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RESUMO

A pandemia de Covid-19 intensificou as buscas por novos agentes terapéuticos no
combate de doencas respiratorias visto 0 aumento da ocorréncia de lesdo pulmonar
aguda (LPA) e sindrome respiratéria aguda grave (SRAG). Laguncularia racemosa
(L.) C. F. Gaertn (Combretaceae), conhecida popularmente como “mangue branco”, é
amplamente distribuida no ecossistema manguezal e usada na medicina popular para
tratamento de diarreia, feridas bucais e febre. Neste contexo, o objetivo desta Tese foi
avaliar a toxicidade e as atividades antioxidante e anti-inflamatoria dos extratos
hexanico (EHLY), acetato de etila (EALTr) e etandlico (EELr) das folhas de L. racemosa
frente a LPA induzida por LPS em camundongos. Os extratos foram preparados pelo
método de maceracdo e o seu perfil fitoquimico analisado por cromatografia em
camada delgada (CCD), cromatografia gasosa acoplada a espectrofotbmetro de
massas (GC-MS) e cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detector de
arranjo fotodiodo (CLAE-DAD). O teor de fendis totais, flavondis e proantocianidinas
foi determinado e a atividade antioxidante in vitro foi avaliada pelos métodos de DPPH,
ABTS e fosfomolibdénio. A toxicidade in vitro dos extratos foi avaliada em células
mononucleares de sangue periférico (PBMC) e pela atividade hemolitica, e o efeito na
liberacdo de 6xido nitrico (NO) por macréfagos intraperitoneais foi investigado. Os
testes in vivo foram realizados com o extrato mais ativo de acordo com o perfil
fitoquimico e a atividade antioxidante. Foi realizado o ensaio toxicolégico agudo em
camundongos com o EELr na dose de 2.000 mg/kg. O ensaio de LPA induzida por
LPS foi realizado com o EELr nas doses de 50, 100 e 200 mg/kg e foram analisados
a quantidade de leucéticos totais e diferenciada, além da atividade da enzima
mieloperoxidase (MPO), niveis de 6xido nitrico e citocinas, e analise histopatoldgica e
histoquimica do colageno nos pulmdes. Foi identificado um maior teor de fendis totais
no EELr (241,77 £ 3,6 mg EAG/g) quando comparado aos demais extratos, enquanto
as proantocianidinas foram indicadas em maior quantidade no EHLr (39,88 + 12,57
mg EC/g). Na atividade antioxidante, do EELr apresentou uma concentragao
necessaria para inibir 50% do radical DPPH (CEso) de 178,8 + 0,8 pg/mL e 275,5 £
0,9 pg/mL para ABTS em relacdo ao padréo trolox (56,56 + 0,5 pg/mL e 36,7 £ 0,6
pug/mL, respectivamente), enquanto EHLr e EALr ndo apresentaram atividade. Na
avaliacdo da viabilidade de PBMC, os extratos apresentaram Clso > 100 pug/mL e, na

atividade hemolitica, ndo foi detectada hemdlise significativa. EELr ndo causou



alteracdes comportamentais, nas massas corporais e no consumo de agua e racao
pelos camundongos, e sua DLso foi superior a 2.000 mg/kg. No ensaio de LPA, EELr
reduziu significativamente o numero de leucdcitos totais, neutrofilos, eosindfilos,
macréfagos e células mononucleares sanguineas presentes no lavado broncoalveolar
dos camundongos inflamados. Ademais, EELr reduziu a atividade da MPO, os niveis
de NO, IL-6, TNF-a e INF-y, além de reestabelecer a integridade pulmonar e reduzir
a fibrose, conforme as andlises histoldgicas. Com base nos dados aqui apresentados,
pode-se concluir que as folhas de L. racemosa séo fonte de compostos fendlicos e

possuem atividade antioxidante e anti-inflamatdria, com baixa toxicidade.

Palavras-chave: Combretaceae. Antioxidante. Anti-inflamatoério. Lesdo pulmonar
aguda. Covid-19.



ABSTRACT

The Covid-19 pandemic has intensified the search for new therapeutic agents to
combat respiratory diseases given the increase in the occurrence of acute lung injury
(ALI) and severe acute respiratory syndrome (SARS). Laguncularia racemosa (L.) C.
F. Gaertn (Combretaceae), popularly known as “white mangrove”, is widely distributed
in the mangrove ecosystem and used in folk medicine to treat diarrhea, mouth sores
and fever. In this context, the aim of this Thesis was to evaluate the toxicity and
antioxidant and anti-inflammatory activities of hexane (EHLY), ethyl acetate (EALr) and
ethanolic (EELr) extracts from L. racemosa leaves against LPS-induced ALI in mice.
The extracts were prepared by the maceration method and their phytochemical profile
was analyzed by thin layer chromatography (TLC), gas chromatography coupled to a
mass spectrophotometer (GC-MS) and high performance liquid chromatography
coupled to a photodiode array detector (HPLC- DAD). The content of total phenols,
flavonols and proanthocyanidins was determined and the in vitro antioxidant activity
was evaluated by DPPH, ABTS and phosphomolybdenum methods. The in vitro
toxicity of the extracts was evaluated in peripheral blood mononuclear cells (PBMC)
and by hemolytic activity, and the effect on the release of nitric oxide (NO) by
intraperitoneal macrophages was investigated. In vivo tests were carried out with the
most active extract according to the phytochemical profile and antioxidant activity. An
acute toxicological test was carried out in mice with EELr at a dose of 2,000 mg/kg.
The LPS-induced ALI assay was performed with EELr at doses of 50, 100 and 200
mg/kg and the amount of total and differentiated leukocytes were analyzed, in addition
to the activity of the enzyme myeloperoxidase (MPO), levels of nitric oxide and
cytokines, and histopathological and histochemical analysis of collagen in the lungs. A
higher content of total phenols was identified in EELr (241.77 £ 3.6 mg EAG/g) when
compared to the other extracts, while proanthocyanidins were indicated in greater
quantities in EHLr (39.88 + 12.57 mg EC/ g). In terms of antioxidant activity, EELr
presented a concentration necessary to inhibit 50% of the DPPH radical (ECso) of
178.8 £ 0.8 pg/mL and 275.5 + 0.9 pg/mL for ABTS in relation to the trolox standard (
56.56 + 0.5 pg/mL and 36.7 + 0.6 pug/mL, respectively), while EHLr and EALr showed
no activity. In evaluating PBMC viability, the extracts showed ICso > 100 pug/mL and, in
hemolytic activity, no significant hemolysis was detected. EELr did not cause

behavioral changes, body masses or water and food consumption by the mice, and its



DLso was greater than 2,000 mg/kg. In the LPA assay, EELr significantly reduced the
number of total leukocytes, neutrophils, eosinophils, macrophages and blood
mononuclear cells present in the bronchoalveolar lavage of inflamed mice.
Furthermore, EELr reduced MPO activity, levels of NO, IL-6, TNF-a and INF-y, in
addition to reestablishing lung integrity and reducing fibrosis, according to histological
analyses. Based on the data presented here, it can be concluded that L. racemosa
leaves are a source of phenolic compounds and have antioxidant and anti-

inflammatory activity, with low toxicity.

Keywords: Combretaceae. Antioxidant. Anti-inflammatory. Acute lung injury. Covid-
19.
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1 INTRODUCAO

A sindrome do desconforto respiratério agudo grave (SRAG) € um quadro
clinico caracterizado pela insuficiéncia respiratoria em decorréncia de uma leséo
pulmonar aguda (LPA) no epitélio alveolar, que, por sua vez, € uma doenca
inflamatdria gerada pela migragao leucocitaria para o interior dos pulmdées, causando
o acumulo de liquido intersticial. A liberagdo de mediadores pré-inflamatérios nesse
processo, como as citocinas, levam ao aumento de agentes oxidantes no local da
inflamacéo (LEI et al., 2018; LIU et al., 2019; GAUDET et al., 2019).

As principais causas dessa desordem sao de origem infecciosa quando micro-
organismos, como Virus e bactérias, agem no organismo humano das mais variadas
formas. Os virus respiratorios, como foi visto na pandemia de Covid-19, podem
acarretar uma superproducdo de citocinas levando a um quadro pneumatico.
Enquanto as bactérias Gram-negativas, em especial, se utilizam de um componente
da sua membrana externa, chamado de lipopolissacarideo (LPS), como indutor da
resposta imunoldgica. As estratégias de tratamento mais eficientes estdo resumidas
a procedimentos ventilatérios, o que carece de ser a solucdo definitiva para o
problema e intensifica as buscas por novos agentes terapéuticos (NOVA,;
SKOVIEROVA; CALKOVSKA, 2019; LI et al., 2020; CARSETTI et al., 2020).

Desde os primordios da humanidade, as civilizacdes antigas tém feito uso das
plantas para fins medicinais, em virtude das suas propriedades terapéuticas,
objetivando alcancar a cura para os mais variados tipos de enfermidades que Ihes
afligiam (BERNARDIN et al., 2018; SILE et al., 2020). Em funcao disso, os produtos
naturais passaram a ser observados sob a 6ética da ciéncia na busca por compostos
biologicamente ativos e para comprovacado das suas atividades bioldgicas e com a
perspectiva da sua ampla utilizacdo na terapéutica moderna. Muito do seu potencial
medicinal se deve a producdo fisiologica de componentes do metabolismo secundario,
condicionados ao ambiente ao qual essas espécies sdo encontradas
(WANGKHEIRAKPAM, 2018; JAIN; KHATANA; VIJAYVERGIA, 2019).

Nesse contexto, o Brasil aparece no cenario mundial com um rico arsenal
genético no que diz respeito a biodiversidade botanica. O Pais € considerado o maior
detentor de espécies floristicas nativas em seu territorio quando comparado com 0s
demais paises do globo. Isso muito se deve as suas caracteristicas climaticas e de

solo, que fazem com que ele abranja uma variedade de biomas e ecossistemas
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peculiares em muitas partes do mundo (DALCIN; JACKSON, 2018; LACERDA-
JUNIOR et al., 2019).

O ecossistema manguezal, por exemplo, apresenta uma importancia ecolégica
elevada por possuir um papel crucial no equilibrio bioldgico da fauna e da flora do
ambiente estuarino, além de servir como fornecedor de recursos etnobotanicos
(ELLISON et al., 2021). Por conta das condicbes ambientais caracteristicas desse
ecossistema, que incluem uma alta taxa de salinidade e grande quantidade de matéria
organica em decomposicdo, as espécies botanicas do mangue se tornaram
candidatas a descoberta de novos compostos bioativos em virtude das suas
adaptacdes fisiolégicas ao meio (VINOTH; KUMARAVEL; RANGANATHAN, 2019).
No Nordeste brasileiro, esse tipo de vegetacdo € encontrado em quase todo o litoral,
possuindo grandes concentracdes no estado de Pernambuco. Entretanto, a escassez
de areas de conservacdo e a poluicdo antropogénica tém feito com que esse
ecossistema seja posto em estado de alerta para preservacdo (ARAUJO et al., 2021).

Laguncularia racemosa (L.) C. F. Gaertn € uma planta da familia
Combretaceae, conhecida popularmente como "mangue-branco”, amplamente
distribuida no manguezal. Estudos etnobotanicos apontam que as folhas da espécie
sdo usadas na medicina popular principalmente por suas propriedades antidiarreicas,
antipiréticas e antiulcerogénicas (BANDARANAYAKE, 2002; RODRIGUEZ, 2007;
SERENESKI-LIMA et al., 2021).

Porém, mesmo em ciéncia de todos os beneficios fornecidos pelas plantas, o
uso exacerbado dos seus recursos pelas comunidades tradicionais no tratamento de
doencas se torna uma escolha perigosa quando ndo se conhecem 0s seus possiveis
efeitos toxicoldgicos, tendo em vista que muitas delas possuem constituintes nocivos
a saude quando utilizadas na forma e dose inadequados (MENDONCA et al., 2019;
DANTAS-MEDEIROS et al., 2021).

Apesar da grande representatividade da familia Combretaceae no Brasil, sdo
poucos 0s registros na literatura cientifica acerca das suas atividades farmacolégicas
de suas espécies no tratamento de doencas inflamatdrias e ligadas ao estresse
oxidativo. Nesse sentido, o objetivo deste estudo foi avaliar a toxicidade e as
atividades antioxidante e anti-inflamatéria das folhas de L. racemosa em modelo de

les&o pulmonar aguda.
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1.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a toxicidade e as atividades antioxidante e anti-inflamatéria dos extratos
brutos de Laguncularia racemosa.em modelo de lesdo pulmonar aguda induzida por
LPS.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Obter os extratos hexanico, etandlico e em acetato de etila das folhas de L.
racemosa e analisar seus perfis fitoquimicos;

= Determinar o potencial antioxidante in vitro dos extratos das folhas de L.
racemosa,

* Indicar o teor de fendis totais, flavonois e proantocianidinas dos extratos das
folhas de L. racemosa;

» |nvestigar o efeito citotoxicologico dos extratos das folhas de L. racemosa frente
a células mononucleares de sangue periférico - PBMC e eritrocitos;

= Avaliar o efeito in vitro dos extratos das folhas de L. racemosa na producédo de
oxido nitrico por macrofagos intraperitoneais;

= Selecionar o extrato com maior teor de compostos fendlicos e atividade
antioxidante e:

o Investigar seu efeito toxicologico in vivo sobre camundongos no ensaio
de toxicidade aguda;

o Avaliar a atividade anti-inflamatéria sobre a lesdo pulmonar aguda
induzida por LPS em camundongos através da quantificacdo de
leucdcitos e da determinagcdo dos niveis de Oxido nitrico, citocinas,
atividade da enzima mieloperoxidase, além da andlise histopatologica

dos pulmdes.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 INFECCOES RESPIRATORIAS AGUDAS

O sistema respiratorio (Figura 1) tem a funcdo de realizar o fluxo de gases
respiratorios através de um conjunto de Orgaos e estruturas bem articuladas entre si
chamados de vias aéreas, que abrangem o pulm&o como principal érgao envolvido
(ISLAM et al., 2020). Essas passagens podem ser divididas anatomicamente em duas
porcdes. A primeira delas, as vias aéreas superiores (VAS), vao desde as narinas até
a laringe, incluindo as trés divisbes da faringe (orofaringe, nasofaringe e
laringofaringe), enquanto as vias aéreas inferiores (VAI) compreendem a traqueia até
os alvéolos pulmonares, passando pelos brénquios e bronquiolos (ASGARI et al.,
2019; AHOOKHOSH et al., 2020).

Figura 1 - Esquema do sistema respiratorio.
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Fonte: Grzywalski et al., 2019 (Adaptado).

Por se tratar de um sistema com ligacéo direta ao ambiente externo por meior
da respiracdo, ele estd constantemente exposto a agentes agressores e

desencadeadores de doencas, como 0s micro-organismos (GARCIA et al., 2020).
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As Infeccdes Respiratérias Agudas (IRAs) se caracterizam por acometer as
vias aérias, superiores ou inferiores, por meio da acdo de uma variedade de micro-
organismos (SOUZA et al., 2018). Grande parte dessas infec¢cdes costumam ocorrer
em épocas do ano propicias a acdo desses agentes microscopicos, aumentando
rapidamente o numero de casos quando em situacdes epidémicas. Esse fato, além
de representar uma das principais causas de morbidade e mortalidade, pode ser
considerado um problema grave para os sistemas de saude, em funcdo dos aumentos
dos casos que levam a procura mais intensa por unidades publicas de assisténcia
(SOUZA et al., 2018; GARCIA et al., 2020).

Dentre 0s micro-organismos que mais causam IRAs destacam-se 0s virus e as
bactérias, por sua facilidade de propagacéo pelo ambiente aéreo, via transmissao
horizontal ou através de objetos inertes, classificados como fémites (GARCIA et al.,
2020). Através desses meios de transmissdo, as infeccbes acontecem seja em
interiores residenciais ou no ambiente externo, mas, principalmente, em espacos
hospitalares, como as Unidades de Terapia Intensiva (UTIs), o que acaba por dificultar
o0 prognostico (HESPANHOL et al., 2019). Na grande maioria dos casos, esse quadro
infeccioso causa uma atenuacdo celular do sistema imunitario, o que facilita as

infeccbes secundarias por agentes oportunistas (STICH et al., 2021).

2.1.1Agentes Infecciosos

Em meados do ano 2019, surgiu em Wuhan, na China, um virus da familia
Coronaviridae que provocou uma pandemia cujas consequéncias se prolongaram
durante meses. O virus SARS-CoV-2, causador da Covid-19, foi denominado assim
por desenvolver numa grande parcela dos infectados a SRAG, além de outros
impactos fisiol6gicos no organismo acometido (ZHOU et al., 2020; LEE; CHOI, 2021).

A Covid-19 pode ser dividida em duas fases principais, sendo elas a fase
pulmonar e a fase pro-inflamatéria (Figura 2). Na fase pulmonar, o0 SARS-CoV-2
infecta o trato respiratério superior causando deficiéncia na producdo da enzima
conversora de angiotensina 2 (ECA2), juntamente com o desequilibrio do sistema
renina-angiotensina (SRA). Essas alteragcées levam a um quadro de pneumonia
intersticial e SRAG (TABOADA et al., 2020; LEE; CHOI, 2021).
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Na fase pro-inflamatéria, os linfécitos produzem de maneira exacerbada
citocinas pro-inflamatorias, evento conhecido como tempestade de citocinas,
resultando em uma LPA (MANGALMURTI; HUNTER,2020; MCELVANEY et al., 2020;
LEE; CHOI, 2021).

Figura 2 - Modelo de patogénese da Covid-19, em duas fases: pulmonar e pré-inflamatéria. Respostas,
mecanismos patogénicos e manifestacdes clinicas em casa fase.
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Fonte: LEE; CHOI, 2021 (Adaptado).

Nessa fase, ao atingir as células ciliadas dos alvéolos, que, consequentemente,
param de realizar sua atividade normal de limpar as vias aéreas, ha o acimulo de
detritos e influxo de exsudato pulmonar e, por fim, o aumento da possibilidade de
infeccbes secundarias por bactérias (YUKI; FUJIOGI; KOUTSOGIANNAKI, 2020).

As bactérias sdo responsaveis por altos indices das IRAs, dificultando a
melhora dos pacientes por se tratar de micro-organismos que possuem uma
caracteristica mutagénica elevada, baseada em um complexo sistema de producéo
enzimatico capaz de burlar muitos dos antimicrobianos utilizados atualmente
(RAWSON et al., 2017; METOK et al., 2020). As bactérias Gram-negativas sao
apontadas com um sistema infeccioso mais complexo que as Gram-positivas por
possuirem um componente a mais em sua estrutura morfologica, o LPS
(SPERANDEO; MARTORANA; POLISSI 2017).
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Nesse contexto e por sua caracteristica de resisténcia aos antibioticos, algumas
espécies multirresistentes sado classificadas como causadoras de infeccdes
respiratérias, urinarias, peritonites e meningites. Sdo exemplos de espécies de
bactérias Gram-negativas: Acinetobacter baumannii, Enterobacter spp, Escherichia
coli e Pseudomonas aeruginosa (LYNCH; ZHANEL; CLARK, 2017; KHAN et al.,
2019).

O LPS é um dglicolipidio apontado como um potente ativador da resposta
imunoldgica envolvendo infeccbes por bactérias Gram-negativas. Essa
macromolécula, que apresenta em sua composi¢cdo uma cadeia de sacarideo ligada
a uma regiao lipidica bifosforilada (lipidio A), esta presente na membrana externa
desses micro-organismos (ZAHRINGER; LINDNER; RIETSCHEL, 2020). A reag&o
imune do organismo humano se da por meio da ligagdo do LPS ao receptor TLR4,
gue € um receptor do tipo Toll encontrado em células fagocitarias, como neutrofilos e
macrofagos, capaz de reconhecer padrbes moleculares presentes em patdgenos
microbianos (YE; LIU, 2020). Ao acontecer o reconhecimento, o fator nuclear kB (NF-
kB) é translocado para o interior do nucleo, onde ir4 conduzir a transcricdo dos
reguladores relacionados a citocinas especificas pré-inflamatérias, como a IL-18, IL-6
e TNF-a (Figura 3) (LAI et al., 2017) que estdo associadas a ativacdo macrofagica
(CHEN et al., 2020).

Figura 3 - Ativagdo do receptor TLR4 pelo LPS e subsequente transcricdo de mediadores inflamatérios
pelo NF-kB.

LPS

\

Fonte: SAAVEDRA, 2012 (Adaptado).
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2.2 PROCESSO INFLAMATORIO AGUDO

A inflamacé&o é uma resposta fisioldgica do organismo decorrente muitas vezes
de um estimulo de origem exdgena, em sua maior parcela causado por micro-
organismos patogénicos ou traumas, que levam a ativacdo do sistema imunoldgico
(HUBER-LANG; LAMBRIS; WARD, 2018). Com

permeabilidade vascular causada pela dilatagdo dos vasos sanguineos, o que

iSSO, ocorre 0 aumento da

influencia a migracédo leucocitaria e a liberacdo de mediadores inflamatorios (Figura
4) (LUDEWIG; WINNEBERGER; MAGNUS, 2019).

Figura 4 - Processo inflamatério agudo, mediadores envolvidos e suas funcdes.
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Fonte: AMORIM, 2014, p.47.

A vasodilatagéo é considerada o primeiro evento inflamatorio e é mediada pelas
aminas vasoativas liberadas, como a histamina e a serotonina. Estas séo liberadas
especificamente pelos mastécios e neutrofilos, que sdo células do sistema imune
responsaveis por aumentar o fluxo sanguineo, caracterizando, assim, a fase vascular
inflamatoria (FORSYTHE, 2019).
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O principal papel da vasodilatacdo é a intensificacdo do fluxo sanguineo
associada ao aumento da permeabilidade vascular, o que facilita a migracéo
leucocitaria para o local da lesdo. As proteinas que passam para 0 espago
extravascular ajudadas pelos leucécitos em sua adesdo ao endotélio, além de serem
responsaveis pela formacao do exsudato que € um liquido rico em proteinas, como a
albumina e o fibrinogénio (FORSYTHE, 2019; GAUDET et al., 2019).

As principais células recrutadas na inflamacdo aguda sdo os neutrdfilos e
macréfagos. Ambas possuem funcgéo fagocitaria e tém o objetivo de remover o agente
patogénico para possibilitar os eventos conseguintes de reparo tecidual. Além disso,
essas células sao conhecidas por liberar mediadores quimicos chamados de citocinas
(KUMAR; NICHOLLS; WONG, 2018).

As citocinas sdo comunicadores proteicos intercelulares responsaveis por
orientar o funcionamento das células envolvidas na inflamacéo, mais especificamente
atuando em sitios reguladores de reacdes quimicas nos processos bioldgicos,
envolvendo ativacdo, crescimento e reparo tecidual (KANY; VOLLRATH; RELJA,
2019). Esses mediadores podem ser divididos em grupos, sendo eles: fatores de
crescimento (TGF), interferons (IFN), interleucinas (IL) e do fator de necrose tumoral
(TNF) (GHAZAVI et al., 2021). Este ultimo é uma das principais classes das citocinas
pré-inflamatérias, destacando-se o TNF-a por ser liberado no momento da leséo pelas
células mononuclerares. O que resulta no recrutamento de neutréfilos e mondcitos
para o local da inflamacédo (KUMAR; NICHOLLS; WONG, 2018; GHAZAVI et al.,
2021). As IL também ocupam um papel importante no evento inflamatorio, podendo
ser divididas em pro-inflamatérias (IL-1, IL-2, IL6 e IL-7) e anti-inflamatorias (IL-4, IL-
10 e IL-13) (TAIPA et al., 2019). A maioria dos farmacos anti-inflamatérios tém como
objetivo atuar na inibicdo desses mediadores quimicos, que exercem funcdes
especificas em tecidos diferentes (LITTLE, 2020).

O 6xido nitrico (NO), por exemplo, € um radical livre sintetizado a partir da NG-
hidroxi-L-arginina, sendo produto da reacgdo catalisada pela enzima Oxido nitrico
sintase induzivel (iNOS). Esse e outros radicais livres possuem papel importante no
agravamento da inflamagé&o pela potencializacdo do estresse oxidativo (ARRAL,;
HALPERN, 2018).
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2.3 ESTRESSE OXIDATIVO

O estresse oxidativo ligado a inflamacdo é caracterizado pelo aumento na
quantidade dos compostos oxidantes em detrimento dos antioxidantes, havendo
assim um desequilibrio entre eles. A superproducéo de radicais livres pelo organismo
influencia diretamente nesse fenbmeno que acaba afetando as respostas celulares
(SIES; BERNDT; JONES, 2017; LIGUORI et al., 2018)

O aumento das espécies reativas (ERs) podem desencadear efeitos danosos
aos organismos, sendo elas classificadas como espécies reativas de oxigénio (EROS)
e espécies reativas de nitrogénio (ERNs). As EROs mais conhecidas sédo o radical
hidroxila (OH) e o anion superoéxido (O2’), enquanto o 6xido nitrico, nocivo ao reagir
com Oz, € a ERNs mais frequentemente estudada (FERREIRA et al., 2018; SIES,
2018).

Os radicais livres sdo ERs capazes de capturar elétrons de outras moléculas
biologicas estaveis, instabilizando-as. Por isso sdo conhecidos por serem sistemas
oxidantes que agem por meio da interrupc¢éo das reacdes quimicas (ALKADI, 2020).
Muitos deles possuem fun¢des importantes na defesa imunoldgica do organismo
contra patdégenos e nas sinalizagdes celulares, todavia 0 seu excesso nos sistemas
bioldgicos pode causar diversos problemas de saude pela degradacdo das moléculas
organicas (DI MEO, S.; VENDITTI, 2020; ALKADI, 2020).

Durante a inflamacdo aguda, as células envolvidas no processo produzem
diversas ERs por meio da liberacdo dos mediadores celulares, como é o caso das
prostaglandinas e leucotrienos, além principalmente das citocinas (POPRAC, 2017,
YE et al., 2018) Um exemplo dessas células tem acdo oxidante indireta sdo os
neutréfilos, ao serem liberados para fagocitose de micro-organismos, também
aumentam a quantida de de NO (KELLNER et al., 2017).

Em geral, para combater os efeitos oxidativos ao organismo utilizam-se
compostos antioxidantes que, diferentemente dos anteriores, doam elétrons para
estabilizacdo dos radicais livres, neutralizando a sua agao (ALKADI, 2020). Eles
comportam-se de duas formas: na forma enzimatica, o inicio da oxidagao € bloqueado
pela acdo de enzimas, como o0 superoxido dismutase (SOD) e a catalase; na forma
nao-enzimatica atuam os compostos naturais a base de fendis e a glutationa reduzida
(GSH) na interacdo e consumo dos radicais livres (IFEANYI, 2018; MIRONCZUK-
CHODAKOWSKA; WITKOWSKA; ZUJKO, 2018; RAN et al., 2020).
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Como visto anteriormente, os antioxidantes n&o-enzimaticos podem ser
sintetizados ou encontrados naturalmente no ambiente, na forma de produtos naturais
de origem, principalmente, botanica. Estudos tém demonstrado a énfase dos
antioxidantes naturais no tratamento de doengas dos mais variados tipos, incluindo
desordens inflamatérias e infec¢des respiratérias (ATTA; MOHAMED; SILAEV, 2017).

2.4 LESAO PULMONAR AGUDA

A Lesao Pulmonar Aguda (LPA) é um quadro clinico inflamatério caracterizado
pelo influxo desbalanceado de células imunoldgicas para os pulmbes. O dano
causado ao epitélio alveolar tem por consequéncia a insuficiéncia respiratoria do
paciente, fazendo com que a LPA seja comumentente associada a SRAG. Pessoas
acometidas por essas desordens podem apresentar hipoxemia prolongada, dispneia
e taquipneia graves (HERRERO; SANCHEZ; LORENTE, 2018; KELLNER et al., 2019;
CHRISTIANI, 2020).

A diferenca entre a LPA e a SRAG foram mais claramente definidas ela
“‘American-European Consensus Conference on ARDS”, onde a SRAG foi
caracterizada pela presenca de hipoxemia aguda com relacao entre a pressao parcial
de oxigénio arterial e a fracdo inspirada de oxigénio (PaO2:FiO2) de 200 mmHg ou
menos, enquanto a LPA é uma forma menos grave definida com os mesmos critérios,
mas com uma PaO2:FiO2 de 300 mg Hg, ambas apresentando o dano alveolar difuso
(DAD) (MONTERO-FERNANDEZ; PARDO-GARCIA, 2021).

Desde a sua descoberta em 1967, inicialmente pela constatacdo de infiltrados
pulmonares e perda da complacéncia pulmonar em 12 pacientes hospitalares, a LPA
tem sido estudada por seu desenvolvimento multifatorial (ASHBAUGH et al., 1967;
REZOAGLI; FUMAGALLI; BELLANI 2018). Hoje, sabe-se que algumas das causas
diretas incluem inalacdo de poluentes, contusdes toraxicas, aspiracado de refluxos
gastricos e, principalmente, infec¢cdes por micro-organismos que envoluam para
pneumonias. Indiretamente, e poucos comuns, as transfusées de sangue, uso de
substéancias psicoativas e traumas ndo pulmonares também fazem parte da estatistica
de influéncias para essa doenca (LI et al., 2017; LEE et al., 2020; KOHNE; FLORI,
2020).
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2.4.1Fisiopatologia da Lesdo Pulmonar Aguda

A LPA pode ser dividida em trés fases, sendo elas: exsudativa, proliferativa e
fibrética (BEASLEY et al, 2021). Na fase exsudativa, estagio inicial da lesdo, h4 o dano
ao epitélio alvéolo-capilar que leva a formacdo de um edema intersticial. No espaco
intra-alveolar é preenchido por um fluido rico em proteinas que leva a formacao da
membrana hialina, prejudicando assim as trocas gasosas (THOMPSON; CHAMBERS,;
LIU, 2017). Esse liquido proteico também é responsével por diminuir a complacéncia
pulmonar em consequéncia da inativacao do surfactante, o que resulta no colapso dos
alvéolos (HERRERO, R.; SANCHEZ, G.; LORENTE, 2018; NOVA; SKOVIEROVA;
CALKOVSKA, 2019).

A fase proliferativa inicia-se com a diminuicdo desse fluido e o aumento da
proliferacéo de fibroblastos que influenciam na fibrose intersticial nos espacos entre a
membrana hialina. A formacédo do tecido fibrotico provoca o comprometimento da
barreira alvéolo-capilar (Figura 5) e a subsequente migracdo leucocitaria para o
interior dos alvéolos (NOVA; SKOVIEROVA; CALKOVSKA, 2019; BEASLEY et al,
2021).

Durante o influxo celular, os macrofagos desempenham papel importante no
inicio da resposta inflamatéria ao serem ativados por meio dos seus receptores TLRs,
ativando a sua resposta imunoldgica inata (LIU et al, 2019; NOVA; SKOVIEROVA,;
CALKOVSKA, 2019). Isso se da pela liberacao de citocinas anti-inflamatérias, como a
IL-10, e pro-inflamatdrias, como o TNF-a, IL-1B, IL-8 e, principalmente, a IL-6 que é

associada como influenciadora na taxa de mortalidade (LAGUNA-GOYA et al., 2019).
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Figura 5 — Contraste entre a estrutura e funcéo alveolar normal (lado esquerdo) e as multiplas respostas
dos mediadores celulares apods a leséo da membrana alvéolo-capilar (lado direito) na LPA.
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Com o aumento no numero de macréfagos alveoares, ha liberacdo de

quimiocinas por acao dessas células que leva a ativagédo de neutrofilos, e por sua vez

liberam proteases, leucotrienos e o fator de ativacdo plaquetaria (PAF) no espago

intra-alveolar, potencializando ainda mais o processo inflamatério pulmonar (CHEN et

al., 2020). E através da ativac&o neutrofilica que desencadeia-se o estresse oxidativo,

que envolve a liberacdo de radicais livres e enzimas proteoliticas oxidantes, como NO

e a mieloperoxidase (MPO), respectivamente (KELLNER et al., 2017). Na ultima

etapa, a fase fibrética, ha intensa atuacéo de fibroblastos no reparo tecidual com a
producdo da rede de fibras a base de colageno (HUGHES; BEASLEY, 2017;

BEASLEY et al, 2021).
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2.4.2 Tratamentos Atuais

Os tratamentos para LPA e a SRAG consistem no uso de técnicas e
equipamentos ventilatérios mecéanicos para combate dos sintomas, focando
especialmente na insuficiéncia respiratoria hipoxémica desenvolvida (DOS SANTOS
SILVA et al.,, 2017; LI et al.,, 2020; CARSETTI et al.,, 2020). Outros métodos
terapéuticos visam a diminuicdo do processo inflamatério pela administracdo de
corticoesteroides e vasodilatadores (FIELDING-SINGH; MATTHAY, 2018). A maioria
dos farmacos procura inibir a cascata inflamatéria, como € o caso dos agonistas beta
2-adrenérgicos, antagonistas dos receptores de leucotrienos e inibidores da
fosfodiesterase (VADASZ; SZNAJDER, 2017; KOSUTOVA, 2018; KIM et al., 2020).

Apesar do uso difundido das técnicas ventilatérias e nado-ventilatorias, as
pesquisas estatisticas apontam que ainda néo foi possivel achar uma solucao
concreta para o problema em funcéo do expresso indice de mortalidade dessa doenca
(CARSETTI et al., 2020; LITTLE, 2020). Muitos dos farmacos utilizados acarretam em
efeitos adversos ao paciente por suas dosagens elevadas que trazem problemas
toxicoldgicos e oxidativos, levando a busca por compostos terapéuticos alternativos
(WAKASKAR, 2017).

2.5 PLANTAS MEDICINAIS

O uso de plantas medicinais € uma pratica popular comum que vem desde 0s
tempos antigos. Quando ndo se havia um sistema de saude estruturado, essa era a
Unica alternativa medicinal conhecida pelos povos do passado. Hoje nao é diferente
em muitos locais do mundo, onde o0 acesso a saude continua precério (BERNARDIN
et al., 2018; SARGIN, 2021).

Dessa forma, as plantas nunca foram vistas somente como fonte de
alimentacdo e ornamentacdo, mas como importantes recursos terapéuticos. Essas
propriedades sdo reconhecidas pelo olhar da ciéncia, que cada vez mais busca se
aprofundar em seus estudos com objetivo de fundamentar seus usos etnobotanicos e
encontrar novos compostos bioativos para aplicacdo na medicina moderna (MALEKI,
AKHANI, 2017; SILE et al., 2020).
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Plantas medicinais séo utilizadas na forma de extratos vegetais considerados
misturas complexas que oferecem uma variedade de componentes botanicos com
atividades biolégicas especificas (ALTEMIMI et al.,, 2017). A extracdo € um
procedimento base para obtencdo de componentes quimicos produzidos pelas
plantas, consistindo em um processo fisico-quimico de transferéncia de massa.
Normalmente, em laboratério sdo empregadas técnicas extrativas solido-liquido
envolvendo o uso de solventes organicos, que sao liquidos volateis com capacidade
de dissolver uma grande variedade de compostos, sejam eles bioldgicos ou sintéticos
(SOQUETTA; TERRA; BASTOS, 2018; PANJA, 2018).

A escolha do solvente deve levar em consideracao a afinidade molecular entre
soluto e solvente, refletido na polaridade do composto alvo a ser extraido
(MUKHOPADHYAY; DUTTA; DAS, 2020). Os métodos de extracdo também variam
de acordo com os constituintes a serem identificados, destacando-se a infusédo e o
uso de Soxhlet como técnicas convencionais, além da maceracao que é caracterizada
por ser a extracao liquido-sdlido mais utilizada para compostos nédo volateis. No caso
dos solventes organicos, os mais frequentemente utilizados sédo o ciclohexano,

diclorometando, tolueno, acetato de etila, metanol e o etanol (CHUO et al., 2020).

2.5.1 Metabdlitos Secundarios

O metabolismo € o conjunto de reacdes quimicas que Sdo responsaveis por
modular o funcionamento correto do organismo. Através de reacdes quimicas,
produzem substancias chamadas de metabdlitos, podendo estes serem de
metabolismo primario ou secundéario (WHITE, 2018; CHANDEL, 2021). Os produtos
de metabolismo secundério nas plantas possuem um papel de extrema importancia
no uso medicinal dessas (VETTER, 2018).

Os metabolitos secundarios sdo produzidos para protecdo contra herbivoria e
ataque de patdgenos, em contraste com 0s metabdlitos primarios mais associados as
funcdes vitais do organismo. A producdo desses produtos bioativos beneficia as
espécies vegetais na competicdo especificas, além de favorecer a polinizacdo por
animais (YANG et al., 2018; ISAH, 2019).
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Outros beneficios desses metabdlitos para as plantas é a protecdo contra
fatores abioticos do meio, como climas extremos, recursos nutritivos escassos do solo,
alto ou baixo indice pluviométrico e quantidade de radia¢édo solar (THIRUMURUGAN
et al., 2018; KHARE et al., 2020).

Muitas dessas substancias bioativas tém importancia nos habitos da
humanidade, incluindo beneficios cosméticos, alimentares, medicinais e
farmacéuticos (SARKER; NAHAR, 2018; SWALLAH et al., 2020). Por isso, os
metabdlitos secundarios sdo indicados por varios estudos como possuidores de
atividades biolégicas comprovadas, como antioxidante, anticancer, anti-inflamatoria,
antimicrobiana, entre outras (ZHAO; WANG; XU, 2021).

As principais classes de metabdlitos secundarios sdo os compostos fendlicos,
dentre eles estdo os flavonoides, como os flavondis e as antocianidinas, além dos

alcaloides; terpenos, saponinas e esteroides (THIRUMURUGAN et al., 2018).

2.5.2Potencial Toxicoldgico

Apesar dos inumeros beneficios, 0 uso exacerbado desses recursos naturais
pode ser prejudicial a saude humana. Por se tratar de organismos complexos, as
plantas podem produzir substancias nocivas através do seu metabolismo para sua
protecdo, devendo o individuo atentar para alguns fatores que influenciam niveis de
toxicidade ao utiliza-las, como dosagem, modo de utilizagcdo e frequéncia de
administracdo (HUDSON et a¢., 2018; ODEYEMI; BRADLEY, 2018). Dessa maneira,
cresce 0 numero de pesquisas cientificas que buscam investigar o potencial
toxicoldgico das plantas visando mitigar esses efeitos para usufruto de suas atividades
biologicas (TROTTER; LOGAN, 2019; SUNTAR, 2020).

Muitas dessas pesquisas envolvem o uso de animais experimentais, tendo em
vista que a seguranca para a realizacdo de testes em humanos como primeira
avaliacao é incerta (SAGANUWAN, 2017; BELOVICOVA et al., 2017 LILLEY et al.,
2020). Dessa maneira, apesar dos grandes avancos da ciéncia no emprego de
técnicas in vitro, esses experimentos continuam a utilizar rotineiramente modelos
animais por sua homologia comparada ao organismo humano a nivel fisiolégico e de
resposta medicamentosa, sendo as espécies de pequeno porte, incluindo
camundongos e ratos, as mais utilizadas (SAGANUWAN et al., 2017; RAMAKER, M.
J.; DULAWA, 2017; REINER et al., 2019).
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As informacdes toxicologicas ndo s6 de produtos naturais, como sintéticos
também, sdo essenciais para a conducado de um tratamento adequado para pacientes,
independente da enfermidade (SAGANUWAN et al., 2017). Por isso, o foco no estudo
toxicologico de espécies pertencentes a biomas e ecossistemas que imponham
diferentes caracteristicas adaptativas para as plantas é crescente, tendo em vista as
funcionalidades fisiologicas e metabdlicas dessas plantas na producéo de compostos
organicos com atividades biolégicas que reflitam sua utilizacdo etnobotanica no
tratamento de doencas (PIERCE et al., 2021; KUMAR et al., 2021).

2.6 ECOSSISTEMA MANGUEZAL

O manguezal pode ser classificado como um ecossistema estuarino de
transicdo entre os biomas terrestres e marinhos, possuindo plantas e animais com
adaptacdes fisioldgicas e morfoldgicas para sobrevivéncia nesse meio (WANG et al.,
2019; STEINMULLHER et al., 2020). Conhecido popularmente como mangue, é
amplamente distribuido em regifes de climas tropicais e subtropicais que facilitam a
interacdo de uma diversidade de macro e micro-organismos (DOS SANTOS; LANA,
2017).

No Brasil, os manguezais podem ser encontrados por quase toda a costa,
estimando-se segundo o Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade -
ICMBIO (2018) cerca de 1,3 milhdes de hectares (ha) existentes. Ainda de acordo
com esse estudo, é muito provavel que 25% dos manguezais brasileiros tenham sido
destruidos desde o inicio do século 20, sendo que as regides Nordeste e Sudeste
estdo a frente no quesito desmatamento. Apesar disso, cresceu o nimero de Areas
de Preservacdo Permanente (APP) que cobrem uma area de 1.211.444 hectares, 0
gue representa 87% de todo ecossistema no Brasil.

Uma caracteristica importante dos seus solos € a grande quantidade de matéria
organica, devido a decomposicdo superficial de fatores bidticos, o que Ihes
proporciona uma coloracéo cinza-escura (ATWOOD et al., 2017; KIDA et al., 2017). A
alta salinidade é outro fator caracteristico desses solos, em decorréncia da sua
proximidade com o mar, o que forca as espécies representantes da flora desse
ecossistema a possuirem estruturas adaptativas excretoras de sal (KIDA et al., 2017;
GARCIA et al., 2017).
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O manguezal possui uma grande importancia biolégica para os processos de
transferéncia de energia que abastece as relacdes especificas nas cadeias
alimentares nele presentes (ENGKU ARIFF;, SEMAN KAMARULZAMAN,;
SURATMAN, 2021). Além de fornecer abrigo para inUmeras espécies, o0 mangue
modula a manutencdo do equilibrio ecolégico, através do fornecimento e reciclagem
de nutrientes em diferentes escalas de disponibilidade (ALONGI, 2018). Na fauna
desse ambiente estdo presentes moluscos, crustaceos, peixes, anfibios, répteis e
mamiferos que se beneficiam em seus ciclos reprodutivos na alimentacao, reproducéo
e protecdo em sua subsisténcia (IDRUS; SYUKUR; ZULKIFLI, 2019).

Apesar dos esfor¢cos para preservar sua importancia ecoldgica, o ecossistema
manguezal encontra-se entre os ambientes naturais mais ameacados do mundo.
Muito desse fato se deve pelas destruicbes causadas pela acdo antropica ao passo
que, por meio desta, sdo construidas areas de urbanizacdo, que por sua vez levam
ao desmatamento e a poluicdo por residuos nocivos a biosfera (SANTOS et al., 2019;
KESAVAN et al., 2021). O desmatamento est4 associado as praticas de agricultura,
aquicultura e extracdo madeireira 0 que acarreta em impactos irreversiveis para esse
ecossistema. Entre os principais impactos ocasionados por essa pratica, temos a
perda de um rico material botanico que s6 existe exclusivamente nesse ecossistema
(CHOWDHURY et al., 2017).

Muitos desconhecem as capacidades medicinais que possuem as espécies
representantes da flora do mangue. Em sua grande maioria hal6fitas e capazes de
suportar solos com alto teor salino e baixa oxigenacao por conta de suas adaptacées
fisiologicas (KODIKARA et al.,, 2017). No manguezal do Nordeste brasileiro séo
encontradas as seguintes espécies botanicas: Rhizophora mangle L., Avicennia
schaueriana Stapf. & Leech, A. germinans L., Laguncularia racemosa (L.) C. F. Gaertn
e Conocarpus erectus L. (COSTA; MAIA; CAVALCANTI, 2012). Tendo em vista o
potencial medicinal dessas espécies, torna necessario uma maior intensificacdo das
politicas publicas através do aperfeicoamento das APP para a preservacao desse
habitat e suas familias botanicas (DE ANDRADE; FONSECA, 2020).
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2.7 FAMILIA COMBRETACEAE

A familia Combretaceae abrange mais de 600 espécies distribuidas em cerca
de 20 géneros, que ocorrem em clima tropical e ambientes quentes em todos 0s
continentes, apresentando diversidade maior na Asia e Africa. Seus representantes
podem ir desde regifes semiaridas a florestas umidas e de mangue (FAMEN et al.,
2020; MANOHAR, 2021).

Com relagdo a classificacdo, essa familia pode ser dividida em duas
subfamilias. A Strephonematoideae possui um uanico género, o Strephonema,
distribuido exclusivamente no continente africano, enquanto a subfamilia
Combretoideae possui distribuicdo mais ampla e também uma diversidade maior de
espécies representantes dos seus 19 géneros, sendo seis destes presentes no Brasil,
como é o caso dos géneros: Buchenavia, Combretum, Canocarpus, Laguncularia,
Quisqualis e Terminalia (GERE et al., 2015; MAURIN et al., 2017; ONEFELI; STANYS,
2019).

A literatura cientifica indica o vasto potencial medicinal dessa familia através
de atividades biolégicas comprovadas como atividade cicatrizante (BARBOZA et al.,
2020), antiasmatica (CHEDI; MANDAWARI, 2018), antioxidante e antibacteriana
(ELVIRE et al., 2018). Muitas dessas atividades podem estar relacionadas a presenca
de compostos bioativos identificados e isolados por meios de estudos fitoquimicos,
como € o caso dos flavonoides, taninos, cumarinas, triterpenos pentaciclicos,
saponinas e derivados do acido elagico (TOTH; HOHMANN:; VASAS, 2017; SOBEH
et al., 2019).

2.7.1Laguncularia racemosa

Laguncularia racemosa (L.) C. F. Gaertn (Figura 6) pertence a familia
Combretaceae e é a Unica espécie representante do género Laguncularia, sendo
popularmente conhecida como mangue branco ou tinteira. E uma planta haléfita
exclusiva do ecossistema manguezal, frequentemente encontrada em regides
proximas ao ambiente marinho (LONARD et al., 2020). Ela possui ampla distribuicéo
geografica nas trés por¢cdes do continente americano e em partes da Africa e Asia,
ocorrendo predominante em paises com clima tropical e subtropical como é o caso do
Brasil (HAYES et al., 2020; LONARD et al., 2020)
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Fonte: http://cifonauta.cebimar.usp.br/media/549/ - Acesso em: 03 Jan 2023.
2.7.1.1 Aspectos Morfologicos

Em relagdo a sua morfologia, 0 mangue branco possui raizes pneumatoforas
com geotropismo negativo, uma caracteristica adaptativa em funcdo do baixo
percentual de oxigénio presente no solo dos manguezais provocado pelo processo de
encharcamento (ATWOOD et al., 2017; LONARD et al., 2020). Essas raizes possuem
estruturas chamadas lenticelas que fazem o papel de auxiliar nas trocas gasosas. O
caule confere um porte arboreo e possui casca aspera e dura, de coloragédo
acinzentada e superficie fissurada (HE et al., 2019; LONARD et al., 2020).

As folhas (Figura 7) sé@o coriaceas arredondadas de peciolo avermelhado curto
e limbo alongado, se apresentando em disposi¢do geralmente oposta, mas também
aparecem em espiral (LONARD et al., 2020). Sédo nas folhas que encontramos uma
das caracteristicas mais marcantes da espécie, as glandulas de sal. Essas estruturas
adaptativas sdo responsaveis por conferir a L. racemosa a capacidade de eliminar o
excesso de sal absorvido do solo e suportar ambientes limitrofes entre o mar e o
manguezal (LUTTGE et al., 2019; LONARD et al., 2020).
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Figura 7 - Folhas e flores de L. racemosa (Combretaceae).

Fonte: http://cifonauta.cebimar.usp.br/media/568/ - Acesso em: 03 Jan 2023.

As flores se apresentam em aglomerados, unissexuais ou bissexuais, com
pétalas arredondas e cobertas de pelos (Figura 7). Os frutos sédo do tipo drupa com
sementes globosas, produzidos em grandes quantidades por plantas ovuladas
(LONARD et al., 2020).

2.7.1.2 Consideracdes Bioldgicas

Apesar dos inUmeros relatos sobre a ecologia de L. racemosa sao poucos 0s
estudos que retratam suas atividades biologicas, bem como a sua caracterizacao
fitoquimica. Os estudos que envolvem ecologia encontrados em periddicos costuma
focar nas adaptacdes fisiologicas relacionadas ao meio, principalmente no que diz
respeito as trocas gasosas e resisténcia a salinidade (SOBRADO, 2005; SOBRADO,
2007). Alem das interacdes especificas com outros organismos do seu habitat
(SMITH; WILCOX; LESSMANN, 2009; LIU, 2020).

No que diz respeito ao potencial farmacoldgico, os poucos estudos que foram
realizados estdo relacionados a atividade antioxidante, relatada por Xue et al. (2008),
atividade moluscicida descrita por Mendes et al. (2018) e a pesquisa desenvolvida por
Pinho et al. (2014) sobre as atividades antibacteriana e, também, anti-inflamatoria na
inibicdo da fosfolipase A2 (PLA-2). No mesmo estudo, também foram analisados o
perfil fitoquimico do extrato metandlico da planta e descritos a presenca de taninos e

10 flavonoides glicosados. Anteriormente, ja havia sido relatado o isolamento de
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compostos fendlicos pertencentes a classe das flavonas e flavononas (SHI et al.,
2010).

Nesse contexto, tendo em vista o potencial metabdlico, o presente trabalho
visou utilizar as folhas do mangue branco, coletadas no manguezal da llha de
Itamaraca - PE, como alternativa medicinal associada ao tratamento de infecdes

respiratorias e fornecer insights sobre a seguranca do uso.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 COLETA DO MATERIAL VEGETAL E OBTENCAO DO EXTRATO DAS
FOLHAS DE L. racemosa

As folhas da espécie L. racemosa foram coletadas no manguezal de Iltamaraca
(7° 14" 17" Sul, 35° 36' 57" Oeste — 247 m), litoral Norte do Estado de Pernambuco,
identificada e depositada no Herbario UFP- Geraldo Mariz, localizado no centro de
Biociéncias da Universidade Federal de Pernambuco, sob o nimero de tombamento
83.203. O acesso ao material vegetal foi registrado no Sistema Nacional de Gestéo
do Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado - SisGen sob o
protocolo A32BAC6 (Anexo A).

Os extratos hexanico (EHLY), etandlico (EELr) e em acetato de etila (EALr) de
folhas de L. racemosa foram obtidos no Laboratério de Prospeccéo
Farmacotoxicoldgica de Produtos Bioativos (BIOFARMATOX), do Departamento de
Antibitticos, da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).

O material foi submetido a secagem em estufa (40 °C) por um periodo de 14
dias e, posteriormente, trituradas em moinho de facas. Em seguida, o material vegetal
(200 g) foi submetido a maceracdo com solventes (2 litros) em ordem crescente de
polaridade (hexano, acetato de etila e etanol), sob agitacdo, por trés vezes
consecutivas, em intervalos de 72 h cada. Os extratos foram filtrados e os solventes
foram totalmente retirados com o auxilio de um evaporador rotativo a baixa pressao.

O desenho experimental do trabalho est4 expresso na Figura 8. Calculou-se o

rendimento total dos extratos, de acordo com a férmula:

Re (%) = Massa do extrato x 100

Massa de folhas
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Figura 8 - Desenho experimental.
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3.2 ESTUDO FITOQUIMICO

3.2.1 Cromatografia em camada delgada (CCD)

As amostras (EHLr, EELr e EALr) e os padrbes foram aplicados de forma
manual em placas cromatograficas de silica gel 60 - Fzssa (Macherey-Nagel®,
Alemanha). As placas foram desenvolvidas em cubas apods saturacdo com a fase
movel (Quadro 1). A cuba foi saturada durante 15 minutos a temperatura ambiente.
As bandas foram aplicadas com largura de 1,0 cm e com uma distancia entre elas e
das bordas das placas de 0,5 cm. O tamanho da largura e do comprimento das placas
cromatograficas foi de 10 cm. As amostras foram aplicadas a 0,5 cm da origem e com
término 0,5 cm do final da placa. Apés a eluicdo das placas, as mesmas foram secas
a temperatura ambiente, e observadas sob luz ultravioleta de 254 e 365 nm e luz
visivel em seguida foram digitalizadas. Na sequéncia, foram reveladas com reagentes
especificos para cada metabdlito (Tabela 1). As bandas obtidas foram comparadas as
bandas dos padrbes correspondentes. A aplicacdo nas placas sempre seguiu a

ordem: acetato de etila-etanol-hexano-padréo.

Tabela 1 — Condicdes cromatogréficas para identificacéo do perfil guimico por CCD.

Classe de metabdlito  Sistema Padréo Revelador
Derivados cinamicos  (90:5:5) Acido clorogénico AICl3
Flavonoides (90:5:5) Rutina AICl3
Taninos hidrolisdveis  (90:5:5) Acido galico FeCls
Taninos condensados (90:5:5) Catequina Vanilina Cloridrica + A
Cumarinas (50:50:50) Cumarina KOH
Terpenos/Esteroides  (90:10) B-sitosterol Liebermann-Burchard + A
Saponinas (16:10:2,5) Escina Liebermann-Burchard + A
Antracénicos (20:30:15:0,5) Senosideo B HNOs + A + KOH
AcUcares (100:11:11:27) Frutose Timol + H2SO4 + A
Alcaloides (70:20:10) Piperina Dragendorff

AICIs: Cloreto de aluminio a 5% em metanol; FeCls: Cloreto férrico; A: Aquecimento; KOH: hidréxido de
potassio; HNOz: Acido nitrico; H2SOa: Acido sulftrico. 90:5:5 = Acetato de etila, acido férmico e agua;
50:50:50 = Tolueno, eter etilico e acido acético glacial (saturacao); 90:10 = Tolueno, acetato de etila;
100:11:11:26 = Acetato de etila, acido acético glacial, acido férmico e agua; 16:10:2,5 = Cloroférmio,
metanol e agua; 20:30:15:0,5 = Acetato de etila, alcool n-butilico, agua e acido acético glacial; 70:20:10

= Tolueno, acetato de etila, dietilamina.
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3.2.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplado a detector arranjo
fotodiodo (CLAE-DAD)

A andlise do EELr por CLAE foi realizada num sistema de HPLC Ultimate 3000
(Thermo Fisher Scientific, EUA), acoplado a um detector arranjo de fotodiodo (DAD;
Thermo Fisher Scientific) e equipado com bomba binaria (HPG-3x00RS, Thermo
Fisher Scientific), degaseificador e amostrador automatico equipado com um loop de
20 pL (ACC-3000, Thermo Fisher Scientific). Os comprimentos de onda de andlise
foram 270 e 350 nm. As separacdes cromatograficas foram obtidas com uma coluna
C18 (250 mm x 4,6 mm d.i., 5 um) Supelco® equipada com pré-coluna (C18 de 4 mm
x 3,9 m; Phenomenex®). As separacdes foram efetuadas a temperatura de 24 + 1 °C.
A fase movel foi constituida por 4gua ultrapura (A) e metanol (B), ambos acidificados
com acido trifluoroacético a 0,05%, e fluxo ajustado a 0,8 mL/min. Um programa de
gradiente foi aplicado como segue: 0-10 min, 5-20% de B; 10-14 min, 20-25% de B;
14-18 min, 25-40% de B; 18-25 min, 40-80 de B; 25-30 min, 80% de B; 30-34 min,
80% de B; 34-3 min, 5%B. Os dados foram analisados, apés a injecdo em triplicata, e

processados usando o software Chromeleon (Dionex/Thermo Fisher Scientific, EUA).

3.2.3 Cromatografia gasosa acoplada a espectrofotémetro de massas (GC-MS)

Para a andlise dos EHLr e EALr por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM), fez-se o uso de um cromatégrafo gasoso modelo
CG-MSQP5050 A, marca Shimadzu, com fonte impacto de elétrons e analisador
quadrupolo. As colunas utilizadas foram CarbolWAX e 5% metil-fenil silicone. As
condi¢bes de corrida foram: temperatura do forno 70 °C com um aumento de 4 °C/min
até 280 °C, quando alcancada a temperatura a mesma foi mantida durante 15 min. O
gas transportador foi hélio, com uma velocidade de fluxo constante de 1,4 mL/min. A
temperatura da fonte de ionizag&o foi mantida a 280 °C, a energia de ionizagéo 70 eV
e a corrente de ionizacdo 0,7 kV. Os espectros de massa foram registados em 30-450
m/z. Os componentes individuais foram identificados pelo seu espectro de massa

correspondentes a 70 eV.
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3.2.4 Determinacdo do conteaddo de fendis totais, flavondis e

proantocianidinas dos extratos de L. racemosa

3.2.4.1 Teor de fendis totais dos extratos de L. racemosa

As dosagens de compostos fendélicos dos extratos (EHLr, EELr e EALr) foram
determinadas por meio do reagente de Folin-Ciocalteu, como modificacées e em
triplicata, segundo a metodologia proposta por Li et al. (2008). Os extratos (1 mg/mL),
separadamente, foram adicionados em tubos de ensaios contendo 1 mL de reagente
de Folin-Ciocalteu (1:1 v/v) e permaneceram em repouso (protegidos da luz) por 3
minutos. Em seguida, 0,8 mL de carbonato de sodio 7,5% foram adicionados e a
mistura foi incubada durante 120 minutos em ambiente escuro. Em seguida, as
absorbancias foram lidas em espectrofotbmetro com comprimento de onda A= 765
nm. O acido galico foi utilizado para a calibracéo da curva padréo. Os resultados foram

expressos em miligramas equivalente de acido galico (mg EAG/Q).

3.2.4.2 Teor de proantocianidina dos extratos de L. racemosa

A quantificacdo de proantocianidinas em EHLr, EELr e EALr foi baseada na
metodologia Sun et al. (1998), com adaptacdes. Um volume de 0,5 mL dos extratos
foi misturado a 3 mL de solugéo a 4% de vanilinametanol e 1,5 mL de acido cloridrico.
Para o preparo do branco foram 3 mL da solucéo de vanilina-metanol a 4% e, 1,5 mL
de acido cloridrico. Uma curva padrdo com quercetina foi realizada para obter a
equacao Y = 0,023 x + 0,1509, R2 = 0,9956. As preparacgOes ficaram em repouso
durante 15 minutos e depois foram lidas a 500 nm. Os conteudos de proantocianidina

foram expressos como catequina equivalentes (mg EC/g).
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3.2.4.3 Teor de flavonodis dos extratos de L. racemosa

Uma aliguonta de solucéo de AICls a 2% (0,5 mL) foi adicionada a 1 mL dos
extratos (EHLr, EELr e EALr) e posteriormente 0,5 mL de &gua, HCI, CHsCOONa
(cada na concentracéo de 1 M) foi adicionado. As concentracdes das solu¢cdes padrao
de flavondéis foram de 100 uM. A quercetina (faixa de concentragdo de 50-500 uM) foi
escolhida como o composto de referéncia A mistura foi agitada vigorosamente e apés
10 min de incubagdo em temperatura ambiente, foi submetida a andlise espectral na
faixa de 300-600 nm. O experimento foi realizado em triplicata e os resultados

expressos em miligramas equivalentes de quercetina (mg EQ/g) (PEKAL et al., 2014).

3.3 ESTUDO ANTIOXIDANTE

3.3.1 Avaliacdo da atividade antioxidante pelo método de DPPH

Neste ensaio, a atividade sequestradora de radical livre dos extratos (EHLr,
EELr e EALr) foi medida em termos de doacéo de hidrogénio, com a utilizacdo do
radical estavel 2,2-difenill- picrilhidrazil (DPPH) (BRAND-WILLIAMS, 1995 com
modificacdes). Foram misturados 250 pL da solu¢do de DPPH (1 mM) a 40 uL de
diferentes concentragdes dos extratos (31,25; 62,5; 125; 250; 500; 1.000 pg/mL), em
triplicata. Apos 30 minutos, sob protecdo da luz, foi medida a absorbancia com o
auxilio de um espectrofotbmetro com comprimento de onda de 517 nm. O &cido gélico

foi utilizado como referéncia. O sequestro de radicais DPPH foi calculado pela férmula:

DPPH (%) = Absorbéncia do controle — Absorbancia da amostra  x 100

Absorbancia do controle
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3.3.2 Avaliacdo da atividade antioxidante pelo método de ABTS

O ensaio de eliminagéo de radicais ABTS foi realizado de acordo com Re et al.
(1999) com modificacdes. Foi preparada uma solucéo do radical ABTS dissolvendo 7
mM do ABTS em 2,45 mM de persulfato de potassio (K2S20s). A mistura foi deixada
em repouso durante 16 horas (tempo necessario para a formacdo do radical) no
escuro e a temperatura ambiente antes da utilizacdo. Esta solugdo previamente
preparada foi diluida em etanol para se obter uma absorbancia de 0,70 £ 0,02 a 734
nm. Para o método de ABTS, foram misturados 20 pL dos extratos com a solucéo de
ABTS e deixados em repouso durante 6 min. Em seguida, foi lida a absorbancia a 734
nm. A eliminacdo dos radicais ABTS foi estimada em porcentagem apés o calculo da
inibicdo dos radicais, feito pela seguinte formula:

Inibicdo (%) = Absorbancia do controle — Absorbancia da amostra  x 100

Absorbancia do controle

3.3.3 Avaliacédo da atividade antioxidante pelo método de fosfomolibdénio

A atividade antioxidante determinada pelo método do fosfomolibdénio se baseia
na determinacdo espectrofotométrica da reducdo do Mo** a Mo*>, com formacéo
subsequente de fosfato de Mo*>, que apresenta absorcdo maxima a 695 nm (PRIETO
et al., 1999). Aliquotas de 0,1 mL de cada extrato (1 mg/mL) foram dissolvidas em
agua destilada e acrescidas de 1 mL da solugcéo reagente (acido sulfurico 600 mM,
fosfato de sédio 28 mM e molibdato de ambénio 4 mM). As amostras (EHLr, EELr e
EALr) foram mantidas em tubos fechados e incubados a 90 °C por 90 minutos. Apds
resfriamento, a temperatura ambiente, foi determinada a absorbancia no comprimento
de onda de 695 nm. A atividade capacidade antioxidante total (CAT) foi expressa em

relacdo ao acido ascorbico e calculada pela férmula:

Absorbancia do branco — Absorbéncia da amostra x 100

CAT (%) = Absorbancia do acido ascoérbico — Absorbancia do branco
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3.4 ENSAIOS BIOLOGICOS

3.4.1 Obtencéo e cultura de células

Para a obtencé@o das células mononucleares de sangue periférico (PBMC -
linfécitos e mondcitos) foi utilizado o sangue de voluntarios sadios coletados em tubos
tipo Vacutainer contendo solugéo de Heparina (BD Vacutainer®) como anticoagulante.
Apbs a coleta, 6 mL de sangue foram diluidos em 3 mL de tampé&o fosfato-salino (PBS)
e adicionados vagarosamente em outro tubo contendo 2 mL de Ficoll®-Hypaque
(Sigma). Em seguida, o tubo foi centrifugado a 1500 rpm por 30 minutos para a
separacao das fases da solucdo. Devido a formacédo de um gradiente de densidade
pelo Ficoll, as células mononucleares concentraram-se na camada localizada ao meio,
entre o plasma (fase clara) e os eritrdcitos (fase escura). O experimento foi realizado
de acordo com as normas aprovadas pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos da Universidade Federal de Pernambuco (processo n°
61757616.0.0000.508). As PBMC foram transferidas para outro tubo ao qual foram
acrescidos PBS até o volume final de 11 mL, sendo entdo centrifugados por 20
minutos a 1000 rpm.

O sobrenadante foi descartado e o pellet de PBMC foi ressuspendido em meio
RPMI 1640 suplementado com 20% de soro fetal bovino e 1% de antibiéticos (para
obter uma concentragdo final de 100 U/mL de penicilina e 100 pg/mL de
estreptomicina). Fitohemaglutinina 2% (Sigma), um agente mitogénico, foi adicionado
ao meio para estimular a proliferacdo dos linfocitos. As células foram contadas e
diluidas para uma concentracéao final de 1 x 10° células/mL.

Para obtencdo de hemacias, foi utilizado o sangue periférico de camundongos.
Os eritrocitos foram lavados trés vezes em solugéo salina (NaCl 0,9% + CaClz 10 mM)
e centrifugados (790 g/5 min). O sobrenadante foi descartado e os eritrécitos foram
ressuspendidos em solugédo de NaCl 0,9% para se obter uma suspensao de eritrécitos
a 2%. Ja para coleta de macréfagos, foi injetado 1,5 ml de tioglicolato a 4% via
intraperitoneal em camundongos e, 5 dias apods, as células foram colhidas por
lavagem peritoneal com 5 mL de RPMI 1640 suplementado com 20% de soro fetal
bovino e 1% de antibidticos (para obter uma concentragdo final de 100 U/mL de
penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina). As células foram lavadas uma vez com o

mesmo meio e 5x10° de células peritoneais no mesmo meio de cultura foram entédo
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adicionadas a cada poco de placas de 98 pocos. As células foram incubadas durante
a noite a 37°C. As placas foram entdo lavadas duas vezes com 0,5 mL de HBSS
(solucéo de sais balanceados de Hank) sem Ca?* e Mg?*, para remover as células ndo
aderentes. Os procedimentos in vitro e in vivo envolvendo camundongos foram
submetidos & aprovacéo do Comissio de Etica em Experimentacdo Animal da UFPE
(Processo n° 0076/2022) (Anexo B).

3.4.2 Animais

Para os experimentos com animais, foi utilizado o extrato que demonstrou ser
mais ativo nos testes antioxidantes in vitro e com perfil fitoquimico promissor. Foram
utilizados camundongos albinos Swiss de ambos o0s sexos e Balb/c fémeas (massa =
30-35q), provenientes do Biotério do Departamento de Antibiéticos da UFPE. Os
animais foram mantidos em caixas de polipropileno a temperatura de 22 + 2 °C, com
ciclo claro/escuro de 12 horas, recebendo racdo balanceada e agua ad libitum. O

projeto foi devidamente aprovado pela CEUA (Processo n° 0076/2022).

3.5 ESTUDO TOXICOLOGICO

3.5.1 Ensaio de viabilidade celular frente a PBMC

As PBMC foram plaqueadas (placa de 96 pocos) na concentracéo de 1,0 x 10°
células/mL e mantidas sob incubacéo por 24 horas a 37° C e 5% CO2. Os extratos
(EHLr, EELr e EALY), previamente dissolvidos em DMSO 10% (5 mg/mL), foram
diluidos em série em meio RPMI para obtencdo das concentracdes finais (0,048-
25ug/mL) e foram adicionados (100 uL/pogo) as placas contendo os linfocitos. A
doxorrubicina foi utilizada como padrédo nas mesmas concentragdes. Apds um periodo
de incubagao de 72 horas, foi adicionado 25 L de solugdo de MTT (5 mg/mL), e a
placa foi colocada na estufa a 5% de CO:2 por 3 horas. Em seguida, as placas foram
centrifugadas a 3.000 rpm por 10 minutos, tendo o sobrenadante aspirado e seu
precipitado ressuspendido em 100 yL de DMSO e agitado por 30 minutos, até

completar a dissolucéo dos cristais de formazan (BUARQUE et al., 2011).
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3.5.2 Avaliacédo da atividade hemolitica

Este ensaio foi realizado em placas de 96 pocos, distribuidos da seguinte
forma: 100 pL de solucéo salina (controle negativo); 50 pL da solucéo salina e 50 pL
do veiculo (DMSO 10%); 80 uL de solucédo salina + 20 pL de Triton X — 100 a 1%
(controle positivo); 100 uL de solucdo salina + 100 yL dos extratos (EHLr, EELr e
EALr) separadamente diluidos em DMSO a 10% e distribuidos nos pog¢os. Em
seguida, 100 pL da suspensdo de eritrocitos foram distribuidos em todos 0s pogos.

Apos incubacédo de 1 h, sob agitacdo constante em aparelho agitador de Kline
a temperatura ambiente, a placa permaneceu em repouso por um periodo de 1 h,
onde o sobrenadante foi transferido para outra placa e a absorbancia foi medida em
um leitor de microplacas no comprimento de onda de 540 nm. Amostras com valores
de CH% (concentracdo capaz de hemolisar 50% das heméacias) >200 pg/mL foram
consideradas hemoliticas. O experimento foi realizado em triplicata (COSTA-LOTUFO

et al., 2002, com modificagdes).

3.5.3 Ensaio toxicoldgico néo clinico agudo

Este experimento foi realizado de acordo com as normas descritas na OECD
n°423 (2001) e na Resolugado n° 90 de 2004, que dispde sobre a publicagao do “Guia
para a realizacao de estudos de toxicidade pré-clinica de fitoterapicos".

Os camundongos foram submetidos a um jejum 12 horas e divididos em 2
grupos (n = 3 fémeas). Os grupos receberam veiculo (NaCl 0,9%) como controle e
EELr na dose Unica de 2.000 mg/kg, por via oral (gavagem). Os animais foram
observados na primeira hora, apés a administracdo, pelo método de screening
hipocréatico (MALONE, ROBICHAUD, 1962). Durante os 14 dias de observacéao, foram
mensurados diariamente o consumo de agua, ragdo e a massa corpOrea dos animais.

Ao término desse periodo, 0os animais foram anestesiados (cetamina 300 mg/kg
+ xilazina 30 mg/kg) para a coleta de uma amostra de sangue destinada a realizagao
de exames hematologicos e bioquimicos. Apdés a coleta, os animais foram
eutanasiados e seus 0rgaos vitais retirados (figado, baco, rim direito e rim esquerdo),

pesados e examinados macroscopicamente.
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Como ndo houve nenhum evento de morte, o experimento foi repetido (n =3
fémeas), para se obter um numero final de 6 animais por grupo, conforme
recomendado pela OECD. A massa relativa dos 6rgaos foi mensurada pela formula:

Massa Relativa: Massa do 6rgao x 100

Massa do animal

3.6 ESTUDO ANTI-INFLAMATORIO

3.6.1 Atividade anti-inflamatéria in vitro

Os macréfagos peritoneais murinos foram plagueados a concentragéo de 3x10°
células/mL, em placa de 96 pocos com meio DMEM suplementado com 10 % de SFB
e 1% de antibidtico e incubados a 37 °C, por 24 horas, para aderéncia. Ap0s esse
tempo, as células foram estimuladas com LPS (Escherichia coli 055: B5; Sigma, St.
Louis, MO, USA), por 1 h (5 pg/mL) e em seguida, tratadas com os extratos de L.
racemosa por 24 h, nas concentracbes de 1,56 — 12,5 pL (concentracbes
estabelecidas através do intervalo de viabilidade celular averiguado pelo ensaio de
MTT) em triplicata de pocos.

A dexametasona (10 yg/mL) usada como padrao e Nw-Nitro-L-arginina metil
ester (L-NAME, 25 pg/mL), como inibidor da enzima éxido nitrico sintase, foram
usadas como controles positivos (LEE et al., 2017). Apos 24 horas, recolheu-se 100
uL de sobrenadante celular para dosagem da concentracdo de nitrito/nitrato (indicativa
da producdo de NO) pelo reagente de Griess, e 100 yuL para a quantificacdo das
citocinas, utilizando os kits comerciais de ELISA (Invitrogen, EUA). Foram realizados
trés experimentos independentes em triplicata.

Misturado o sobrenadante, ao mesmo volume de reagente de Griess (100 pL)
(1% sulfanilamida em acido fosférico 5% e 0,1 % de diidrocloreto de
naftiletilenodiamina em agua; 1:1, Sigma) em uma placa de 96 pocos, foram
incubados durante 10 min ao escuro. A concentragdo de nitrito foi calculada com
referéncia a uma curva padrdo obtida usando NaNO:2, utilizando-se uma diluicdo

seriada 100 — 1 pL da solucéo padréo de nitrito de sodio preparada em DMEM.
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A absorbancia foi medida em 540 nm utilizando um leitor de placas de Elisa
Spectra Softmax (IGNACIO et al., 2001).

3.6.2 Leséo pulmonar aguda induzida por LPS

Trinta e seis camundongos Balb/c fémeas foram divididos em seis grupos de 6
animais: controle (NaCl 0,9%); LPS; LPS + dexa (dexametasona 5 mg/kg); LPS + EELr
50 mg/kg; LPS + EELr 100 mg/kg; LPS + EELr 200 mg/kg. Os animais foram
desafiados com 25 pL de lipopolissacarideo (25 mg/uL de NaCl 0,9%) por instilagao
intranasal, exceto os animais do grupo controle. Apds 24, 48 e 72 horas 0s animais
receberam por gavagem solucao de cloreto de sédio, dexametasona ou o EELr, de
acordo com 0s seus respectivos grupos. Apos 96 horas de induzida a inflamacéo, os
animais foram eutanasiados por sobredosagem de anestésico (cetamina 300 mg/kg +
xilazina 30 mg/kg) e o lavado broncoalveolar (LBA) foi coletado para analise de
migracao leucocitaria e niveis de NO. A porc¢édo do tecido pulmonar foi coletada para
a determinacgéo da atividade da enzima MPO e dosagem de citocinas (adaptado de LI
et al., 2019).

3.6.2.1 Determinacédo da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO)

O experimento foi realizado em triplicata, utilizando microplacas de 96 pocos.
O ensaio consistiu na utilizacdo de 20 puL de sobrenadante do homogenato dos
pulmdes em 80 pL de H20:2 (concentracéo final 0,147 mM) diluida em tampé&o fosfato
50 mM pH 6,0 contendo dicloridrato de dianisidina (concentracao final de 0,526 mM).
As amostras foram lidas em leitor de microplacas no comprimento de onda de 460 nm
e os resultados foram expressos em densidade 6tica/tecido (Do/tecido) (BRADLEY et
al., 1982).
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3.6.2.2 Quantificacéo dos niveis de oxido nitrico (NO)

Para avaliar a producdo de NO, a concentragdo de nitrito (metabdlito estavel
do NO) foi medida pelo LBA dos animais. Uma aliquota de 50 puL de amostra foi
transferida para uma microplaca e incubada com 50 pL de reagente de Griess
modificado (sulfanilamida 1%, N-(1-naftil) etilenodiamina dicloridrato 0,1%, H3PO45%)
por 10 minutos em temperatura ambiente e protegido da luz. A absorbéncia foi medida
em 540 nm em leitor de microplacas e a concentracdo de nitrato foi calculada usando
uma curva padréo de nitrito de sodio (GIUSTARINI et al., 2008).

3.6.2.3 Quantificagcédo das concentragdes de citocinas

Foi realizada a quantificacdo dos niveis de IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, TNF-a
e IFN-y do sobrenadante do homogenato dos pulmdes, por meio de kit BD Cytometric
Bead Array (CBA) Mouse Th1/Th2/Th17 Cytokine, utilizando um sistema reagente
especifico para camundongos, de acordo com as instrucbes do fabricante

(eBioscience, San Diego, Califérnia, EUA). Os resultados foram expressos em pg/mL.

3.6.2.4 Analise histopatoldgica e histoquimica do colageno

Os tecidos pulmonares fixados em formalina tamponada a 10% foram
posteriormente desidratados e embebidos em parafina. Para exame histolégico,
secdes de 4 um dos tecidos fixados foram cortados com o auxilio de um micrémetro
e colocados em laminas de vidro, desparafinizados e corados sequencialmente com
hematoxilina-eosina (HE) para analise histopatol6gica em microscépio 6ptico.

Os tecidos também foram corados para a andlise da quantificacdo das fibras
de colageno com o auxilio da coloragéo de tricrbmio de Masson para determinagéo

da fibrose pulmonar.
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3.7 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo da média. Para
comparacgao multipla de resultados paramétricos foi utilizado o teste “t” de Student e
ANOVA, seguido de pos-teste Tukey. Para os ensaios biologicos in vitro foi utilizado
0 pos-teste Bonferroni. O nivel de significancia adotado foi p <0,05 e os dados foram

analisados através do software GraphPad Prism 7.0.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 RENDIMENTO DOS EXTRATOS DAS FOLHAS DE L. racemosa

O rendimento de EHLr, EALr e EELr em relacdo ao material de partida (massa
de folhas de L. racemosa trituradas) foi de 5,93%; 4,61% e 5,43%, respectivamente
(Tabela 2).

Tabela 2 - Rendimento dos extratos de folhas de L. racemosa.

Laguncularia racemosa EHLr EALr EELr
Massa das folhas (g) 200 200 200
Massa do extrato seco (g) 11,87 9,23 10,88
Rendimento (%) 5,93 4,61 5,43

EHLr — extrato hexanico. EALr — extrato acetato de etila. EELr -extrato etandlico.

A escolha das folhas de L. racemosa nesse estudo como o 6rgao vegetal para
a preparacdo dos extratos deveu-se aos relatos da literatura cientifica sobre uso
etnobotanico desta parte da planta no preparo de infusdes para o tratamento de
diarreias, feridas bucais e febre (BANDARANAYAKE, 2002; RODRIGUEZ, 2007).
Além disso, o uso popular de folhas para a producdo de extratos vegetais é uma
pratica muito comum, pois além de se tratar de um 6rgéo de facil renegeracao, a
depender da espécie, é nelas que geralmente concentra-se a maior demanda
metabdlica (BARBA; ESTEVE; FRIGOLA, 2014; SCHWEIGER et al., 2014).

Informacdes acerca do rendimento dos processos de extragcdo a partir de tecidos
de L. racemosa sdo escassos na literatura, em especial para o uso das folhas.
Entretanto, no estudo Reddy e Audipudi (2016), foi descrito que os extratos das folhas
da espécie apresentaram rendimento de 8,50% na extracao por metanol e 6,45% em
agua, sendo esses dados diferentes dos encontrados neste trabalho, o que segundo
Lefebvre, Destandau e Lesellier (2021) pode se dever a escolha do método de
extragao, bem como do solvente utilizado, que influenciam diretamente no rendimento
do extrato e dos compostos extraidos.

Ja Cruz, Marroquin e Caceres (2019) relataram percentuais de 1,72%; 0,38% e
11,60% para os extratos hexanico, acetato de etila e etandlico das folhas coletadas
na Guatemala. Para Cardone (2020), as condigbes ambientais onde a espécie é
encontrada também séo fatores que exercem influéncia na producao do metabolismo

vegetal. O tipo de clima ligado intimamente a temperatura, disponibilidade hidrica,
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composicdo e pH do solo, além do indice de incidéncia da radiacdo solar sao
elementos que devem ser levados em consideracdo no momento da coleta. Prevéy et
al. (2017) reitera que individuos de uma mesma espécie podem gerar quantidades de
compostos distintos quando em locais e periodos diferentes do ano.

Por se tratar de plantas localizadas em um habitat que lhes imp6&e adaptacdes
fisiologicas especificas para sobrevivéncia, o arsenal metabodlico de L. racemosa e
demais espécies de manguezal constituem interessantes candidatos para ensaios de
bioprospecc¢éo de atividades biologicas (MESQUITA et al., 2018; SAFWAT; HAMED
HELMY, 2018; KHALIL, 2020). Sendo assim, a utilizacdo dos extratos das folhas de
L. racemosa para investigacdo dos seus componentes fitoquimicos e seu potencial
farmacolégico pode, além de fundamentar a espécie como uma alternativa terapéutica
no tratamento de doencgas, estimular as estratégias de conservacdo do ecossistema

manguezal.

4.2 PERFIL FITOQUIMICO DOS EXTRATOS DAS FOLHAS DE L. racemosa

A identificacdo dos componentes majoritarios do metabolismo secundario
presentes nos extratos possibilitou o andamento do trabalho, realizando-o com base

nas atividades biolégicas caracteristicas destes compostos.

4.2.1 Analise por cromatografia em camada delgada (CCD)

Através da prospeccéo fitoquimica por CCD, foi possivel identificar flavonoides,
derivados cinamicos, triterpenos, esteroides, mono e sesquiterpenos nos extratos
(Tabela 3).

Tabela 3 - Classes de metabdlitos secundarios encontradas nos extratos das folhas de L. racemosa.

Classe de metabélitos secundarios EHLr EALr EELr
Derivados cinamicos - - +
Flavonoides - - +

Taninos hidrolisaveis - - R
Taninos condensados - - -

Cumarinas + - -
Terpenos/esteroides + + +
Saponinas - + +
Acgucares - - -
Alcaloides - + +

Legenda: (-) ausente; (+) presente.
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Os resultados estdo de acordo com as classes de metabdlitos encontradas por
Cruz; Marroquin e Caceres (2019) que detectaram flavonoides, cumarinas e
alcaloides, além de taninos e saponinas nos extratos hexanico, acetato de etila e
etandlico das folhas de L. racemosa. A auséncia de compostos identificados
anteriormente em outros estudos, mas ndo neste, pode ser explicada pelo fato
constatado por Ragupathi (2016) ao relatar que a coleta de uma mesma espécie em
posi¢cdes geograficas distintas pode influenciar na quantidade e identificacdo de seus
componentes.

De acordo com Reddy e Audipudi (2016), no extrato metandlico das folhas ha
fendis, esteroides, flavonoides e taninos. Os compostos fendlicos e flavonoides
também j& haviam sido identificados por Shi et al. (2010) nas particbes do extrato
etandlico dos galhos e cascas da espécie.

Nesse sentido, os resultados obtidos no presente estudo corroboram os
trabalhos descritos, apesar de haver pouca informacdo disponivel sobre andlises
detalhadas dos compostos majoritarios presentes nos extratos da espécie, se fazendo
necessaria uma investigacdo mais aprofundada da sua constituicdo quimica, o que

estimulou a continuar a caracterizacado dos extratos utilizando GC-MS e CLAE-DAD.

4.2.2 Analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE-DAD)

A cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a um detector de arranjo
fotodiodo foi necessaria para caracterizar estruturalmente os compostos presentes em
EELr, tendo em vista que os demais extratos nao apresentaram solubilizacdo minima
suficiente no solvente utilizado para analise por essa técnica.

A deteccéo realizada a 350 nm possibilitou indicar dois dos padrbes analiticos
por meio da semelhanca entre tempos de retencéo (Figura 9) e espectro de absorcao
em ultravioleta (Figura 10).
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Figura 9 — Cromatograma por CLAE do EELr em 350 nm.

Diversas #4 Etanol-LR Uv_ VIS 4

100 TIVL350 nm

50,0

37,5

25,0

Intensidade (mAU)

12,5

O’O_M
-20,0 L) WL D L W BRI W R R R IR L W T L
0,0 25 5,0 15 10,0 12,5 15,0 17,5 20,0 25 25,0 215 30,0 34,0

Tempo (min)

Os espectros de varredura dos picos observados em EELr foram capturados e
estdo evidenciados na Figura 10. O uso do detector DAD possibilitou a verificacao dos
espectros de varredura UV dos picos observados. Constatou-se que 0s picos himero
5 e 8 observados no tempo de retencdo 24.98 e 25.80 min, respectivamente,
correspondem a presenca de flavonoides semelhantes a rutina, um flavonol
glicosilado que apresenta maximos de absor¢éo entre 255.3/356.7 e 256.8/354.2 nm.
Os picos 3, 6 e 9 apresentaram maximos de absorcdo caracteristicos de flavonas,
além de corroborarem com a coloragdo azul escura da banda cromatografica em

camada delgada realizada anteriormente para a amostra (MABRY et al., 1970).



Figura 10 — Espectros de varredura correspondente aos picos 1 a 9 evidenciados no EELr em 350 nm.
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As espécies da familia Combretaceae sdo reconhecidas produtoras de
compostos fendlicos, que incluem flavonas e flavonois (STACE, 2007). O resultado da
prospeccao fitoquimica confirmou essa caracteristica para o EELr de L. racemosa.

Os compostos fendlicos, ou polifendis, sdo produtos do metabolismo
secundario das plantas com papel no crescimento e reproducdo. Uma das
caracteristicas principais desse grupo € o seu potencial redutor relacionado a forte
capacidade de doar elétrons, sendo conhecidos como importantes antioxidantes
naturais (VUOLO; LIMA; JUNIOR, 2019). O seu uso tem beneficiado o tratamento de
varias doencas, incluindo cancer, doencas cardiovasculares e oxidativas (KUMAR et
al., 2019; LUTZ et al., 2019). Outra atividade bioldgica de grande destaque para o
grupo € a anti-inflamatéria, amplamente estuda no meio cientifico (ANSARI; AHMAD;
HAQQI, 2020).

O principal grupo de polifendis séo os flavonoides, que podem ser divididos nas
mais variadas classes, sendo elas: neoflavonoides, flavonas, flavonéis, flavanonas,
isoflavonas, flavanas, antocianidinas, leucoantocianidinas e proantocianidinas
(MORAES et al., 2022).

A rutina (3,3’,4’,5,7-pentahidroxiflavona-3-ramnoglucosideo) é um flavonoide,
pertencente a classe dos flavonois e derivada da quercetina, que tem demonstrado
uma extensa variedade de atividades biolégicas, tais como anti-inflamatoria,
antioxidante e antidiabética. Pesquisas atuais apontam sua utilizacdo no tratamento
de algumas doencas cronicas cardiovasculares, infeccbes bacterianas e fibrose
(PRASAD; PRASAD, 2019; SEMWAL et al., 2021). Assim como no trabalho atual, a
rutina também foi identificada por Santos et al. (2021) ao estudarem o extrato aquoso
das folhas de L. racemosa por CLAE, demonstrando que solventes de alta polaridade,
como etanol e agua, conseguem extrair pontualmente esse flavonoide.

J& as flavonas sdo uma classe de flavonoides reconhecida por sua capacidade
antioxidante ao promover o sequestro de radicais livres e, especialmente, pelo seu
potencial anti-inflamatorio (SINGH et al., 2020; ARIFIN et al., 2021; WANG et al., 2021,
FAN et al., 2022). Estudos demonstraram a atividade antioxidante e anti-inflamatoria
da rutina através da reducéo da expresséo génica e proteica do iNOS, do bloqueio do
receptor TLR4 em macréfagos RAW 264.7 estimulados por LPS, além da diminuigéo
dos niveis de marcadores pro-inflamatorios, como TNF-q, IL-6, COXz e IL- 1B (LIU et
al., 2019; TIAN et al., 2021; MUVHULAWA et al., 2022).
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Para as flavonas, € relatada a acdo inibidora da producédo de Oxido nitrico,
regulacdo negativa na expressao de TNF-a e IL-6 e positiva para IL-10 (FAN et al.,
2022). Os resultados do presente estudo, juntamente com os dados previamente
relatados, colocam L. racemosa como uma espécie promissora para investigacéo de
atividade anti-inflamatdria através do modelo de lesdo pulmonar aguda induzida por
LPS.

Glasenapp (2019) ao analisar as fragfes do extrato metandlico das folhas de
L. racemosa identificou diversos flavondis, sendo eles miricetina e seus glicosideos,
assim como taninos, incluindo a casuarina, o digaloil-hexaidroxidifenoil (HHDP)-
glicose e trés elagitaninos de estrutura desconhecida, assim como neste trabalho.

Costa et al. (2021) obtiveram resultados semelhantes ao estudar as fragoes n-
hexano, diclorometano, acetato de etila e aquosa do extrato etandlico das folhas,
encontrando miricetina, quercetina, kaempferol, catequinas e seus derivados,
incluindo epicatequina e epigalocatequina. Além disso, outros estudos listaram a
presenca, no extrato metandlico das folhas, de saponinas, fitoesterois, fendis, taninos,
esteroides, terpenoides, glicosideos e flavonoides que englobavam flavonais, flavonas
e flavononas (SHI et al., 2010; PINHO et al., 2014; REDDY; AUDIPUDI, 2016).

A identificacdo de compostos com atividades biolégicas comprovadas, como a
rutina e as flavonas, estimulou a realizacdo dos testes de avaliagcdo da capacidade
antioxidante e atividade anti-inflamatoria.

4.2.3 Analise por cromatografia gasosa acoplada a espectrofotbmetro de
massas (GC-MS)

GC-MS foi utilizada para caracterizar estruturalmente os compostos em EHLr
(Figura 11) e EALr (Figura 12). Os componentes nos extratos foram identificados pelos
picos descritos e suas respectivas areas foram analisadas para facilitar a identificacéo
estrutural. As Tabelas 4 e 5 mostram os valores para o tempo de retencéo (tR) e o
peso molecular (g/mol) identificados.
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Figura 11 - Cromatograma por GC-MS do extrato hexanico das folhas de L. racemosa (EHLY).
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Foram identificados 5 componentes principais no EHLr, considerando o peso
molecular de um total de 21 picos que sao representados por alcoois em sua grande
maioria. A tabela 4 resume os fragmentos mais caracteristicos observados no MS dos
compostos.

Os compostos 2, 3, 4 e 5 (ciclopentanol, 1-etil-; 3,4-hexanodiol, 2,5-dimetil-;
furano-, 2,5; dihidro-2,5-dimetil- e 2-nonenal, 9-oxo-, respectivamente) foram
indicados como sendo o0s principais constituintes do EHLr pelo indice de intensidade,
juntamente com o fitol, composto diterpénico de maior peso molecular (296 g/mol)
correspondente ao pico 21 (tR = 48.557 min), conhecido por suas propriedades
antioxidantes e anti-inflamatdrias (ISLAM et al., 2020). O pico 2 (tR = 14.931 min) foi
identificado como nonadecano (268 g/mol). Os picos 14 (tR = 31.384 min), 16 (iR =
34.979 min) e 18 (tR = 38.639 min) correspondem ao composto 2-hexil-1-decanol, um
hidrocarboneto alifatico oxigenado, enquanto o 2-hexil-1-octanol (214 g/mol) foi
constatado nos picos 17 (tR = 36.558 min), 19 (tR = 42.233min) e 20 (tR = 43.657min).
O pico 13 (tR = 27.641 min) foi identificado como fenol,2,4-bis(1,1-dimetiletil)- (206

g/mol) composto fendlico volatil com propriedades antifingicas.



Tabela 4 - Dados de espectrometria de massa dos principais constituintes de EHLr.
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Pico tR Area Biblioteca/ID Peso molecular
(g/mol)

1 4.335 0.357 2H-Pirano-2-metanol, tetrahidro- 116
2 4,731 0.497 Ciclopentanol, 1-etil- 114
3 5.126 0.636 3,4-Hexanodiol, 2,5-dimetil- 146
4 5.747 0.854 Furano-, 2,5-dihidro-2,5-dimetil- 98
5 6.225 1.022 2-Nonenal, 9-oxo- 154
6 7.943 1.619 7- Oxabiciclo [4.1.0] heptano, 3-oxiranil- 156
7 9.064 2.007 1-Undecano, 4-metil 168
8 9.086 1.999 Decano 142
9 14.931 4.020 Nonadecano 268
10 18.060 5.102 1-Octanol, 2-butil- 186
11 23.406 6.951 Hidroxilamine, O-decil- 173
12 26.908 8.163 2-Hexil-1-octanol 214
13 27.641 8.421 Fenol,2,4-bis(1,1-dimetiletil) - 206
14 31.384 9.718 2-hexil -1-decanol 242
15 34.855 10.919 1-Undecanol 172
16 34.979 10.965 2-hexil -1-decanol 242
17 36.558 11.514 2-Hexil-1-octanol 214
18 38.639 12.234 2-hexil -1-decanol 242
19 42.233 13.480 2-Hexil-1-octanol 214
20 43.657 13.978 2-Hexil-1-octanol 214
21 48.557 15.684 Fitol 296

Fonte: Dados da pesquisa.

Para o EALr (Figura 10), foram obtidos 29 picos constituidos por alcoois e

hidrocarbonetos em sua maioria, que revelaram sete compostos de maior peso

molecular, apresentados na Tabela 5, além do fitol (296 g/mol) e o nonadecano (268

g/mol) presentes também no EHLr.

Figura 12 - Cromatograma por GC-MS do extrato acetato de etila das folhas de L. racemosa (EALY).
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O fitol, correspondente ao pico 26 (tR = 48.536 min), mostrou ser por seu indice
de intensidade o principal componente de ambos os extratos. Os picos 20 (tR = 38.646
min) e 29 (tR = 59.530 min) correspondem ao 1,1-bis(dodeciloxi)hexadecano (595
g/mol). A substancia 5 foi identificada como 2,2,4-Trimetil-3-(3,8,12,16-tetrametil-
heptadeca-3,7,11,15-tetraenil)-ciclo-hexanol (428 g/mol), o qual foi descrito por
apresentar atividade anti-inflamatoria (SRIVASTAVA; MUKERJEE; VERMA, 2015;
SHAREEF ET AL., 2016). A substancia 24 (tR 42.236 min), cuja estrutura €
octadecano,1-cloro (288 g/mol), € um composto adequado como agente de
biocontrole contra fungos fitopatogénicos (ABDEL-MOTAAL et al., 2022). O pico 27
(tR = 49.446 min) representa o acido oleico (282 g/mol) que, por sua vez, pode regular
diretamente a sintese e as atividades de enzimas antioxidantes e possui efeito anti-
inflamatoério possivelmente relacionado a inibicdo de citocinas pré-inflamatérias
(SANTA-MARIA et al., 2023). Quanto ao pico 23 (tR 41.898 min), sua representacao
7,9-Di-terc-butil-1-oxaspiro [4,5]deca-6,9-dieno-2,8-diona (276 g/mol) foi relatada por
possuir efeitos antioxidantes e antimicrobianos (PUTRI et al., 2020). Os picos 22 (tR
40.017 min) e 25 (tR 44.078 min) correspondem, respectivamente, a0S Compostos 2-
Pentadecanona, 6, 10, 14-trimetil- (268 g/mol) e acido n-hexadecandico (256 g/mol),
descritos por estudos como tendo capacidades antimicrobianas reconhecida
(NURETTIN et al., 2006; GANESAN et al., 2022).



Tabela 5 - Dados de espectrometria de massa dos principais constituintes do EALr.
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Pico tR Area Biblioteca/ID Peso molecular
(g/mol)
1 9.027 1.979 2,6,6-Trimetilundeca-1,3-dien-9-y-5-ona 204
2 9.302 2.074 1-Octanol, 2-butil- 186
3 9.858 2.266 Ciclopropanocarboxaldeido, 2-metil-2-(4-metil- 166
3-penten-1-il) -, (1R,2R) -rel-
4 10.795 2.590 2,3-Dimetildecano 170
5 11.015 2.666 E-3-Pentadecen-2-ol 226
6 11.544 2.849 Benzeno, 1,2,4,5-tetrametil 134
7 12.762 3.270 1,3-Ciclopentadieno,1,2,3,4-tetrametil-5- 134
metileno
8 13.042 3.367 Silano, ciclohexildimetoximetil- 188
9 14.920 4,016 Hidroxilamina, O-decil- 173
10 17.528 4,918 1-Hexadecanol-2-metil- 256
11 18.055 5.100 Nonadecano 268
12 19.189 5.492 1-Octanol,2-butil 186
13 20.044 5.788 Nonadecano 268
14 23.412 6.952 2,3-Dimetildecano 170
15 25.301 7.605 5,9-Undecadien-2-ona,6,10-dimetil-, (E)- 194
16 27.647 8.416 Fenol,2,4-bis(1,1-dimetiletil)- 206
17 28.309 8.646 2(4H) -Benzofuranona, 5,6,7,7a-tetrahidro- 180
4.4, 7a-trimetil-, (R)-
18 31.383 9.710 1-Decanol, 2-hexil- 242
19 34.990 10.957 2-Hexil-1-octanol 214
20 38.646 12.221 1,1-bis(dodeciloxi)hexadecano 595
21 39.842 12.635 Fitol 296
22 40.017 12.696 2-Pentadecanona, 6, 10, 14-trimetil- 268
23 41.898 13.349 7,9-Di-terc-butil-1-oxaspiro[4,5]deca-6,9- 276
dieno-2,8-diona
24 42.236 13.467 Octadecano, 1-cloro 288
25 44.078 14.107 Acido n-hexadecanéico 256
26 48.536 15.654 Fitol 296
27 49.446 16.009 Acido oleico 282
28 57.521 18.834 2,2,4-Trimetil-3-(3,8,12,16-tetrametil- 428
heptadeca-3,7,11,15-tetraenil)-ciclo-hexanol
29 59.530 19.583 1,1-Bis(dodeciloxi)hexadecano 595

constituicdo compostos com propriedades antioxidantes,

De acordo com os dados do estudo, os EHLr e EALr apresentaram em sua

anti-inflamatérias e

antimicrobianas que estimularam as investigacdes descritas nessa Tese.

4.2.4 Determingédo do teor de fendis totais, flavonois e proantocianidinas dos

extratos de L. racemosa

Uma vez que a caracterizacdo fitoquimica descrita revelou componentes nos

extratos que tém sido reconhecidos como antioxidantes naturais, a quantificacéo do

teor desses compostos em EHLr, EALr e EELr foi determinada.
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Os resultados expressos na Tabela 6 mostram a presenca de flavonois em
EHLr, EALr e EELr (369,47 £ 36,17 mg EQ/g; 347,25 + 23,51 mg EQ/g e 344,75 + 9,39
mg EQ/g, respectivamente). As proantocianidinas foram mensuradas em maior
quantidade em EHLr (39,88 £ 12,57 mg EC/g), enquanto EELr apresentou mais que o
dobro da concentracdo de fendis totais (241,77 = 3,6 mg EAG/g) em relacdo aos

demais extratos.

Tabela 6 - Teor de fendis totais, flavondis e proantocianidinas presentes nos extratos das folhas de L.
racemosa.

Extrato Teor de fendis totais Teor de flavonois Teor de proantocianidinas
(mg EAG/g) (mg EQ/9) (mg EC/g)

EHLr 67,83 +3,91 369,47 + 36,17 39,88 + 12,57

EALr 90,86 + 2,27 347,25 + 23,51 20,44 + 0,78

EELr 241,77 + 3,60 344,75 £ 9,39 14,55 £ 0,00

Os resultados estdo expressos em média + desvio padréo.

Dentre o0s polifendéis com elevada capacidade antioxidante, as
proantocianidinas se destacam por serem flavonoides formados por polimeros de
flavan-3-ol. Em sua grande maioria, sdo encontradas na forma de procianidinas, seu
grupo mais abundante, ao serem constituidas por unidades de catequina e
epicatequina (ENOMOTO et al., 2020). Assim como os compostos fendlicos, elas
possuem a capacidade de neutralizar radicais livres ajudando na protecédo contra
danos oxidativos (CHAI et al., 2018). Ha relatos na literatura sobre a sua atuacédo na
diminuicao da inflamacéo das vias aéreas em modelo de asma murina (RAUF et al.,
2019). Os flavonais, por sua vez, sdo considerados flavonas que apresentam uma
hidroxila na posicao C3 de sua estrutura (YANG et al., 2021).

Alguns estudos tém demonstrado que essa conformacéo estrutural confere aos
flavondis um principio antioxidante (PIETTA, 2000) e anti-inflamatério (JAZVINSCAK
JEMBREK et al., 2021). Os representantes mais comuns dessa classe nos vegetais
s&o a quercetina e a miricetina (MARIN et al., 2018).

A familia Combretaceae possui relevante acervo literario a respeito do
conteudo de metabdlitos presentes em suas espécies, como indicou o estudo de
Souza (2021) que quantificou o teor de fendis do extrato etandlico das folhas de
Combretum leprosum e obteve o valor de 212,59 + 10,84 mg EAC/g de fendis totais,
enquanto o extrato da casca para esse mesmo solvente revelou valores de 232,10 £
3,60 mg EAG/g.
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Rajabpour, Mashahdi e Ghorbani (2019) mostraram que o extrato etandlico e
aguoso das folhas de Conocarpus erectus (Combretaceae), uma espécie pertencente
ao manguezal tal qual a L. racemosa, apresentou valores de 75,17 mg EAG/g e 67,70
EAG/g para polifendis.

Cruz, Marroquin e Caceres (2019) ao estudarem a espécie L. racemosa
revelaram significativos teores de compostos fendélicos nos extratos hexanico (16,61
EAG/g) diclorometano (58,40 EAG/g), acetato de etila (28,21 EAG/g) e etandlico
(182,77 EAGI/g) das folhas coletadas na Guatemala. Nesse mesmo estudo, 0s
extratos etanolicos da casca e da raiz apresentaram valores fendlicos de 179,04
EAG/g e 188,40 EAG/g, respectivamente, sendo indices superiores aos demais

extratos, contudo inferiores aos encontrados neste trabalho.

4.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DOS EXTRATOS DE L. racemosa

Segundo Santos-Sanchez et al. (2019), o uso de diferentes métodos ao
investigar o potencial de compostos na diminuicdo de agentes oxidantes € uma
estratégia importante para atestar distintas formas de acdo da substancia. Nesse
sentido, este trabalho utilizou trés metodologias diferentes para investigar a
capacidade antioxidante dos extratos de L. racemosa. Dessa forma, os métodos séo
considerados complementares, 0 que estd em consonancia com Gulcin (2020) que
propde a utilizacdo minima de duas metodologias para a confirmacéo da atividade.

A atividade antioxidante dos extratos avaliada pelos métodos DPPH, ABTS e
fosfomolibdénio esta representada na Tabela 7. O EELr foi o Unico a apresentar
relevante capacidade de sequestro dos radicais livres DPPH (178,80 + 0,80 pg/mL) e
ABTS (275,50 + 0,90 pg/mL) quando comparado ao padréo Trolox. Para o método de
fosfomolibdénio, os extratos ndo apresentaram consideravel atividade redutora em

relacdo ao &cido ascorbico.
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Tabela 7 — Concentracao inibitéria de50% (ICso) dos extratos de L. racemosa pelos métodos de
DPPH, ABTS e do fosfomolibdénio.

Extrato/Padrao DPPH ABTS Fosfomolibdénio
(hg/mL) (ng/mL) (ng/mL)
EHLr 1381 +0,3 - 2782,5+0,6
EALr 1927,7+0,2 - 2790 £ 0,3
EELr 178,8+0,8 275,5+0,9 2825 + 0,7
Trolox 56,5+ 0,5 36,7 £ 0,6 -
Acido ascérbico - - 230,5+0,4

Os resultados estédo expressos em média + desvio padréo.

A atividade antioxidante dos produtos naturais pode ser avaliada por uma
variedade de metodologias, dentre as mais comuns estdo os testes de captura dos
radicais livres DPPH e ABTS, além da capacidade antioxidante total por meio da
quantificacdo do fosfomolibdénio (UNTEA et al., 2018). Outras metodologias analisam
a reducao de ferro (FRAP) e dos produtos formados pela peroxidacdo lipidica
(TBARS) (BENZIE et al., 2018; PALMIERI et al., 2020; TEMIZ et al., 2021).

O DPPH (2,2 difenil — 1- picrilhidrazil) € um radical livre que possui coloracao
violeta e, ao entrar em contato com um agente antioxidante, passa por um processo
de reducdo, se tornando amarelo. Esse teste colorimétrico é considerado rapido e
eficiente para produtos naturais, além do seu baixo custo, assim como o método ABTS
gue consiste na oxidacdo do radical (2,2’-azinobis-[3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico]
por perssulfato de potassio, produzindo uma coloragdo azul-verde. O resultado de
ambos os métodos pode ser calculado a partir da concentracéo capaz de reduzir 50%
do numero de radicais (CEso) (SIRIVIBULKOVIT; NOUANTHAVONG; SAMEENOI,
2018; WOLOSIAK et al., 2022). Ja o ensaio da capacidade antioxidante total (CAT) &
baseado na reducé&o do molibdénio (IV) a molibdénio (V) ao formar o complexo entre
fosfato/molibdénio (V) de coloracao verde (ZENGIN et al., 2014).

A familia Combretaceae possui espécies com atividade antioxidante
reconhecida, como confirmaram Famen et al. (2020) ao estudarem individuos dos
géneros Terminalia e Combretum, sendo eles: Terminalia arjuna, T. alata, T. bellerica,
T. cataappa, T. chebulla, T. bucera e T. mauritiana, Combretum albidum, C. roxburghii
e C. indicum. Foram utilizados os métodos de eliminacdo de radicais superoxido

(SOD) e atividade das enzimas catalase e guaiacol peroxidase nesses estudos.
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Santos et al. (2020), por sua vez, ao avaliarem a lignina isolada da espécie de
manguezal Conocarpus erectus, atestaram valores de CEso de 231,16 e 356,03 pg/mL
nos ensaios de DPPH e ABTS, respectivamente, além de apresentar inibicdo da
peroxidacao lipidica (SANTOS et al., 2020)

Para a espécie L. racemosa, a literatura ratifica as capacidades antioxidantes
relacionadas a familia Combretaceae, como mostra o estudo de Shi et al. (2010) que
avaliaram os componentes isolados da casca da espécie. O denominado pelos
autores de composto 5 (C24H180s) teve melhor desempenho no teste de DPPH, com
valor de CEso de 27,50 uM, comparado ao padrao quercetina (CEso = 20,86 uM). No
que diz respeito a pesquisa de Santos et al. (2021) foi demonstrada a atividade do
extrato aquoso das folhas nos testes de DPPH e ABTS, com valores de CEso 96,82
pug/mL em relacdo ao acido ascorbico (CEso = 19,15 pg/mL) e 59,60 + 0,50 pg/mL
relacionado ao mesmo padrao (CEso = 99,90 + 0,10 pg/mL), respectivamente, além
de percentuais de inibicdo de 26,84% para o teste de fosfomolibdénio e 26,81 + 0,01%
na peroxidacao lipidica.

No estudo de Cruz; Marroquin e Caceres (2019) foi verificado que apenas o0s
extratos etandlicos da casca, folhas e raiz de L. racemosa apresentaram capacidade
de sequestro do radical ABTS ante aos demais extratos (hexanico, acetato de etila e
diclorometano), o que também foi observado no presente trabalho. Ja Morais et al.
(2021) indicaram uma relacao entre a quantidade de composto fendlicos (CEso =
408,57 + 14,46 mg EAG/g) no extrato etandlico das folhas e o desempenho no
sequestro de radicais DPPH (CEso = 6,32 + 0,32 pg/mL), em relagdo ao padréo
qguercetina (1,32 + 0,05). Os dados deste estudo corroboram essa relacdo para o
radical DPPH e pode estar associada a capacidade dos polifendis na estabilizacdo de
moléculas estruturalmente instaveis ao doar elétrons de seu arranjo (XU et al., 2021;
LIU; MABURY., 2021). A rutina, identificada em EELY, € reconhecida pela capacidade
redutora (GIRSANG et al., 2020; EKAETTE; SALDANA, 2021; KREPS et al., 2021).

Sendo assim, os achados relatados nessa Tese colocam o EELr como fonte
promissora de capacidade antioxidante e, juntamente com relatos prévios citados
aqui, indicam que essa atividade esta possivelmente associada a presenca de

compostos fendlicos, flavondis e proantocianidinas em sua constituicao.
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4.4 AVALIACAO DA TOXICIDADE DOS EXTRATOS DE L. racemosa

Antes de avaliar os extratos de L. racemosa para quaisquer atividades
farmacolégicas in vivo, julgou-se necessario investigar possiveis sinais de sua
toxicidade, em decorréncia dos relatos de efeitos indesejados causados pela
administracdo de produtos naturais sem o conhecimento prévio da sua seguranca de
uso (BEDROOD, Z.; RAMESHRAD, M.; HOSSEINZADEH, 2018; BISHOP-FREEMAN
et al., 2020).

4.4.1 Ensaio de viabilidade celular frente a PBMC

Os resultados do teste de citotoxicidade sobre células mononucleares (Figura
13) mostraram que o0s extratos de L. racemosa reduziram significativamente a
proliferacéo celular na concentracao de 100 pg/mL, e a partir de 25 pg/mL para o EELr
(p<0,001). Entretanto, nenhum dos extratos foi capaz de reduzir 50% do ndmero de
células viaveis até a concentracdo de 100 pg/mL (Clso > 100 pg/mL).
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Figura 13 - Avaliacao viabilidade celular (%) dos extratos de L. racemosa sobre PBMC apds 72 h de tratamento pelo ensaio do MTT.
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Valores em médias + desvio padrdo. ANOVA seguido de p6s-teste de Bonferroni. ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001 dos EHLr (A), EALr (B) e EELr (C).
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Estudos in vitro que investiguem a toxicidade basal de compostos a nivel celular
antes do seu uso em organismos vivos sdo de extrema importancia para a
farmacoterapia (SHRESTHA et al., 2020). Através desses testes, observa-se o
comportamento de determinados produtos em contato com células normalmente
tipicas do quadro clinico a ser estudado, para identificar possiveis alteracdes
enzimaticas que as levem a morte (VINKEN; BLAAUBOER, 2017).

Experimentos que envolvam a atividade citotoxica de compostos utilizam
frequentemente o ensaio de MTT. Esse método consiste na avaliacdo da viabilidade
celular por meio da funcdo mitocondrial das células vivas. O MTT é um sal de
coloracdo amarelada que sofre reducéo dentro da mitocondria pela enzima succinato
desidrogenase que catalisa a reacdo de formacdo dos cristais de formazan, que
possuem coloracdo purpura. A producao desses cristais é diretamente proporcional a
guantidade de células viaveis (KUMAR; NAGARAJAN; UCHIL, 2018). A escolha da
linhagem celular deve estar condicionada ao quadro clinico a ser estudado
futuramente. Células mononucleares, que incluem linfécitos e mondcitos, séo
exemplos de alvos comuns em ensaios citotoxicos por serem de facil manuseio e
produtibilidade (LI et al., 2019).

A literatura cientifica descreve que 0s extratos aquosos das espécies C. erectus
e L. racemosa podem levar a apoptose de linfocitos e mondcitos quando utilizadas em
concentracbes acima de 6 pg/mL e 12,5 pg/mL, respectivamente (SANTOS et al.,
2018; SANTOS et al., 2021). Essas caracteristicas citotoxicas sdo acompanhadas de
outros relatos de espécies da familia Combretaceae, como expuseram Silva et al.
(2015) ao mostrar que o lupano, triterpeno isolado de Combretum leprosum, é
citotéxico para PBMCs em concentracdes acima de 1,5 pg/mL, enquanto Chen et al.
(2009) fizeram observagdes semelhantes acerca dos taninos isolados de Terminalia
calamansanai também para PBMCs. Entretanto, o presente trabalho revelou que
concentracdes iguais ou menores que 100 pg/mL dos extratos de L. racemosa n&o
foram capazes de levar a morte celular de 50% do numero de PBMCs. Em relacéo
as linhagens tumorais, experimentos mostraram que componentes isolados da casca
de L. racemosa sdo capazes de inibir a proliferagdo celular de vérias linhagens de
células tumorais (SHI et al., 2009). Sendo assim, fica evidente a propriedade citotdxica

seletiva da espécie, visto a baixa toxicidade para PBMCs indicada no nosso estudo.
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4.4.2 Avaliacado da atividade hemolitica

No ensaio citotoxicologico utilizando eritrocitos murinos, verificou-se que EHLr,
EALr e EELr apresentaram CHso (concentracdo necessaria para hemolisar 50% do
namero de eritrécitos) maior do que 5000 pug/mL e, dessa forma, ndo foram capazes

de induzir hemdlise significativa (Figura 14).



Figura 14 - Avaliacdo hemolitica dos (CHso) dos extratos de L. racemosa.
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Valores em médias + desvio padrdo. ANOVA seguido de p6s-teste de Bonferroni. EHLr (B), EALr (C)

e EELr (D).
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Ha comprovacdes que alteracdes estruturais na membrana das hemacias
podem acontecer quando em contato com inumeros farmacos, podendo acarretar a
ruptura dessa barreira celular e extravasamento de hemoglobina para o espaco
extracelular, caracterizando a hemolise (RENARD; ROSSELET, 2017; FAGHIH;
SHARP, 2019). A quebra dessa protecdo pode levar a desordens fisiolégicas
associadas ou nao ao estresse oxidativo, tais como problemas cardiacos e
respiratérios (FIDAN et al., 2018). Estando o potencial hemolitico associado a
citotoxicidade de um composto, é necessaria a realizacdo desse teste na triagem in
vitro de substancias (RINBEIRO et al., 2020).

N&o foram encontrados dados na literatura acerca do potencial toxicolégico da
espécie L. racemosa sobre eritrécitos. A auséncia da atividade hemolitica de EHLr,
EALr e EELr, nas concentracdes testadas, aliada a baixa toxicidade para PBMCs, abre
margem para investigacdo da seguranca de uso dos extratos por meio de testes ndo

clinicos in vivo.

4.4.3 Ensaio toxicoldgico nédo clinico agudo

EELr foi selecionado para prosseguir com o0s testes in vivo, com base no seu
seu desempenho na atividade antioxidante in vitro associada ao teor de compostos
bioativos dosados. A observacdo dos animais (n=3), apds o tratamento por via oral
com EELr a 2.000 mg/kg, mostrou que o0 extrato apresentou baixa toxicidade nas
condi¢Oes testadas, uma vez que nao foram constatados alteragcdes relevantes quanto
ao consumo de agua e racdo, e ganho de massa corporal (Tabela 8), bem como
nenhuma morte foi registrada. Disfuncdes metabdlicas e fisiolégicas séao
frequentemente refletidas no consumo de agua e racdo, além do ganho de massa
corporal, em funcdo do balanco nutricional do organismo quando ocorre toxicidade
oral (COLLIER; RENQUIST; XIAO, 2017).

Posteriormente, trés animais adicionais receberam o tratamento (EELr a 2.000
mg/kg) e, novamente, ndo ocorreram Obitos durante o periodo de 14 dias apés o
tratamento. A auséncia de mortes impossibilita o calculo da DLso, indicando que esse
indice é superior a 2.000 mg/kg de peso corporal e classificando o EELr na categoria
5 de toxicidade segundo a Globally Harmonized System of Classification and Labelling
of Chemicals (GHS) (OECD, 2001).
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Também nao foram verificadas mudancas relevantes nas massas e nas
caracteristicas macroscoépicas dos orgaos vitais entre os dois grupos (Tabela 8). O
estado e a atividade dos 6rgdos sao indicadores importantes no diagnostico de
fisiopatologias, no que diz respeito ao uso de substancias toxicas (WANG, 2019).

Em relacdo aos parametros hematoldgicos e bioquimicos (Tabela 9), ndo foram

constatadas diferencas estatisticas entre o grupo tratado e o grupo controle.

Tabela 8 - Efeitos da administracéo aguda do EELr na dose de 2.000 mg/kg sobre a massa corporal,
0 consumo de racdo, a ingestéo hidrica e a massa relativa dos 6rgaos de camundongos.

Parametros Tratamentos
Controle EELr 2.000 mg/kg
Consumo de racao (g) 36,8+2,9 36+2,1
Consumo de agua (mL) 36,6 +4,8 385+5,4
Ganho de massa corporal (g) 35+£1,0 3,16 +0,9
indice de 6rgdos (mg/g)
Figado 7,67 +0,78 7,64 £ 1,00
Rim esquerdo 0,72 £ 0,07 0,71 £ 0,08
Rim direito 0,70 £ 0,08 0,72 £ 0,05
Baco 0,87 £ 0,29 0,93 + 0,20

Valores em média + desvio padrdo (n=6). Analise por teste “t” de Student. Diferencas significativas
néo foram observadas.

Tabela 9 - Efeitos da administracéo aguda do EELr na dose de 2.000 mg/kg sobre os parametros
hematolégicos e bioquimicos de camundongos.
Parametros Tratamentos

Controle EELr 2.000 mg/kg

Anadlise Hematoldgica

Leucdcitos (103/mm?3) 98,87 +2,81 95,81 + 3,47
Hemdcias (10%/mm?3) 8,56 + 3,18 8,35+1,46
Hemoglobina (g/dL) 27,04 +3,73 24,35 + 3,88
Hematocrito (%) 36,96 £ 5,78 44,06 £ 9,20
VCM (fm3) 54,5+1,04 53,83+1,60
HCM (pg) 40,18 +1,34 38,93 +0,97
CHCM (g/dL) 73,86 £ 2,33 72,63 +2,16
Andlise Bioquimica

Ureia (mg/dL) 50,26 £ 0,02 50,16 £ 2,85
Creatinina (mg/dL) 0,17 £0,03 0,17 £0,03
TGO/AST (U/L) 108,66 + 7,78 112,33 +5,46
TGP/ALT (U/L) 64,5+4,76 64 +5,54
Proteinas totais (mg/dL) 4,7 +0,42 4,95 +0,40
Fosfatase alcalina (mg/dL) 166,5 + 25,74 135,5+18,14

Valores expressos em média + desvio padrao (n=6). Andlise por teste “t” de Student. Diferencas

significativas ndo foram observadas
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Elementos plasmaticos como a ureia e a creatinina sdo biomarcadores da
funcdo renal, sobretudo, para a filtracdo glomerular. Alteracdes nesses padroes
podem ser indicios de danos aos rins, que podem evoluir para comprometimentos
pontuais ao sistema nervoso central (RENDA, 2017; SALUJA et al.,, 2019). Em
contrapartida, o figado € um 6rgdo multifuncional relacionado ao metabolismo e
inativacdo de substancias toxicas. Quando afetado, causa o aumento ou diminuicao
dos seus marcadores, como a fosfatase alcalina e as enzimas transaminases, sendo
elas: aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT) (CHEN et
al., 2017). A auséncia de alteracfes relacionadas a esses 6rgdos indica que a ingestao
aguda de EELr ndo acarretou prejuizos a sua integridade nas condicfes avaliadas.

Estudos toxicoldgicos in vivo sdo de extrema importancia para fornecer
informacdes sobre os riscos da administracdo de farmacos e possibilitar a selecéo de
doses seguras para testes posteriores (BUS, 2017). Esses ensaios séo realizados em
animais de pequeno porte, como roedores, com o objetivo de avaliar taxa de
mortalidade, além de possiveis alteracdbes comportamentais e fisioldgicas
(BELOVICOVA et al., 2017; REINER et al., 2019).

A baixa toxicidade das espécies da familia Combreataceae tem sido bem
reportada, no entanto, estudos in vivo sobre o potencial toxicolégico de L. racemosa
sdo escassos (MOHAMMED; ALHASSAN, 2020; AMALI et al., 2020; AHMAD et al.,
2021). Youssouf et al. (2019) e Kpemissi et al. (2020) relataram valores de DLso >
5.000 mg/kg para extratos de Terminalia macroptera e Combretum micranthum,
respectivamente, em experimentos de toxicidade aguda utilizando roedores.

No presente trabalho, o extrato etandlico de folhas de L. racemosa nao
promoveu evidéncias de toxicidade relevante em camundongos fémeas, o que
suporta, nas condi¢cdes descritas aqui, a continuidade desta pesquisa com estudos

toxicolégicos.
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4.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA DE L. racemosa

4.4.4 Atividade anti-inflamatéria in vitro

Para avaliacdo da atividade anti-inflamatoria in vitro, foi quantificado o efeito
dos extratos de L. racemosa na producdo de NO por macréfagos intraperitoneais
murinos estimulados por LPS. A Figura 15 revela que os extratos reduziram (p<0,001)
a producédo de NO em todas as concentracdes testadas, em comparagao ao grupo

LPS néo tratado, sugerindo sua capacidade anti-inflamatéria.
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Figura 15 - Avaliacéo do efeito anti-inflamatério in vitro dos extratos de L. racemosa sobre a producéo
de 6xido nitrico por macréfagos intraperitoneais murinos.
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Os macrofagos séo células fagocitarias mononucleares consideradas
multifuncionais por adotarem caracteristicas pro-inflamatérias ou anti-inflamatorias, a
depender da situagéo. Eles podem ser encontrados em diferentes tecidos e participam
diretamente das respostas imunoldgicas inatas e adaptativas (ARABPOUR,;
SAGHAZADEH; REZAEI, 2021). Na linha de defesa leucocitaria promovida pelo
organismo em resposta a inflamacéo, os macrofagos ocupam um lugar de evidéncia
no que diz respeito a sinalizacdo de citocinas e quimiocinas, que servem como
importantes mensageiros moduladores do processo. Na resposta pro-inflamatoria,
sdo responsaveis por sinalizar interleucinas, como IL-1, IL-6, IL-8, IL-12 e,
principalmente, o TNF e o NO (MEIDANINIKJEH et al., 2021).

O NO é um dos principais mediadores que agem na inflamacédo, envolvido
especialmente no processo de vasodilatagéo, possibilita 0 aumento da permeabilidade
vascular e o consequente recrutamento de leucécitos para o local da leséo
(RAJENDRAN et al., 2019). Ele é produzido a partir da L-arginina, por acdo da enzima
oxido nitrico sintase (NOS) que catalisa a reacdo de oxidacdo, podendo ser
encontrada em trés isoformas no organismo. A mais importante delas é a 6xido nitrico
sintase induzivel (iINOS) por produzir grandes quantidades de NO durante o processo
inflamatorio através das células de defesa recrutadas, como macréfagos e neutrofilos,
apos a exposicao a citocinas pré-inflamatoérias e agentes microbianos (CINELLI et al.,
2020).

Modelos in vitro envolvendo o uso de macroéfagos peritoneais ou da linhagem
RAW 264.7 estimulados por LPS sdo amplamente estudados para funcdo anti-
inflamatoria de produtos, tendo em vista que essa molécula ativa os receptores TLR4
macrofagicos dando inicio a uma cascata de sinalizagéo pré-inflamatoria, a qual o NO
esta envolvido pelo aumento na expressao de iINOS (JEONG et al., 2019; BAGAEV et
al., 2019). A dexametasona e o L-NAME (N- nitro-L-arginina metil éster) podem ser
usados como padrao, sendo este um inibidor competitivo da arginina que promove a
diminuicdo da atividade enzimatica do INOS (GOUVEIA et al., 2018).

Santos et al. (2021) relataram que o extrato aquoso de L. racemosa se mostrou
capaz de reduzir os niveis de NO produzidos por esplendcitos.

Neste trabalho, os resultados mostraram que o0s extratos de L. racemosa
reduziram significativamente a producdo de NO por macréfagos intraperitoneais,
colocando assim a espécie como uma alternativa importante no estudo anti-

inflamatorio in vivo.
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4.45 Lesao pulmonar aguda induzida por LPS

Como explanado anteriormente, para esse experimento, EELr foi selecionado
por seu perfil fitoquimico e desempenho no teste antioxidante in vitro, assim como nos
demais testes de screening. O resultado da DLso de EELr maior que 2.000 mg/kg para
camundongos permitiu selecionar as doses de 50, 100 e 200 mg/kg para a avaliacao
da atividade anti-inflamato6ria no modelo de LPA.

Os resultados da andlise da migracdo leucocitaria, por meio do lavado
broncoalveolar dos camundongos submetidos a lesdo pulmonar aguda induzida por
LPS encontram-se na Figura 16. A partir desse modelo foi realizada a determinacéo
dos niveis de MPO, NO e a quantificacdo das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17,
INF-y e TNF-a, além da analise histolégica dos pulmdes. EELr apresentou atividade
anti-inflamatéria, independente de dose, indicada por uma diminuicdo significativa
(p<0,0001) no numero total de leucdcitos que migraram para o interior dos pulmdes
quando comparados ao grupo LPS. O tratamento com EELr a 50, 100 e 200 mg/kg
resultou em percentuais de inibicdo da migracdo leucocitaria de 90,8%, 90,2% e

95,2%, respectivamente.

Figura 16 - Efeito do tratamento com EELr sobre o recrutamento de leucécitos para o pulméo dos
animais com lesdo pulmonar aguda induzida por LPS.
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A inflamacéo induzida por LPS no modelo de leséo pulmonar aguda (LPA) em
camundongos reproduz uma resposta inflamatoria semelhante a alteracao patogénica
da sindrome respiratoria aguda grave (SRAG), o mesmo quadro clinico caracteristico
da segunda fase da Covid-19 em individuos acometidos pelo virus SARS-CoV-2. E
considerado um modelo convencional, ndo clinico, para avaliar o potencial anti-
inflamatdrio de produtos e sua atuacéo por diferentes vias (MUNOZ-FONTELA et al,
2020).

A LPA estda associada a uma acentuada reacdo inflamatéria nas vias
respiratorias e é reproduzida experimentalmente através da administracdo de agentes
pré-inflamatérios nos pulmdes (SHAABAN et al., 2018; AN et al., 2019). Isso acarreta
o comprometimento da integridade alvéolo-capilar, seguido do influxo de leucdcitos
para os pulmdes e ocasionando uma insuficiéncia respiratoria grave. Assim, ha
aumento de leucdcitos polimorfonucleares (PMN), principalmente de neutrofilos,
acompanhado da elevacédo na atividade da enzima MPO e dos niveis NO e ainda ha
a participacao de citocinas do tipo pro-inflamatérias como a IL-6 e o TNF-a (WANG et
al., 2008).

A exposicao das vias aéreas ao LPS, como agente pré-inflamatério, provoca
uma série de respostas respiratérias, que incluem a hiper-reatividade brénquica e o
aumento do numero de neutrofilos no espaco alveolar, caracteristico da LPA,
acompanhado da liberacdo mediadores celulares que participam do processo de
rolagem e adesdo dessas células ao endotélio pulmonar, como quimiocinas, citocinas,
eicosanoides e PAF (MORTAZ et al., 2018; HE; YAO; XU, 2019).

Ao avaliar o LBA apoés a instilacdo intranasal de LPS em camundongos, foi
possivel notar 0 aumento significativo do nimero de leucdcitos polimorfonucleares e
mononuclares, proporcional ao tempo de exposi¢cdo a essa endotoxina (KOJIMA et
al., 2018). Nossos dados mostram que o EELr reduziu o quantitativo de leucécitos no
LBA dos animais inflamados, indicando uma atenuagao da migracao e da ativagao
leucocitaria, similar aos reportados por Yan et al. (2020), os quais mostraram que a
reducdo na contagem total de leucdcitos do exsudato pulmonar é acompanhada da
diminuicao da permeabilidade vascular.

Em relacdo a contagem diferencial de células presentes no LBA, houve uma
significativa diminuicdo (p<0,0001) no recrutamento de todos os tipos celulares
analisados, que incluem neutrofilos, macréfagos, eosindfilos e células mononucleares

sanguineas, para o pulmao dos animais tratados com EELr em todas as doses
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testadas, quando comparados ao grupo LPS (Figura 17). Na dose de 200 mg/kg, os
percentuais de inibicdo alcancaram efetividade de 96,4% (neutrofilos); 94,3%
(macrofagos); 93,5% (células mononucleares/mondcitos e linfécitos) e 94,5%
(eosinofilos).
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Figura 17 - Efeito do tratamento com EELr sobre o recrutamento de neutréfilos (A), macréfagos (B), células mononucleares sanguineas (C) e eosindfilos (D)

para o pulméo dos animais com lesdo pulmonar aguda induzida por LPS.
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Embora a LPA seja caracterizada pelo aumento do nimero de neutroéfilos no
LBA, outras células de defesa exercem papéis relevantes na progressao da doenca.
Os eosindfilos, por exemplos, sdo conhecidos por atuarem mais efetivamente em
infeccbes parasitarias e inflamacfes desencadeadas por reagBes alérgicas, mas
também podem se apresentar em respostas imunes (CHUSID et al., 2018). Zhu et al.
(2020) sugerem que ao apresentar quantidades elevadas em sobreviventes da SRAG,
essas células podem desempenhar um efeito protetivo na LPA, ainda que os
mecanismos pelos quais elas atuam nesse quadro clinico sejam incertos. Apesar
disso, pacientes com LPA podem desenvolver pneumonia eosinofilica aguda com o
aumento dessas células nos espacos alveolares apoés o inicio da infeccdo (HUGHES;
BEASLEY, 2017). Os resultados do presente trabalho mostram um recrutamento
discreto de eosindfilos nos grupos inflamados, em relacdo as demais células
analisadas, acompanhado da atividade do EELr na diminuicdo do seu influxo, o que
pode estar atrelado a um evento protetor.

Os linfocitos, por sua vez, séo células mononucleares sanguineas inicialmente
produzidas no timo ou na medula 6ssea, que apdés seu amadurecimento nos 0rgaos
linfoides periféricos (baco, linfonodos e amigdalas), sédo acionadas durante a resposta
imunologica (ORAKPOGHENOR et al.,, 2019). Ao chegar no local da lesdo, os
linfécitos T liberam diversas quimiocinas e citocinas (IL-2, IL-4, IL-6, TNF-a), sendo
estas responsaveis pela ativacdo linfocitaria, com a consequente quimiotaxia de
leucécitos e ativacdo dos macrofagos (TAGHILOO et al., 2021). Porém, o aumento
dessas células associado a ativacdo de uma maior quantidade de macréfagos
acontece apenas na fase tardia da doenca (4-6 dias) em comparacao a fase inicial (1-
3 dias) onde ha participacdo contundente de PMN. Nakajima et al. (2010) observaram,
também, que camundongos com deficiéncia de linfocitos foram incapazes de
aumentar o numero neutrofilos. Essa caracteristica foi avaliada por Dhaliwal et al.
(2012) em relagdo aos mondcitos, que sdo outro tipo de células mononucleares
sanguineas com migracao mais efetiva na fase inicial da doenca, assim como os PMN.
O autor e seus colaboradores mostraram que a deplecao de mondcitos esta associada
a reducéo significativa no numero de neutrofilos recrutados na LPA. Tendo em vista
que a diminuicdo de células mononucleares seja benéfica a individuos com LPA,
nossos dados sdo considerados promissores em fung¢ao do tratamento com EELr ter

diminuido o nUmero dessas células nos animais inflamados.
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Este estudo também demonstrou a diminuicdo da quantidade de macrofagos
no LBA pelo tratamento com EELr, o que, segundo Kapur et al. (2019), ndo apenas
impede o acimulo pulmonar de PMN, mas também a LPA induzida por transfuséo e
0 acumulo de osteoporina no plasma, uma proteina intimamente envolvida em
distarbios inflamatorios pulmonares. Os macrofagos presentes nos pulmdes podem
ser resultados da diferenciacdo de mondcitos ao migrarem para o lamen alveolar
(JOSHI; WALTER; MISHARIN, 2018). Esses tipos de macrofagos possuem o fenétipo
M1, enquanto os macréfagos que residem naturalmente nos alvéolos pulmonares
possuem fendtipo M2.

Em resposta a fase inicial da LPA, os macrofagos alveolares residentes mudam
seu fendtipo para M1 e liberaram diversos mediadores pré-inflamatorios.
Posteriormente, na fase tardia, esse fen6tipo volta a ser M2 para eliminagéo de células
apoptoticas e participacdo no processo fibrético (MISHARIN et al., 2017; HUANG et
al. 2018). Sendo assim, a deplecao de macréfagos por EELr também pode indicar a
consequente diminuicdo da fibrose pulmonar.

O aumento no numero de células mononucleares constatado no presente
estudo em relagcéo aos outros trabalhos na literatura cientifica, provavelmente se deve
a eutanasia dos animais ocorrer dias apos a inducéo da inflamacéo, visto que grande
parcela dos estudos a respeito da LPA em camundongos utilizam o pré-tratamento
com determinada substancia para posterior desafio com LPS e eutanasia horas
depois. Isto pode acarretar indices baixos do numero de algumas células, como
linfécitos, mondcitos e macréfago (COSTA et al., 2017).

Machado-Aranda et al. (2014) observaram que o0s neutrofilos tém o seu
recrutamento intensificado a partir da 5% hora ap0s a lesédo pulmonar e, por se tratarem
se células-chave dessa doenca, acabam por serem extremamente danosas quando
presentes em grandes quantidades nos pulmdes. A progressédo da atuacdo desses
tipos celulares inicia-se com sua migracdo na microcirculacdo pulmonar, passando
pela sua adesao e ativacdo, para entdo haver uma resposta microbicida associada a
liberagdo de EROs e enzimas proteoliticas (MOWERY; TERZIAN; NELSON, 2020).
Segundo Zhang et al. (2019), a deplecao de neutrofilos pode diminuir acentuadamente
a gravidade da LPA, o que fornece base para a atividade anti-inflamatéria do EELr
nesse quadro clinico atrelado a diminuicdo no recrutamento dessas células, apos este
alcancar percentuais de inibicdo entre 92,30% e 96,40% nas doses testadas, sendo

necessaria a analise de outros parametros para confirmar sua atividade.
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4.9.2.1 Avaliacdo da atividade da mieloperoxidase

A atividade da MPO foi medida para refletir os efeitos do extrato etandlico de
L. racemosa sobre a migracdo de neutréfilos para o pulm&o dos animais com LPA.
Como mostrado na Figura 18, em relacdo ao grupo LPS, o tratamento com EELr
reduziu significativamente a atividade da enzima no tecido pulmonar nas doses de 50
mg/kg (p<0,001), 100 e 200 mg/kg (p<0,0001) e alcancou percentuais de inibicdo de
36,70%, 54,40% e 60,00%, respectivamente. A dexametasona também foi capaz de
inibir a atividade da MPO (p<0,0001) em 59,70%.

Figura 18 - Efeito do tratamento com EELr sobre a atividade da enzima mieloperoxidade no tecido
pulmonar dos animais com LPA.
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A MPO € uma enzima presente nos granulos de secrec¢do dos neutrdéfilos e é
ativada por eles no desencadeamento de processos inflamatdrios em tecidos. Ela
possui papel ativo no estresse oxidativo ao catalisar a producéo de EROs adicionais,
como o acido hipocloroso (HCIO) e o radical hidroxila (OH). Dessa forma, os niveis de
MPO nos tecidos tém elevagdo consideravel quando em condi¢cbes inflamatorias,
estando geralmente associados a lesdes oxidativas teciduais e morte bacteriana
(DAVIES; HAWKINS, 2020; HAWKINS; DAVIES, 2021).
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Estudos demonstram que o relevante aumento da MPO no tecido pulmonar em
modelos de LPA induzida por LPS é diretamente proporcional a infiltracdo neutrofilica
no tecido danificado (LI et al., 2019; CHAGNON et al., 2015). Para Haegens et al.
(2009) isso indica que a MPO promove o desenvolvimento de neutrofilia pulmonar,
além de influenciar a producéo subsequente de quimiocinas e citocinas, o que pode
ser utilizado como parametro para avaliar o nivel da inflamacédo, assim como a
quantidade de neutrofilos recrutada.

Neste estudo, foi verificado que o EELr reduziu significativamente a atividade
da MPO no local da inflamac&o por meio da diminuicdo na migracdo de neutrofilos

para o tecido pulmonar.

4.9.2.2 Determinacgdo dos niveis de 6xido nitrico

A liberacdo de NO no lavado broncoalveolar foi quantificada para analisar a
atuacao de neutrdfilos e macrofagos, além do nivel de estresse oxidativo ao qual os
pulmdes foram submetidos (Figura 19). O tratamento com o EELr reduziu (p<0,0001)
0s niveis de NO em todas as doses testadas quando comparado ao grupo LPS,
apresentando percentuais de inibicdo de 17,1% (50 mg/kg), 25,2% (100 mg/kg) e
31,5% (200 mg/kQ).

Figura 19 - Efeito do tratamento com EELr sobre a liberac&o de éxido nitrico nos pulmdes dos animais
com LPA.
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Assim como a MPO, os niveis de NO em inflamacdes pulmonares podem servir
de parametro para avaliar a atividade de células como neutréfilos e macrofagos por
sua participagdo na producdo de INOS, um importante mediador pro-inflamatoério
(KOSUTOVA et al., 2018). Trabalhos sobre pleurisia em camundongos relataram que
nesse tipo de inflamacdo ha o aumento nos niveis de NO relacionado ao subsequente
crescimento da migracao leucocitaria (IWATA et al., 2020; MAN et al., 2022).

Na LPA, também é descrito o aumento da produ¢édo endoégena de NO devido a
maior expresséao e atividade da iNOS, contribuindo para a fisiopatologia da doenca
(MEHTA, 2005). Para Zheng et al. (2019), durante a resposta inflamatéria os
macrofagos produzem grande quantidade de NO, via catalise de iINOS, levando a um
estresse oxidativo avassalador e agravante da lesdo tecidual. Tang et al. (2020)
mostraram que pode haver a relacdo entre a producdo de NO no modelo in vivo de
LPA e in vitro por macréfagos.

Sendo assim, a diminuicdo dos niveis de NO promovido por EELr na LPA
apresentados nesse trabalho pode se relacionar aos resultados do teste anti-
inflamatorio in vitro que demonstrou a reducédo na producdo do NO por macréfagos
alcancada pelo mesmo extrato, podendo ser um indicativo da sua acdo na atenuacao
da atividade macrofagica. Isso pode ser reforcado pelo refreio da migracdo dessas
células, juntamente com neutréfilos, observada na contagem diferencial e que pode
levar a diminuicdo na producéo de espécies reativas, com a consequente melhora na
inflamacéo pulmonar. Essa deplecdo da atividade celular pode significar também a

reducdo de mediadores pro-inflamatorios, em especial para participacdo macrofagica.

4.9.2.3 Determinacgdo dos niveis de citocinas

Na analise da producéo de mediadores envolvidos no processo inflamatorio, foi
observado que o grupo LPS apresentou aumento dos niveis de IL-6, TNF-a e INF-y
(Figura 20). Em comparagéo, houve significante diminuicdo na produgé&o das citocinas
pro-inflamatorias IL-6 (p<0,0001), o TNF-a (p<0,0001) e INF-y (p<0,01) nos pulmdes
dos animais tratados com EELr, enquanto houve um aumento na liberagao de IL-2
(p<0,0001) apenas para o grupo tratado com o extrato na dose de 200 mg/kg. As IL-

4, 1L-10 e IL-17 n&o diferiram no grupo LPS em relagc&o ao controle.
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Figura 20 - Efeito do tratamento com EELr sobre os niveis de IL-6 (A), TNF-a (B), INF-y (C), IL-2 (D),

IL-4 (E), IL-10 (F) e IL-17 dos animais com LPA.
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Os dados obtidos no presente trabalho mostraram que a inducéo da inflamacéo
pulmonar em camundongos por LPS aumentou o niumero de células inflamatorias no
LBA, com a presenca de grande numero de macréfagos, células mononucleares
sanguineas e neutrdéfilos, estando esse fenbmeno possivelmente associado ao
aumento nos niveis teciduais de citocinas pro-inflamatorias caracteristicas da LPA.

Pesquisas relacionadas a Covid-19 e a SRAG mostram que essas citocinas
sdo fundamentais para a progresséo do quadro inflamatério (HAN et al., 2020; HU;
HUANG; YIN, 2021). A IL-6, por exemplo, é descrita como intimamente relacionada a
insuficiéncia respiratéria, correlaciona com a gravidade da doenca por apresentar
altos niveis em pacientes que evoluiram para estagios mais graves da Covid-19,
fazendo com que seja apontada como um potencial marcador prognéstico da doenca,
mais até do que outros marcadores conhecidos de inflamacdes (SANTA CRUZ et al.,
2021). Além disso, essa citocina possui uma potente acdo quimioatraente para
neutréfilos e macréfagos, o que potencializa a leséo tecidual por desregulacdo da
matriz extracelular (GUBERNATOROVA et al., 2020). Todas as doses do EELr foram
capazes de reduzir a sinalizacao de IL-6, o que pode justificar a diminuigéo do influxo
de neutrofilos e macrofagos para o espaco broncoalveolar.

Apesar disso, os macréfagos estdo mais intimamente ligados a producédo do
TNF-a, principalmente os que apresentam fenétipo M1, liberando também IL-1, NO e
EROs ao induzir uma resposta inflamatoria grave (LASKIN; MALAVIYA; LASKIN,
2019; CHEN et al., 2020). O aumento do IFN-y também pode levar a polarizagéo de
macrofagos M1, ativando o fator nuclear-kB responsavel por regular a expressao de
um grande namero de genes inflamatorios, incluindo os relacionados a TNF-a e IL-6
(KIM et al., 2017).

Alguns estudos in vitro demonstraram que a inibicdo leucocitaria foi relacionada
a inibicdo dos niveis das citocinas pro-inflamatorias IFN-y e TNF-a, que séao
reconhecidas por estimular a migracao celular e a expressao de moléculas de adeséo
(MARUTHAMUTHU et al., 2020; HONG et al., 2021). Por sua vez, Santos et al. (2021)
demonstraram que o extrato aquoso de L. racemosa foi capaz de reduzir as
concentracoes de IL-6, TNFa e IFN-y produzidas por esplendcitos.

Nossos resultados corroboram com esses estudos e comprovam que a inibicao
dessas citocinas age reduzindo o numero de leucdcitos no tecido pulmonar e a
modulacao desta resposta foi associada a diminui¢cdo da atividade da enzima MPO e

de mediadores pro-inflamatdrios como NO.



89

Ja o0 aumento dos niveis da IL-2, como visto no grupo +EELr 200, pode estar
relacionada a manutencéo da integridade pulmonar, como avaliaram He et al. (2019)
ao relatar que a administracdo profilatica dessa citocina em camundongos preveniu o
aparecimento de edema, niveis aumentados de proteinas pulmonares e fatores pro-
inflamatorios que inibiram a agregacéao de neutrofilos polimorfonucleares nos pulmdes

no modelo de LPA relacionada a transfusao.

4.9.2.4 Analise histopatoldgica dos pulmdes

Com o objetivo de comparar os resultados obtidos nas demais analises do
experimento de LPA com a integridade estrutural do 6rgao, foi realizada a avaliacdo
histopatolégica dos pulmdes através das colora¢cdes HE (Figura 21), para observacao
morfologica, e tricromico de Masson (Figura 22), para da avaliacao da fibrose por meio
da producéo de colageno.

As laminas coradas em HE mostraram que 0s animais do grupo controle
apresentaram arquitetura pulmonar sem alteragGes histopatolégicas, com alvéolos
integros, brénquios e bronquiolos terminais com epitélio de revestimento
conservados, tecido conjuntivo mucoso conservado, vasos sanguineos com endotélio
preservado e preservacao do tecido epitelial de revestimento (Figuras 21 A e B). No
grupo LPS, verificaram-se alteracdes caracterizadas pela diminuicdo da luz dos
alvéolos, espessamento da parede alveolar e um grande numero de infiltrados de
células inflamatorias observados na parede e cavidade alveolar (Figuras 21 C e D). O
grupo tratado com dexametasona apresentou melhora do espessamento, edema
alveolar e do infiltrado inflamatério (Figuras 21 E e F). Nos animais que receberam o
tratamento com EELr, observou-se uma aproximag¢ao na aparéncia da arquitetura
pulmonar ao grupo controle, sendo esta ainda mais evidente em medida proporcional

ao aumento da dose (Figuras 21 G — M).
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Figura 21 — Efeitos do tratamento com o EELr sobre as mudancas histopatolégicas do tecido pulmonar
dos animais com LPA.

Fotomicrografia das laminas histoloégicas dos pulmdes dos animais experimentais coradas com
hematoxilina e eosina. Grupo controle (A-B): basal tratado com solugdo salina estéril (NaCl 0,9%),
grupo LPS (C-D): inflamacéo induzida por LPS e tratado com salina, Grupo +Dexa (E-F): inflamacéo
induzida por LPS e tratado com 5 mg/kg de dexametasona, grupo +EELr50 (G-H): inflamacéo induzida
por LPS e tratado com 50 mg/kd de EELr, grupo +EELr100 (I-J): inflamagé&o induzida por LPS e tratado
com 100 mg/kd de EELr e grupo +EELr200 (L-M): inflamacédo induzida por LPS e tratado com 200
mg/kd de EELr. Coloracdo H.E. Barras 200um (A, C, E, G, I, L) e 50um (B, D, F, H, J, M).
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Andlises histopatoldgicas detalhadas de pulmdes com LPA e SRAG revelam
dano alveolar difuso em ambos os casos, causado pela lesdo das células endoteliais
de revestimento e alveolares, levando a exsudacédo de liquido rico em células, o que
acaba por culminar na ruptura fisica da barreira alvéolo-capilar (MONTERO-
FERNANDEZ; PARDO-GARCIA, 2021).

Durante essas doencas associadas, a fase exsudativa releva a presenca de
edema interalveolar e alargamento intersticial. As membranas hialinas podem ser
vistas neste ponto, assim como trombos em resultado a alteragéo local da via de
coagulacdo. Ja na segunda fase, ha proliferacdo celular fibroblastica visivel que
apresenta aspecto frouxo no corte HE. As membranas hialinas desaparecem se
integrando aos septos alveolares e restos residuais de fibrina podem ser identificados.
Na ultima fase, a fibrética, ha o aparecimento da fibrose intersticial juntamente com o
remodelamento intersticial (MONTERO-FERNANDEZ; PARDO-GARCIA, 2021,
HARIRI et al., 2021).

A inflamag¢do pulmonar compreende uma predominancia de macréfagos
intersticiais juntamente com plasmacitos dispersos e inflamacéao linfocitica de células
T de leve a moderada (LUO et al., 2020; MARTIN et al., 2020). Ademais, pacientes
com Covid-19 apresentam lesdo endotelial grave e microtrombos capilares alveolares
(BOSMULLER et al., 2020; KOMMOS et al., 2020).

Os dados histoldgicos obtidos no nosso estudo confirmam os achados
relacionados a contagem celular no LBA, demonstrando que o0s grupos tratados
(dexametasona 5 mg/kg, EELr 50, 100 e 200 mg/kg) apresentaram significativa
diminuicdo do infiltrado celular quando comparados com o controle LPS, além da
manutencdo da preservacdo estrutural do 6rgdo. Assim, os achados macro e
microscépicos corroboram com as analises dos demais parametros da LPA, e a partir
disto, € possivel inferir que EELr apresenta atividade anti-inflamatoria promissora.

Em relacdo aos pulmdes corados pelo tricrdmico de Masson, foi revelada uma
acentuada marcacéo na parede dos bronquiolos dos animais dos grupos LPS e Dexa,
caracterizada pela presenca de colageno (Figura 23) e indicativa de processo fibrotico
avancado do tecido pulmonar. Os grupos tratados com o extrato de L. racemosa, bem
como o grupo controle, apresentaram uma marcacao ténue em relacdo aos demais
grupos, confirmada pela quantificacdo de colageno por meio da analise de

luminescéncia (Figura 22).
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Figura 22 — Efeitos do tratamento com o EELr sobre a histoquimica do colageno no tecido pulmonar
dos animais com LPA.

Fotomicrografia das laminas histoloégicas dos pulmdes dos animais experimentais coradas com
tricromico de Masson. Grupo controle (A): basal tratado com solugéo salina estéril (NaCl 0,9%), grupo
LPS (B): inflamacéo induzida por LPS e tratado com salina, Grupo +Dexa (C): inflamac¢é&o induzida por
LPS e tratado com 5 mg/kg de dexametasona, grupo +EELr50 (D): inflamacado induzida por LPS e
tratado com 50 mg/kd de EELr, grupo +EELr100 (E): inflamacéo induzida por LPS e tratado com 100
mg/kd de EELr e grupo +EELr200 (F): inflamacéo induzida por LPS e tratado com 200 mg/kd de EELr.
Notar acentuada marcacdo de colageno na parede dos bronquiolos (seta). Coloracdo H.E. Barras
200um (A, C,E, G, I, L) e 50um (B, D, F, H, J, M).
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Figura 23 — Efeitos do tratamento com o EELr sobre a quantidade de colageno total no tecido
pulmonar dos animais com LPA.
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A fibrose pulmonar, uma complicacéo tardia da LPA/SRAG, é caracterizada
pela proliferacéo de fibroblastos e deposicao excessiva de matriz extracelular (MEC),
sendo a deposicdo de coldgeno um potente marcador histolégico do processo de
remodelamento pulmonar (OJO et al., 2020). Apds a destruicdo da integridade da
membrana basal, os macrofagos M1 e M2 séo recrutados para o local da lesédo do
tecido pulmonar para regular a formacéo de fibrose. Os macréfagos M2 quando em
polarizacdo excessiva contribuem para uma resposta fibroproliferativa patolégica e
fiborose pulmonar na fase fibrotica da SRAG, ativando assim a quimiotaxia de
fibroblastos, que séo as células efetivamente secretoras de MEC rica em fibras
colagenas no tecido conjuntivo (CHEN et al., 2020).

Os macrofagos M2 também expressam citocinas anti-inflamatorias, como IL-13
e IL-14, que prejudicam a remodelacdo da MEC excessiva promovendo a presenca
de macrofagos M2 e, finalmente, fibrogénese excessiva (DE PAULA et al., 2020). A
magnitude da deposicédo de MEC e a gravidade da fibrose do tecido pulmonar podem
ser parcialmente dependentes do equilibrio no microambiente local da lesdo do tecido
pulmonar de macrofagos M2 versus M1, responsaveis por atenuar a resposta fibrotica
da doenca (CHEN et al.,, 2020). Estes dados histolégicos para fibrose pulmonar
corroboram a contagem diminuida de macro6fagos no LBA dos grupos tratados, ao
observarmos que a quantidade de fibras colagenas desses grupos nao afetou a
preservacao das vias aéreas e funcdo pulmonar, indicando atenuacgao na interferéncia

da atividade macrofagica em relacéo a produgéao de MEC.
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Os resultados obtidos para tratamento com EELr demonstram que ele foi
responsavel por apresentar uma atividade anti-inflamatdria promissora demonstrada
pela inibicdo do influxo de leucécitos, e a modulacdo desta resposta foi associada a
diminuicdo da atividade da enzima MPO e de mediadores pro-inflamatérios como IL-
6, TNF-a e IFN-y, além do NO produzido por macréfagos intraperitoneais que pode
estar associado ao potencial antioxidante do extrato e ao seu conteido de compostos

fendlicos.
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5 CONCLUSAO

que:

De acordo com os resultados obtidos no presente trabalho, foi possivel concluir

Os extratos das folhas de L. racemosa contém flavonoides, derivados
cindmicos, triterpenos, esteroides, mono e sesquiterpenos em sua constituicao;
Flavonas e flavonoides semelhantes a rutina foram identificados em EELr,
enquanto EHLr e EALr apresentaram compostos com atividades antioxidante,
anti-inflamatéria e antimicrobiana comprovadas;

EELr e EHLr revelaram elevados teores de fendis totais e proantocianidinas;
EELr apresentou relevante atividade antioxidante in vitro nos testes de DPPH
e ABTS;

Foi constatada baixa citotoxicidade dos extratos frente a PBMC e eritrQcitos;
Os extratos apresentaram potencial anti-inflamatorio in vitro ao reduzir niveis
de NO produzidos por macréfagos intraperitoneais;

A DLso do EELTr foi estimada superior a 2.000 mg/kg, tendo apresentado baixa
toxicidade in vivo nas condi¢cBes e parametros avaliados;

EELr apresentou importante atividade anti-inflamatéria sobre a LPA e SRAG
induzidas por LPS em camundongos, diminuindo o nimero de leucdcitos totais,
neutrdfilos, eosinofilos, macréfagos e células mononucleares sanguineas
presentes no LBA dos animais.

EELr reduziu a atividade da MPO e os niveis de NO, IL-6, TNF-a e INF-y nos
pulmbes, bem como atuou na manutencdo da integridade pulmonar e

diminuigdo da fibrose.
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