nerys et al. (2022) with
modifications. The extract was diluted in 70% ethanol at a
concentration of 1000 pg/mL. The assay consisted of 2 mL
of extract, 2 mL of AICI 3 (2%)/ethanol, and 3 mL of sodium
acetate (50 g/L). The mixture was stirred and incubated for
2.5 h at 20°C. After this period, the absorbances were
determined at 440 nm in a spectrophotometer (Hewlett-
Packard, model 8453). The equipment blank was formed in
the same proportions as the sample, using water instead of
the extract. After incubation, the total flavonol content
present in the extract was calculated using a quercetin curve
at different concentrations (3.12 -500 pg/mL). The total
flavonol content was expressed as mg QE (quercetin
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equivalent) per g extract. The tests were performed in
triplicate.

Determination of total tannin content

The total tannin content in the hydroalcoholic extract
was previously determined by Nerys et al. (2022) and
Maobe et al. (2022) with modifications. The extract was
diluted in 70% ethanol at a concentration of 1000 pg/mL.
The assay consisted of 2 mL extract, 3 mL distilled water,
0.5 mL Folin-ciocalteu reagent. The system was reacted for
3 min. After this period, 1.5 mL of 17% sodium carbonate
(Na2CO03) and 3 mL of distilled water were added, totaling
10 mL. The samples were homogenized and incubated in
the dark for 2 hours. After this period, the absorbance of the
samples was determined by a UV/Vis spectrophotometer
(Hewlett-Packard, model 8453) at a wavelength of 725 nm.
The equipment blank was formed in the same proportions
as the sample, using water instead of the extract. After
incubation, the total tannin. The content present in the
extract was calculated using a curve using standard tannic
acid prepared with standard quercetin at different
concentrations (3.12 -500 pg/mL). The tannin content was
expressed as mg TAE (tannic acid equivalent) per g extract.
The tests were performed in triplicate.

In vitro antioxidant activity

The DPPH free radical scavenging activity was determined
by the method described by Ita et al. (2022) and Nerys et al.
(2022) with minor modifications. For the DPPH assay, 0.70
mL of sample or standard (ascorbic acid or BHT) extract
with varying concentrations (0 to 1000pg/mL) were added
to the same volume of DPPH methanolic solution (100 uM).
The mixtures were shaken vigorously and left to incubate
for 20 minutes in the dark at room temperature. A decrease
in absorbance was measured at 515 nm against a methanol
blank without DPPH wusing a Hewlett-Packard
spectrophotometer, model 8453. The absorbance measured
for the control solution was in the range of 0.75 £ 0.01. The
percentage of DPPH discoloration inhibition was calculated
using Equation 2.

ABS control-ABS sample

ABS control

Control ABS: is the absorbance of the control; sample ABS:
absorbance of the samples at different concentrations.

2)

[DPPH] (%)=( )xloo

ABTS method

ABTS radical scavenging activity was determined
according to the method described by Ita et al. (2022) and
Nerys et al. (2022) with some modifications. The ABTS +
stock solution was produced by reacting the aqueous ABTS
solution (7 mM) with 2.45 mM potassium persulfate
aqueous solution in equal amounts and allowed to react for
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12-16 h at room temperature in the dark. Then, 1 mL of
ABTS + solution was mixed with 0.50 mL of the extract at
different concentrations (0 to 1000pug/mL). The mixture was
then incubated at room temperature for exactly 10 min in
the dark. The control was prepared by mixing 1 mL of
ABTS+solution with 0.50 mL of double-distilled water. The
absorbance measured for the control solution was in the
range of 0.38 + 0.04. The percent elimination activity results
were calculated as % inhibition using Equation 2. The
experimental standards were ascorbic acid and BHT at the
same concentrations as the extract. All experiments were
performed in triplicate.

Determination of ECso

The amount of antioxidant required to decrease the initial
concentration of DPPH or ABTS by 50%, called ECso, was
determined from a non-linear fit, obtained graphically by
plotting the concentration of the samples against the
antioxidant capacity. Where, the higher the consumption of
DPPH or ABTS by a sample, the lower its ECs and the
higher its antioxidant activity.

Experimental animals

For the biological activity studies, 40 adult male Swiss
albino mice (Mus musculus) weighing between 25 and 35g
- from the bioterium of the Antibiotics Department of the
Federal University of Pernambuco - were used. In addition,
48 albino Mus musculus mice of the Balb/c strain were used
(6 to 8 weeks old), which were bred and maintained in the
Keizo Asami Laboratory of Immunopathology (LIKA), also
located in the Federal University of Pernambuco.

The animals were housed in polyethylene cages with

stainless steel bars. They had free access to water andRelative woighit {

balanced feed (Labina/Presence), and were kept in an
environment with a temperature of 22 + 2°C and controlled
light providing a 12-hour light-dark cycle. All animals were
submitted to fasting, with the withdrawal of the feed about
4 hours before the beginning of the experiment. However,
during the experiment, the animals had free access to
drinking water. The animals were kept according to the
international guidelines of the Council for Experimental
Laboratory Animals Council for Experimental Laboratory
Animals (ICLAS).

Ethical Procedures

All experiments were performed according to the standards
established by the Brazilian Society of Animal Science
(SBCAL) and the standards established by the National
Institute of Health Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals. This work was approved by the Ethics Committee
on the Use of Animals of the Federal University of
Pernambuco (CEUA-UFPE), under protocol number
23076.030374/2018-85. In addition, it is in accordance with
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current regulations in Brazil, especially Law 9.605 - art. 32
and decree 3.179 - art. 17, of 21/09/1999, which deals with
the issue of animal use for scientific purposes.

Acute Toxicity Evaluation

The methodology recommended by the Organization for
Economic Cooperation and Development Guideline 423
(OECD, 2001) was used for acute toxicology evaluation.
Female mice (60 days old) were randomly assigned to two
groups of three animals. A single dose was administered
orally to the groups of test animals. The control group (n=3)
received the vehicle water, the treated group (n=3) received
the crude hydroalcoholic extract (EHA-Lr) at a dose of
2,000mg/kg.

The animals were observed for the first two hours and then
every 24 hours daily for 14 days after administration of the
extract. The evaluation was performed by the hypocratic
screening method, in addition, weight, water and feed
consumption were evaluated daily. On the 14th day, the
animals were anesthetized with ketamine and xylazine (2:1;
v/v) intraperitoneally to collect blood by cardiac puncture
and perform hematological and biochemical tests. The liver,
kidneys, spleen, brain, ovaries, lung, heart, and stomach
were collected for micro and macroscopic analysis as well
as to determine the relative weight of the organs.

Afterwards the whole experiment was repeated under the
same initial conditions to confirm the results obtained. The
results were analyzed and all parameters were evaluated in
the same way and expressed as means between the groups.
The relative weight of the organs was determined by
Equation 3.

(y —
U (Animal weight (g)

Anti-inflammatory activity

For the evaluation of the anti-inflammatory activity of the
hydroalcoholic extract, the carrageenan-induced paw edema
technique (Carrageenan-induced paw edema test) and LPS
(bacterial lipopolysaccharide) described by Winter et al.
(1962), Henriques et al, (1987) Hamad et al. (2019), Siraj et
al. (2021) with modifications. Thus, the animals were
divided into 5 groups containing one (n=8) animal per
group, the groups generally received the substances orally,
the groups treated with hydroalcoholic extract (EHA-Lr) at
doses of 50, 100 and 200mg/kg. one. The standard used was
indomethacin (non-steroidal anti-inflammatory drug) at a
dose of 10 mg/kg. The negative control group received only
water. One hour after treatment, inflammation was induced
by an intra-plantar (i.pl.) injection of 50 pL of carrageenan
(1%) in the right hind leg. The other leg of the animal was
also analyzed for volume and compared to the paws that
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received the carrageenan. The paw volumes were measured
before induction by the flogging agent and after induction
at 0.5, 1, 2, 3, 4, 5, and 6 hours after carrageenan. The
volume of edema, in milliliters (mL), was recorded using a
plethysmometer (Ugo Basile, Italy). The animal's hind paw
was submerged up to the tibio-tarsal junction in the reading
chamber of the device. The volume of fluid displacement
was digitally recorded and corresponded to the volume of
the paw. The results were expressed as the difference in
volume (mL) between the foot that received carrageenan
and the contralateral paw that did not receive carrageenan.

LPS-induced acute lung inflammation

Forty-eight female Balb/c mice were divided into six groups
of (n=8) animals: control group with saline solution (NaCl
0.9%); LPS group; LPS + dexamethasone group (0.5
mg/kg), LPS + hydroalcoholic extract of L. racemosa
groups (50, 100 and 200 mg/kg). The animals received
saline, dexamethasone or the extract, by gavage, and after 1
hour were challenged with 25 pL of lipopolysaccharide
(LPS 1 mg/mL saline) by intranasal instillation. Twenty-
four hours after LPS challenge, the animals were euthanized
by anesthetic overdose (ketamine 300mg/kg + xylazine
30mg/kg) and bronchoalveolar lavage was collected for
leukocyte migration analysis. Following the protocols
described by Lee et al. (2016), Daram et al. (2021) and
Talwar et al. (2021) respectively.

Bacterial strains and inoculum preparation

The strains tested included the species Staphylococcus
aureus (UFPEDA 02), Micrococcus luteus (UFPEDA 100),
Bacillus subtilis (UFPEDA 86), Pseudomonas aeruginosa
(UFPEDA 416), Serratia marcencens (UFPEDA 352),
Escherichia coli (UFPEDA 224) and Enterococcus faecalis
(UFPEDA 138) from the microorganism collection of the
Antibiotic Department of the Federal University of
Pernambuco. To prepare the inoculum, the bacteria were
cultured in Broth Heart Infusion (HIMEDIA®) plus 5%
defibrinated sheep blood (Sigma) at 35°C for 24-48 hours.
After incubation, the obtained colonies were suspended in
sterile 0.9% NaCl solution and adjusted according to
McFarland 0.5, corresponding to a concentration of 1.5 x
108 colony forming units CFU/mL (Stoppa et al. 2009).

In vitro antimicrobial activity

The antibacterial activity of the hydroalcoholic extract of L.
racemosa was quantitatively evaluated by the broth
microdilution technique (CLSI, 2021). All samples were
tested in triplicate and Erythromycin was used as an
evaluation parameter, as a positive control and
dimethylsulfoxide (DMSO) 5%, as a negative control. In the
technique used, 100 upL of Mueller-Hinton broth
(HIMEDIA®) was pipetted into each well of the microtiter
plate. Then, 100 pL of the stock solution of the

www.ijaers.com

hydroalcoholic extract was added to the first well, with
subsequent homogenization, followed by serial dilutions to
obtain the 8 final concentrations for the hydroalcoholic
extract (0.23 to 30 mg/mL). Then, the plates were incubated
for 24 hours to determine the Minimum Inhibitory
Concentration (MIC). After incubation, the plates were
read, using the bacterial growth developer resazurin (0.01
mg/mL) was added to all wells, followed by incubation for
1 hour and subsequent reading of the plates (Cortinhas et al.
2013). The minimum inhibitory concentrations were
considered those capable of inhibiting the growth of the
microorganism in 90% of the bacterial isolates. The
experiments were performed in triplicate. The standard drug
used was streptomycin, under the same conditions as the
hydroalcoholic extract of L. racemosa.

Statistical analysis

The carrageenan-induced paw edema experiments were
statistically evaluated statistically evaluated by two-way
analysis of variance (ANOVA) followed by Bonferroni test
with 95% confidence interval, using Graph Pad prism 5.0
software. Values of "p" less than 0.05 (p<0.05) were
considered as indicative of significance. The others
experiments were statistically evaluated by one-way
analysis of variance (ANOVA), followed by the Newman-
Keuls test with a 99% confidence interval, using Graph Pad
Prism 7.0 software. P-values less than 0.01 (p<0.01) were
considered indicative of significance as indicative of
significance. In parallel, the antimicrobial activity (MIC)
data obtained were plotted using Microsoft Excel® version
2010.

IIL RESULTS AND DISCUSSION
Yield of obtaining the hydroalcoholic extract and partial
characterization by UV/Visible spectroscopy

The yield of the hydroalcoholic extract obtained
from the leaves of L. racemosa was 12.7% a value close to
that obtained by Soares (2018) who evaluating the same
extract obtained a yield of 10.47%. Knowing the
constituents of the hydroalcoholic extract of L. racemosa is
an important step for possible applications. In table 1
presents the total contents of phenols, flavonoids, flavonols,
and tannins respectively.
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Table 1. Content of phenolics, flavonoids , flavonols and
tannic acid determined by UV/Vis spectroscopy present in
the hydroalcoholic extract.

. Hydroalcoholic
Constituents
Extract
Total Phenolic Content (mg
4454+ 0,1
EGA/g extract)
Total Fl id Content
otal Flavonoid Content (mg 2472409
EQ/g extract)
Total Flavonols content (mg 15574 1.9

EQ/g extract)

Tannin content (mg ETA/g 347408
extract)

Average + standard deviation. EAG: gallic acid equivalent .
EQ: quercetin equivalent . ETA: tannic acid equivalent.

Few works are reported in the literature performing
the characterization of the hydroalcoholic extract of L.
racemosa. Among these are those performed by Soares
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(2018) who verified the presence of total phenols, tannins,
flavonoids and coumarins and quantitatively presented total
phenols and tannins content of 128.24 + 2.6 and 113 +0.43
mg EAT/g, respectively, of flavonoids 85.75 + 7.19 mg
ER/g and coumarins 226.36 + 8.7 mgEC/g. In addition,
Rodrigues et al. (2015), Mendes et al. (2018) and Costa et
al. (2021) identified different phenolic compounds present
in L. racemosa extract.

In vitro antioxidant activity

Extracts of different plants are described in the
literature as good antioxidant agents. In many cases this
activity is directly related to the presence phenolic
constituents present (Wang et al. 2021; Xu et al. 2021).
Phenolic compounds act as radical scavengers and
sometimes as metal chelators, acting at both the initiation
and propagation stages of the oxidative process Wang et al.
2021). Figure 1 shows the antioxidant activity curves
promoted by hydroalcoholic extract of L. racemosa at
different concentrations for DPPH (A) and ABTS (B)
assays respectively.

—&— Extrato L
—o— Acido Ascorbico B
—A—BHT

T T T T T T T T

0 125 250 375 500 625 750 875 1000

Conncentracao (pg/mL)

Fig.1. Antioxidant activity promoted by hydroalcoholic extract of L. racemosa by in vitro DPPH (A) and ABTS (B) methods
at different concentrations compared to ascorbic acid and butylated hydroxytoluene (BHT) standards, respectively.

The results presented in Figure 1 show that the
extract promotes increased antioxidant activity with
increasing concentration for both activity assays. Similar
profile were obtained by Ahmed et al. (2014), Kaneria et al.
(2018) and Bui et al. (2021) evaluating different extracts of
plants belonging to the Combretaceae family. Through the
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obtained curves it was possible to determine the EC50
values (concentration capable of capturing radicals by 50%)
for the extract for each of the assays. Table 2 shows the
EC50 values for the extract and for the standards ascorbic
acid and butylated hydroxytoluene (BHT).
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Table 2. EC50 results for L. racemosa hydroalcoholic extract and for ascorbic acid and butylated hydroxytoluene (BHT)
standards against DPPH and ABTS assays

Samples DPPH ABTS ECso (ug/mL)
ECso (ug/mL)

L. racemosa extract 41,90 + 3,15 21,78 +0,5

Ascorbic Acid 18,9704 524 +0,1

Butylated Hydroxytoluene (BHT) 7,75+0,1 13,37+ 0,01

Average + Standard Deviation

The results presented in Table 2 show that the
hydroalcoholic extract presented lower results when
compared to the evaluated standards. This fact indicates that
the extract presents moderate antioxidant activity in vitro.
Moreover, it showed better results for the ABTS radical
scavenging assays when compared to the DPPH assay.

This better result may be related to the versatility of the
ABTS radical scavenging method when compared to the
DPPH radical scavenging assay, since the latter shows better
results when the molecules evaluated are polar, while the
ABTS assay evaluates polar and apolar compounds at the
same time (Floegel et al. 2011; Schaich et al. 2015).Similar
data to those expressed in Table 2 were found by Ibrahim and
collaborators (2022), of which their DPPH showed IC 50 of
50.3 pg/ml for mangrove ethyl acetate extract (MEE).

Similar results were obtained by Ahmed et al.
(2014) obtained mean EC 50 values of the extracts for DPPH
and ABTS antioxidant assays ranging from 0.21 - 12 pg/mL
(Combretum padoides), 0.25 - 16 pg/mL (Combretum
vendae), 0.33-9.41 pg/mL (Combretum woodii) and 4, 97-85
pg/mL (Combretum bracteosum), respectively, while the
mean EC 50 values for the positive controls ascorbic acid and
trolox were 1.28 - 1.51 and 1.02-1.19 pg/mL, respectively.
All crude extracts inhibited lipid peroxidation of linoleic acid
by more than 80% at the concentration of 64 pg/mL.

Awotunde et al. (2017) evaluating the Hydroethanol and
Saponin fractions from Terminalia schimperiana root found
that the polar hydroethanol fraction showed potent DPPH
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antioxidant activity with EC50 value of 19.36+ 0,436 pg/mL
and ABTS elimination activity with EC50 value of 0.9420 =
0.011 pg/mL, while the Saponin fraction has moderate
DPPH elimination activity with EC50 of 59.33 = 0.417
pg/mL and moderate ABTS elimination activity with EC50
value 0f2.273 + 0 pg/mL.

Sousa et al. (2021) performing different antioxidant
assays, found that the intermediate fraction of the stem bark
(28.5 £ 0.60 pg/mL) and the ethyl acetate fraction of the
leaves (40 + 0, 56 pg/mL) showed higher % inhibition of
DPPH free radical activity, while the intermediate stem bark
fraction (27.5 = 0.9 pg/mL) and the hydromethanol fraction
of the leaves (81 + 1.4 png/mL) demonstrated inhibition of the
ABTS free radical. These results show that the
hydroalcoholic extract of L. racemosa can be used as a
promising antioxidant agent.

Acute Toxicity Evaluation

The results of the toxicity assays showed that the
hydroalcoholic extract of L. racemosa was not able to
promote signs of toxicity and mortality within a period of 14
days after administration of the extract. The lethal dose, 50%
(LD50) of this extract was estimated to be above 2000
mg/kg. Furthermore, the results indicated no statistically
significant differences between control and extract treated
mice in the amount of food, weight, water consumed and the
relative weight of different organs (lung, ovary, brain, heart,
kidney, liver, spleen and stomach) as presented in Table 3.
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Table 3. Ponderal evolution, water and feed consumption, and relative weight of the organs of mice in the control group and

the group treated with hydroalcoholic extract of L. racemosa leaves at a dose of 2,000 mg/kg.

Parameters Control EHA-L.r
Initial weight (g) 25,1 +1,58 24,7 1,81
Final weight (g) 36,0 + 1,08 344 +2,67
Water consumption per animal (mL) 10,67 = 0,95 11,20%+ 0,74*
Feed consumption per animal (g) 5,69+041 6,49%+ 0,18%
Relative weight of organs (%) Control EHA-L.r
Lung 9,70 + 0,46 9,04 £ 0,37
Ovary 0,04 = 0,01 0,03 +0,01
Brain 4,17£046 4,09 +0,33
Heart 1,82 +0,26 1,58 £ 0,42
Kidney 6,00 + 064 6,27 + 0,69
Liver 56,00 = 064 53,15+5, 86
Spleen 6,27 + 0,69 7,30 £ 0,85
Stomach 10,27 = 0,69 10,01 £0,47

Mean + Standard Deviation; *p<0.05. Significant after two-way analysis of variance (ANOVA) followed by Bonferroni test
with 95% confidence interval when compared to the control group.

In addition to weight, water consumption, food consumption, and relative organ weight, the effects of the
hydroalcoholic extract of L. racemosa on biochemical and hematological parameters were analyzed. These results are presented

in Table 4.

Table 4. Biochemical and hematological parameters of the control and treated groups with hydroalcoholic extract of
Laguncularia racemosa in acute toxicity at a dose of 2,000 mg/kg.

Biochemical parameters Control EHA-L.r
ng/dL) 9,73 233

ine (mg/dL) 0,03 -0,06
J/L) +63,3 +24.6
/L) :9,50 23,6

e Phosphatase (U/L) + 36,7 + 30,1
Total (g/dL) <112 :0,52

n (g/dL) :0,26 :0,21

2 (mg/dL) +10,8 19,29
Hematological Parameters Control EHA-L.r
RBC (mm3) 10,33 :0,41
Hemoglobin (g/dL-1) +0,03 :0,05
Hematocrit (%) 31 46

MCV (fL) 0,05 10,07

www.ijaers.com

Page | 8

75



Dias et al. International Journal of Advanced Engineering Research and Science, 9(9)-2022
MCHC (pg) +0,07 +0,01
MCHC (%) +0,32 +0,28
Platelets (mm3) 3+£0,26 3+0,21
Total Leukocytes (mm3) 10,48 10,29
Segmented neutrophils (%) 40 45
Eosinophils (%) 01 04
Lymphocytes (%) 57 50
Monocytes (%) 02 01

Mean + Standard Deviation; *p<0.05. Significant after two-way analysis of variance (ANOVA) followed by Bonferroni test
with 95% confidence interval when compared to the control group.

Biochemical and hematological parameters
remained in the normal range, with no statistically
significant difference between the mice in the EHA-L.r
treated and untreated groups (Table 3).Non-significant
levels of toxicity of other hydroalcoholic extracts obtained
by different species of the Combretaceae family in animal
models have been described in the literature.

Kpemissi et al. (2020) evaluating the toxicity of the
hydroalcoholic extract of Combretum micranthum found
that during the acute toxicity assay, no mortality or adverse
effects were observed at the dose of 5,000 mg/kg. Daram et
al. (2021) evaluating the ethanolic extract of Terminalia
catappa, found that during the 14-day observation period,
no adverse symptoms were found without any mortality for
the maximum dose administered during the study (4,000
mg/kg). Similar results were obtained by Vllegas et al.
(2018) who evaluating the hydroethanolic extract of
Terminalia argentea Mart. Leaves found that the doses of
1000 and 2000 mg/kg did not alter the weight gain of mice
over the 14-day period nor did it alter the relative weight of
the organs analyzed. No macroscopic changes were
observed in the organs analyzed.

Jayesh et al. (2017), demonstrated low toxicity for
Terminalia bellirica (Gaertn.) extract. Meanwhile, a review
on the toxicity of Terminalia sericea Burch. ex DC.
evidenced that some compounds and extracts of this plant
had moderate toxicity (Mongalo et al. 2016).

Moreover, the cited studies show that the evaluated
extracts were not able to promote changes in biochemical
and hematological parameters of different animals. These
findings thus reinforce the importance of pharmacological
research on representatives of this family.

Carrageenan-induced paw edema test

The results of the carrageenin-induced paw edema
test were presented in Figure 2. The animals that received
the intraplantar injection of carrageenan demonstrated the
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induction of edema, which was evidenced by the increase in
volume of the paws that received the stimulus being
analyzed at different time intervals. The group of animals
pre-treated only with the vehicle (water) showed extremely
significant edema when compared to indomethacin and to
all doses of the extract EHA-Lr at all corresponding times.
The extract EHA-Lr in all doses tested proved to be efficient
in reducing the edema provoked by carrageenan at all
observed times.

In this mouse model of paw edema, the extract
EHA-Lr significantly reduced edema volume and showed
superior inhibition compared to indomethacin. The paw
edema induced by carrageenan in rats is associated with the
synthesis of mediators involved in the inflammatory process
(Farca et al. 2001; Hamad et al. 2019; Sharma et al. 2020).
Among these we can highlight some of the most relevant
ones such as: histamine, serotonin, bradykinin, nitric oxide
and prostaglandins, whose release is closely related to the
chemotaxis process of cells in particular leukocytes to the
inflammatory sites (Farca et al. 2001; Hajare et al. 2001).

Although the carrageenan-induced paw edema
model is more resistant in mice, this logistic agent is also
capable of inducing edema formation. Studies have shown
that albumin in mice demonstrates extravasation for more
than 24 hours after its stimulation (Henriques et al.1987;
Farca et al. 2001; Hajare et al. 2001; Hamad et al. 2019;
Siraj et al. 2021). The paw edema performed in mice can be
described through two very distinct phases characterized as
follows: the st phase corresponding to (0 - 24 hours) after
the inflammatory stimulus, and the 2nd phase (after 24
hours). In the initial period corresponding to the Ist phase a
predominance of neutrophils occurs, they in turn have the
ability to release inflammatory agents such as histamine,
bradykinin, serotonin, and prostaglandins (Henriques et
al.1987; Farga et al. 2001; Hajare et al. 2001; Hamad et al.
2019; Siraj et al. 2021).
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Fig.2 Effect of EHA-Lr extract (50, 100 and 200mg/kg, v.o) and indomethacin (10mg/kg, v.o) on paw edema formation in
mice. Mean + Standard Deviation; *p<0.05. Significant after two-way analysis of variance (ANOVA) followed by Bonferroni
test with 95% confidence interval when compared to the control group.

The mechanism by which the inhibition of edema
formation occurs is directly linked to the synthesis of PGs,
and is compatible with the action generated by drugs
classified as nonsteroidal anti-inflammatory drugs
(NSAIDs), where the cyclooxygenases pathway is involved.

Hydroalcoholic extracts of different species
belonging to Combretaceae family. Sharma et al. (2020)
found that using the ethanolic extract of the stem bark of
Anogeissus latifolia prevented paw volume increase in both
in vivo models with percentage of inhibition of 44.40 and
46.21, respectively at 5 hours. To this end, Hamad and
colleagues (2019) found that the ethanolic extract of
Combretum aculeatum Vent at a concentration of 400
mg/kg decreased paw edema (only 32 + 1.9% increase in

1007
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209

Leucocitos Totais (x10°)/BAL

Grupos

paw weight after 4 hours) compared to indomethacin (28.6
+ 2.5%). Similar results to the current study (Figure 2),
were obtained by Siraj et al. (2021) evaluating the anti-
inflammatory effect of Terminalia myriocarpa ethanolic
extract in paw edema trials found that doses of 250 and 500
mg/kg were able to reduce edema and showed promising
results when compared to carrageenan. These results show
that the extracts obtained from different species belonging
to the Combretaceae family are able to reduce paw edema
in different animals.

LPS-induced acute lung inflammation

Figure 3 presents the results of the effect of EHA-Lr extract
(50, 100 and 200mg/kg, v.0) and dexamethasone (0.5mg/kg,
v.0) on leukocyte migration in acute lung inflammation.

[ SHAM

Hl LPS
Dexametasona0,5mg/kg
EHA-Lr (50mg/kg)
EHA-Lr (100mg/kg)
O EHA-Lr (200mg/kg)

Fig.3. Effect of EHA-Lr extract (50, 100 and 200mg/kg, v.o) and dexamethasone (0.5mg/kg, v.o) on leukocyte migration in
acute lung inflammation.
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EHA-Lr extract has been shown to significantly reduce the migration of polymorphic nucleated leukocytes in the

brocoalveolar lavage of animals subjected to LPS-
induced acute lung inflammation. According to Liang et al.
(2018) LPS is the main activator of inflammatory cells,
being further responsible for the induction of neutrophils
and active participation in the production and release of
inflammatory cytokines, stating that the reduction of these
inflammatory cytokines exerts proven therapeutic effects.

The reduction in the amount of leukocytes in the
inflammatory brocoalveolar exudate when compared to the
values found in the vehicle group and the group that
received the reference drug (dexamethasone 0.5mg/kg,
v.0.). It was also observed that the reduction of leukocyte
migration in the brocoalveolar lavage in the model of acute
lung inflammation was closely related to the dose used of
EHA-Lr extract because the higher the dose used the greater
was the reduction in the number of cells observed.

For Gao et al. (2020), pleurisy is associated with
pleural inflammation and oxidative stress. The injury
produced in the lungs and the inflammatory induction by
carrageenan increases the levels of inflammatory cell
exudates, protein leakage, and the pro-inflammatory
mediators themselves. Similar results to those presented in
figure 3 were obtained by Moreira et al. (2020), who found
that treatment with 7. argentea extract was able to reduce
total protein production after stimulation with LPS,
especially when the 300 mg/kg concentration was used,
when compared to the other concentrations (5 and 60 mg
/kg) or vehicle. Furthermore, according to the reduction of
total proteins in the pleurisy process ascertained, the plant
extract at the highest concentration (300 mg/kg), reduced
the number of neutrophils and mononuclear cells at the
same site. To a lesser extent, a reduction in the number of
neutrophils was observed in mice treated with 5 and 60
mg/kg of the plant extract, when compared to those that
received vehicle alone.

Other studies using the same pleurisy model, such
as that of Silva-Balin et al. (2018), also demonstrated anti-
inflammatory activity at 300 mg/kg, however, the authors
used an ethanolic extract obtained from the fruit of Bromelia
balansae. According to Shorkry and colleagues (2022), the
induction of acute inflammation in vivo by LPS provides
significant data for evaluating the pharmacological activity
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of extracts. The same highlights that Ivy ethanolic extract at
200mg/kg especially decreased LPS-induced pro-
inflammatory mediators and oxidative stress. Thus,
corroborating with the findings of this study (Figure 3),
considering that the EHA-Lr extract at 200mg/kg reduced
the number of neutrophils as much as its treatment with
dexamethasone.

In another study, Daram et al. (2021) evaluating
the ethanolic extract of Terminalia catappa found that at the
concentration of 500 mg/kg it was able to promote the
decrease in total leukocyte count, lymphocyte count and
myeloperoxidase enzyme activity. To this end, the
granulocyte count was increased in almost all three
treatments and the percentage data of total leukocyte,
granulocyte, and MPO activity. Thus, the anti-inflammatory
potential without causing acute toxicity of extracts from
medicinal plants, such as those reported in this study, may
contribute to new pharmaceutical applications.

Thus, murine models provide suitable frameworks
for studying the anti-inflammatory activity of medicinal
plants, mainly by counting cell migration during a
stimulation of an inflammation-inducing agent. In this
context, Talwar et al. (2021) found that the aqueous extract
of Terminalia paniculata (400 mg/kg) also reduced
carrageenan-induced leukocyte migration (50.92 + = =
5.24%) in exudates found due to stimulation with LPS.
These results show that the hydroalcoholic extract of
Laguncularia racemosa has promising anti-inflammatory
activity for the treatment of lung inflammation.

In vitro antibacterial activity

The results of antibacterial activity showed that the
extract EHA-Lr proved to be very effective in inhibiting
bacterial growth with considerably satisfactory values,
being able to inhibit the growth of Micrococcus luteus strain
(UFPEDA 100). The other strains showed moderate to low
results when compared to the erythromycin control (Table
5). The mechanisms of antimicrobial activity promoted by
different extracts are not yet well elucidated, however, it is
known that phenolic compounds are responsible for the in
vitro activity (Puupponen-Pimii et al. 2001; Gomes et al.
2022).

Page | 11

78



Dias et al. International Journal of Advanced Engineering Research and Science, 9(9)-2022

Table 5. Determination of the minimum inhibitory concentration of EHA-Lr against the tested bacterial strains

Nd: Not determined of the evaluated concentrations 0.23 to 30mg/mL

Microorganisms Erythromycin EHA-L.r (mg/mL)
(mg/mL)
Staphylococcus aureus (UFPEDA 02) 0,6 7.5
Micrococcus luteus (UFPEDA 100) 0,6 0,93
Bacillus subtilis (UFPEDA 86) 1.2 75
Pseudomonas aeruginosa (UFPEDA 416) Nd 3,75
Serratia marcencens (UFPEDA 352) 0.6 3,75
Escherichia coli (UFPEDA 224) 1.2 375
Enterococcus faecalis (UFPEDA 138) 0.3 375

Philomeéne-Kokora (2013) found that the ethanolic
and aqueous extracts of Terminalia mantaly H. Perrier
(Combretaceae) show inhibitory activity on all tested strains
(Escherichia coli and Staphylococcus aureus). The
inhibitory diameters ranged from 7.66 mm to 35 mm. The
Minimum Inhibitory Concentrations (MIC) of the extracts
ranged from 0.78 mg/mL and 2.5 mg/mL. The ethanolic
extracts inhibit the growth of bacteria at lower
concentrations than the aqueous extracts.

Kuet et al. (2010) when evaluating the
antimycobacterial, antimicrobial and antifungal activities of
a species from the same family found that individuals
belonging to the combretaceae family have excellent
minimum inhibitory concentration values for bacterial
strains such as: Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus and Escherichia coli. Anokwuru et al. (2021)
evaluated the broad-spectrum antibacterial potential of
methanolic extracts of species representing four genera of
Combretaceae  (Combretum,  Pteleopsis, Quisqualis,
Terminalia). They found that these were more active against
Bacillus cereus and Salmonella typhimurium strains, with
mean MIC values of 0.70 mg/mL, 0.52 mg/mL and 0.45
mg/mL, respectively. These findings show that the
hydroalcoholic extract of Laguncularia racemosa has
promising anti-inflammatory activity for the treatment of
bacterial inflammation.

Iv. CONCLUSION

The hydroalcoholic extract of Laguncularia racemosa
showed moderate antioxidant and antibacterial activity in
vitro. Regarding anti-inflammatory activity, it was able to
reduce paw edema in mice and prevent acute lung
inflammation. The results obtained in this study provide
supportive data for the use of Laguncularia racemosa for
therapeutic purposes.
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