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RESUMO

A leséo pulmonar aguda (LPA) e a sua forma mais grave, a sindrome do desconforto
respiratorio agudo (SDRA), sdo doencgas inflamatérias que apresentam uma taxa de
mortalidade e morbidade alta. Atualmente, as opg¢des farmacoldégicas para o
tratamento destas doencgas sao inespecificas, sendo fundamental a busca por novas
estratégias terapéuticas. As espécies do género Miconia sdo descritas na literatura
por possuirem diversas propriedades, dentre elas a anti-inflamatdria. Portanto, o
objetivo deste estudo foi realizar a triagem dos constituintes fitoquimicos e avaliar a
atividade anti-inflamatéria do extrato acetato de etila de Miconia serialis em modelo
in vivo de lesao pulmonar aguda induzida por LPS. O extrato em acetato de etila das
partes aéreas de M. serialis (MsAcOEt) foi obtido pelo método de maceracéo
exaustiva e em seguida foi realizada a triagem fitoquimica qualitativa para identificar
as principais classes de metabdlitos secundarios. Posteriormente, foi realizado o
modelo de LPA com grupos de camundongos da linhagem Balb/c, os quais foram
pré-tratados com solugao salina (NaCl 0,9 %), dexametasona (1 mg/kg) e o
MsAcOEt nas doses de 50, 100 e 200 mg/kg, 1 hora antes do estimulo com LPS.
ApoOs 24 horas, foi realizada a eutanasia por sobredose anestésica e o lavado
broncoalveolar (LBA) foi recolhido para avaliar a migragcdo de leucdcitos, com a
contagem total e diferencial, e determinar os niveis de 6xido nitrico (NO). O tecido
pulmonar foi retirado para determinar as concentragcbes de NO, mieloperoxidase
(MPO) e malondialdeido (MDA) e para realizar a andlise histologica. Para andlise
estatistica entre os grupos experimentais foi utilizado o one-way ANOVA seguido do
teste de Dunnett. A triagem fitoquimica revelou a presenca de alcaloides, triterpenos,
esteroides e flavonoides no MsAcOEt. No modelo de LPA, as doses 50, 100 e 200
mg/kg do MsAcOEt inibiram a migragao de leucécitos no LBA em 63,8 %, 85,2 % e
93,2 %, respectivamente. Também foi verificada a inibicdo do recrutamento de
neutroéfilos, mondcitos e eosindfilos em todas as doses de MsAcOEt, com inibicao
variando entre 50 % e 95,1 %. No entanto, apenas a dose de 100 mg/kg inibiu em
78,6 % o recrutamento de linfocitos. Houve reducéao significativa de NO nas doses
de 100 mg/kg (0,55 = 0,04 mM) e 200 mg/kg (0,19 £ 0,08 mM) do MsAcOEt em
relagdo ao controle lesionado (1,15 + 0,15 mM). No tecido pulmonar, MsAcOEt
reduziu significativamente o nivel de NO na dose de 50 mg/kg (4,63 = 0,25 mM),
mas os resultados foram mais expressivos nas doses de 100 mg/kg e 200 mg/kg,
com valores de 1,70 £ 0,21 mM e 1,07 £ 0,15 mM, respectivamente. Em relacédo aos
niveis de MPO, as doses de 50, 100 e 200 mg/kg de MsAcOEt inibiram 24,1 %, 28,4
% e 27,9 %, respectivamente, da atividade da MPO em comparagéo ao controle
lesionado. Como também, as doses de 50, 100 e 200 mg/kg reduziram 37,43 %,
454 % e 53 %, respectivamente, os niveis de MDA em relacdo ao controle
lesionado. Além disso, o dano no tecido pulmonar foi atenuado nos animais tratados
com as diferentes doses de MsAcOEt, sendo identificada a estrutura do bronquiolo
alveolar preservada e presenca de poucas areas com infilirados celulares e
espessamento dos septos alveolares. Ao realizar uma analise geral entre as doses
administradas, observou-se os melhores efeitos na LPA na dose de 200 mg/kg do
MsAcOEt. A partir dos resultados obtidos neste estudo, foi possivel concluir que o
extrato de M. serialis possui potencial anti-inflamatério frente a lesdao pulmonar
aguda, sendo necessaria uma investigagdo mais aprofundada em modelos cronicos
de inflamagdo e a identificacdo dos compostos quimicos responsaveis pelas
atividades, contribuindo na busca por novas alternativas terapéuticas para o
tratamento das doencas inflamatdérias pulmonares.

Palavras-chave: Género Miconia, Modelo in vivo, Inflamacao



ABSTRACT

Acute lung injury (ALI) and its most severe form, acute distress syndrome (ARDS),
are diseases that have a high mortality and morbidity rate. Currently, the
pharmacological options for the treatment of these diseases are non-specific, and the
search for new therapeutic strategies is fundamental. Species of the genus Miconia
are described in the literature because they have several properties, including
anti-inflammatory properties. Therefore, the aim of this study was to screen
phytochemical constituents and evaluate the anti-inflammatory activity of Miconia
serialis ethyl acetate extract in an in vivo model of LPS-induced acute lung injury. The
ethyl acetate extract of the aerial parts of M. serialis (MsAcOEt) was obtained by the
detailed maceration method, followed by a qualitative phytochemical screening to
identify the main classes of secondary metabolites. Subsequently, the APL model
was carried out with groups of Balb/c mice, which were pre-treated with saline
solution (NaCl 0.9%), dexamethasone (1 mg/kg) and MsAcOEt at doses of 50, 100
and 200 mg/kg, 1 hour before LPS challenge. After 24 hours, euthanasia was
performed by anesthetic overdose and bronchoalveolar lavage (BAL) was collected
to assess leukocyte migration, with total and differential counts, and to determine
nitric oxide (NO) levels. Lung tissue was removed to determine NO, myeloperoxidase
(MPO) and malondialdehyde (MDA) concentrations and to perform a histological
analysis. For statistical analysis between experimental groups, one-way ANOVA was
used followed by Dunnett's test. Phytochemical screening revealed the presence of
alkaloids, triterpenes, steroids and flavonoids in MsAcOEt. In the LPA model, doses
of 50, 100 and 200 mg/kg of MsSAcOEt inhibited the migration of leukocytes in the
BAL by 63.8%, 85.2% and 93.2%, respectively. The tracking of recruitment of
neutrophils, monocytes and eosinophils was also verified in all doses of MsAcOEt,
with an increase varying between 50% and 95.1%. However, only a dose of 100
mg/kg inhibited lymphocyte recruitment by 78.6%. There was a significant reduction
of NO at doses of 100 mg/kg (0.55 + 0.04 mM) and 200 mg/kg (0.19 + 0.08 mM) of
MsACcOEt in relation to the injured control (1.15 £ 0 .15mM). In lung tissue, MsAcOEt
significantly showed the level of NO at a dose of 50 mg/kg (4.63 + 0.25 mM), but the
results were more expressive at doses of 100 mg/kg and 200 mg/kg, with values of
1.70 £ 0.21 mM and 1.07 £ 0.15 mM, respectively. Regarding MPO levels, doses of
50, 100 and 200 mg/kg of MsAcOEt inhibited 24.1%, 28.4% and 27.9%, respectively,
of MPO activity compared to the injured control. As well, the doses of 50, 100 and
200 mg/kg reduced 37.43%, 45.4% and 53%, respectively, the levels of MDA in
relation to the injured control. In addition, damage to the lung tissue was attenuated
in animals treated with different doses of MsAcOEt, with the structure of the alveolar
bronchus preserved and the presence of few areas with cellular infiltrates and
thickening of the alveolar septa being identified. When performing a general analysis
between the treated doses, the best effects on APL were observed at the dose of 200
mg/kg of MsAcOEt. From the results obtained in this study, it was possible to
conclude that the M. serialis extract has anti-inflammatory potential against acute
lung injury, requiring further investigation into reflex models of inflammation and the
identification of chemical compounds responsible for the activities, safe in the search
for new therapeutic alternatives for the treatment of pulmonary inflammatory
diseases.

Keywords: Genus Miconia, In vivo model, Inflammation
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1 INTRODUGAO

A Lesao Pulmonar Aguda (LPA) e sua forma mais severa, a Sindrome do
Desconforto Respiratorio Agudo (SDRA), sdo doengas inflamatérias pulmonares que
podem ser decorrentes de agressdes diretas e indiretas aos pulmdes. Dentre as
principais condigdes que promovem a LPA destacam-se a pneumonia, a sepse € a
aspiracao de conteudo gastrico (THOMPSON; CHAMBERS; LIU, 2017).

Independente da origem, a doencga € caracterizada pela formagdo de edema,
aumento da permeabilidade alvéolo-capilar, migracdo de células inflamatdrias,
sobretudo neutrdfilos, e alteragdes graves nas trocas gasosas (MATTHAY; ZEMANS,
2011; MOWERY; TERZIAN; NELSON, 2020). Além disso, a doenga prejudica a
qualidade de vida dos individuos que conseguem se recuperar € causa impactos no
Sistema Publico de Saude (FAN et al. 2018; MOWERY; TERZIAN; NELSON, 2020).

Clinicamente, a LPA estad associada a taxas de morbidade e mortalidade
substanciais. Um estudo epidemiologico revela que nos Estados Unidos ocorrem
cerca de 200 mil casos por ano, e dentre estes, aproximadamente 74.500 casos
evoluem para o 6bito (RUBENFELD et al., 2005). J& no Brasil, ndo ha estudos
epidemiologicos que revelem a extensdao de casos da LPA, porém um estudo
prospectivo realizado por César e colaboradores (2014) evidenciou uma incidéncia
de 10,1 casos por 100.000 habitantes/ano. Entretanto, no periodo de 2020 a 2023,
em decorréncia da pandemia de COVID-19, as taxas de incidéncia e mortalidade da
LPA e SDRA aumentaram significativamente em todo o mundo, por se tratarem de
complicagdes da infecgao causada pelo virus (VOLPATO et al., 2020).

N&o ha um tratamento especifico para a LPA e SDRA, e as medidas aplicadas
para tratar os pacientes, tais como ventilagdo mecanica e medicamentos
anti-inflamatérios, podem promover uma variedade de efeitos adversos aos
pacientes (BROWER et al., 2000; SCHACKE; DOCKE; ASADULLAH, 2002).
Portanto, é fundamental a busca por novas alternativas terapéuticas eficazes e com
baixa toxicidade, visando reduzir a mortalidade entre os pacientes. Diante disso, as
plantas medicinais surgem como alternativa terapéutica, visto que sdo uma fonte de
biomoléculas, possuem grande disponibilidade e facil acesso (ARAUJO et al., 2012;
IBIAPINA et al., 2014), como também sao empregadas na cura de doencas desde
os primordios da humanidade (BRASIL, 2012).
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Diante disso, a familia Melastomataceae apresenta 177 géneros, entre eles o
género Miconia chama bastante atencdo por apresentar diferentes atividades
biolégicas descritas na literatura, tais como antioxidante, anti-inflamatdria,
cicatrizante e antinociceptiva (ALVAREZ, 2014; COUTINHO et al., 2020; LIMA, 2016;
MICHELANGELI et al., 2020; SANTOS & COUTO, 2018). Além disso, as espécies
do género Miconia apresentam varias classes de metabdlitos secundarios na
composi¢cao, como os compostos fendlicos (ALVAREZ, 2014; COUTINHO et al.,
2020).

Diante do exposto, espécies desse género possuem um potencial a ser
explorado. Portanto, o presente estudo busca identificar as principais classes de
metabdlitos secundarios e investigar a atividade anti-inflamatoéria da espécie Miconia
serialis, conhecida popularmente no Norte do Brasil como “tinteiro” ou “maramara

branco”, em modelo de lesdo pulmonar aguda.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 LESAO PULMONAR AGUDA (LPA)

2.1.1 Definicao

A lesdo pulmonar aguda (LPA) e sua forma mais severa, a sindrome do
desconforto respiratorio agudo (SDRA), sao patologias inflamatorias pulmonares que
ocasionam um edema pulmonar com alto teor de proteinas, consequente a um
aumento da permeabilidade da membrana alvéolo capilar, assim causando
hipoxemia refrataria, interferindo na capacidade de complacéncia pulmonar e
prejudicando a eliminagdo do didxido de carbono pelos pulmdes (BARBAS, 2007;
BELLANI et al., 2016; REZOAGLI; FUMAGALLI; BELLANI, 2017).

A SDRA foi descrita inicialmente por Ashbaugh e colaboradores (1967), sendo
caracterizada por inicio agudo de taquipneia, hipoxemia refrataria, perda de
complacéncia pulmonar e presenga de infiltrados pulmonares difusos na radiografia
de torax. A partir disso, foram propostas varias definicdes distintas para auxiliar na

identificacdo de pacientes com a doencga, tais como a definicdo da Conferéncia de
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Consenso Americana - Europeia (BERNARD et al., 1994) e a definicdo de Berlim
(RANIERI et al., 2012).

De acordo com a Conferéncia de Consenso Americana - Europeia
(American-European Consensus Conference - AECC), a LPA e a SDRA séao
diferenciadas pela gravidade da hipoxemia, através do indice de oxigenagao —
Pressdo Parcial de oxigénio arterial (PaO,)/fracdo inspirada de oxigénio (FiO,)
(PaO2/FiO2). Desse modo, quando os individuos apresentam menor grau de
hipoxemia (PaO,/FiO, < 300 mmHg) sdo diagnosticados com LPA, enquanto que os
com maior grau (PaO,/FiO, < 200 mmHg) sao diagnosticados com SDRA. Além
disso, também é considerada a presenca de infiltrados bilaterais vistos na radiografia
de toérax e a pressado de oclusdo da artéria pulmonar <18 mmHg ou auséncia de
sinais clinicos ou ecocardiograficos de hipertensao atrial esquerda (BERNARD et al.,
1994).

Com os avancos dos estudos a respeito da LPA, em 2012, foi proposta uma
definicdo para SDRA com novos critérios para os diagnosticos e que demonstrava
as limitagdes do conceito da AEEC. Trata-se da revisdo mais recente, denominada
de definicdo de Berlim, que foi estabelecida pela Sociedade Europeia de Medicina
Intensiva (European Society of Intensive Care Medicine - ESICM) (RANIERI et al.,
2012). Nessa definigdo a LPA passou a ser uma subclassificacdo da SDRA,
denominada grau leve. Assim, estabeleceu o intervalo de tempo de sete dias entre a
LPA e o desenvolvimento da SDRA, como também passou a exigir uma pressao
positiva expiratoria final (PEEP) minima de 5 cmH,O para utilizar PaO,/FiO, e
estabelecer a severidade da hipoxemia. Com isso, a SDRA é classificada como leve
(PaO,/FiO, entre 200 e 300 mmHg), moderada (PaO,/FiO, entre 100 e 200 mmHg) e
grave (PaO,/FiO, menor que 100 mmHg) (MOWERY; TERZIAN; NELSON, 2020;
RANIERI et al., 2012).

2.1.2 Etiologia e fisiopatologia

A etiologia da LPA pode ser dividida em causas diretas, quando a agressao
acomete o pulméo, ou indiretas, quando ha uma agressao sistémica (quadro 1).
Cerca de 85 % dos casos da doenga sao provocados por pneumonia, sepse
extrapulmonar e aspiragdo de conteudo gastrico, sendo entdo considerados os
fatores de risco mais frequentes (THOMPSON; CHAMBERS; LIU, 2017). No entanto,
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em alguns casos, € dificil diferenciar se a lesdo € de causa direta ou indireta, pois
existe a possibilidade dos dois tipos de agressao coexistirem (BELLANI, 2017; DE
HARO et al. 2013; REZOAGLI; FUMAGALLI, 2017).

Quadro 1 — Causas do desenvolvimento da Lesao Pulmonar Aguda

Lesao Pulmonar Aguda Direta Lesao Pulmonar Aguda Indireta
Pneumonia (bacteriana, fungica, viral ou Sepse
parasitaria) Trauma ndo toracico ou choque hemorragico

Aspiracao de conteudo gastrico Pancreatite

Contuséao pulmonar Grande lesdo ocasionada por queimadura

Embolia gordurosa Overdose de drogas

Quase afogamento Transfuséo de sangue

Inalagao de fumaga

Fonte: Thompson, Chambers e Liu, 2017 (Adaptado).

Resumidamente, a LPA é desencadeada por uma resposta inflamatoéria apos
uma agressao inicial aos pulmdes (Figura 1). Nesse processo, as células
pulmonares, como os macréfagos alveolares, sao ativadas, e por sua vez, secretam
citocinas proé-inflamatérias, incluindo interleucinas IL-1B e IL-6, além de fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a), que agem localmente estimulando a quimiotaxia e a
ativagdo de neutréfilos, como também formam os radicais livres (CHEN et al. 2020;
WANG et al. 2021).

Por outro lado, ocorre a migracdo e o acumulo de leucdcitos, com
predominancia de neutrofilos polimorfonucleares, nos alvéolos pulmonares. Estes
alvéolos apresentam uma membrana denominada de alvéolo-capilar, composta pelo
endotélio capilar, intersticio e epitélio alveolar (KNUDSEN; OCHS, 2018). Os
neutréfilos promovem a descamacao das células epiteliais brédnquicas e alveolares
(THOMPSON; CHAMBERS; LIU, 2017). Estes leucdcitos se aderem ao endotélio
capilar e lesionam o intersticio no espacgo alveolar, ocasionando o dano tecidual e a
perda de fungdo nas barreiras do epitélio alveolar e das células do endotélio capilar.
Ademais, os leucécitos atuam interferindo na secregcdo da substancia surfactante,
cuja fungdo € reduzir a tensédo superficial dos alvéolos e promover a estabilidade
alveolar (MATTHAY; ZEMANS, 2011; THOMPSON; CHAMBERS; LIU, 2017;
AULAKH, 2018; YANG et al. 2021).
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O dano tecidual ocorre a partir dos mediadores téxicos liberados pelos
neutréfilos, incluindo proteases, oxidantes e moléculas proé-inflamatérias, como o
fator ativador de plaquetas (FAP) (THOMPSON; CHAMBERS; LIU, 2017; YANG et
al. 2021). A partir desse dano, ocorre um extravasamento de fluido rico em proteinas
para o espaco alveolar, culminando no desenvolvimento do edema pulmonar, sendo
este parametro um marco fisiopatolégico da LPA, prejudicando assim, as trocas
gasosas e desencadeando a insuficiéncia respiratéria no paciente (MORAES;
ZURAWSKAB; DOWNEY, 2006; THOMPSON; CHAMBERS; LIU, 2017; YANG, et al.
2018).

Figura 1 — Fisiopatologia da Lesdo Pulmonar Aguda e Sindrome de Desconforto

Respiratorio Agudo
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Fonte: Matthay e Zemans, 2011 (Adaptada)
A Figura 1 representa o alvéolo normal (A) e o alvéolo lesado na fase aguda da Lesdo Pulmonar
Aguda e da Sindrome de Desconforto Respiratério Agudo (B)
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Diversos modelos experimentais e dados clinicos demonstram que a
concentragdo desses neutréfilos no lavado broncoalveolar (LBA) é um indicativo
muito importante do estagio da LPA. Desse modo, a alta concentragao de neutrofilos
no LBA esta associada ao avango da doenga, tanto em pacientes quanto em
camundongos, como também a mortalidade da LPA (ABRAHAM et al, 2000;
GOODMAN et al., 2003).

Os neutrdfilos também participam na formacéo de varios oxidantes, como as
espécies reativas de oxigénio (EROs) e de nitrogénio (ERNs), que se da por meio da
enzima mieloperoxidase (MPO) presente nestas células (ARATANI, 2018; KHAN;
ALSAHLI; RAHMANI, 2018). Esses oxidantes sdo produzidos com o intuito de
defender o hospedeiro contra microrganismos invasores (KHAN; ALSAHLI;
RAHMANI, 2018).

No entanto, em quantidades elevadas, os oxidantes promovem o aumento do
estresse oxidativo local, contribuindo ainda mais para o dano estrutural dos alvéolos
(YANG et al. 2020). Além disso, o 6xido nitrico (NO) também atua na LPA, porque
apesar de ter varias funcbes nos pulmdes em condi¢des fisioldgicas normais,
quando encontra-se em niveis elevados, apresentam fungdes pro-inflamatodrias,
contribuindo na fisiopatologia da LPA (DIAS-JUNIOR; CAU; TANUS-SANTOS, 2008).

Portanto, a LPA e sua forma mais severa podem apresentar diferentes causas
e sdo desencadeadas a partir de um conjunto de agdes do sistema imune, estresse
oxidativo e alteragbes fisiopatoldogicas que provocam uma grave disfungdo
respiratoria (KHAN; ALSAHLI; RAHMANI, 2018; YANG et al. 2020).

2.1.3 Epidemiologia

Tanto a LPA quanto a SDRA sdo uma fonte consideravel de morbidade e
mortalidade em pacientes gravemente doentes e promovem impactos no sistema de
saude e no paciente. Os individuos podem apresentar uma diminuicdo na qualidade
de vida de até 5 anos apdés a recuperagdo, devido a problemas fisicos,
neuropsiquiatricos e neurocognitivos (FAN et al. 2018; MOWERY; TERZIAN;
NELSON, 2020). Em relagdo a mortalidade da doenca, a taxa é estimada entre 35 %
e 46 %, sendo maior em casos mais graves (BELLANI et al., 2016).

Estudos relatam uma diferenga na incidéncia da LPA entre os paises, como

os Estados Unidos que possui uma incidéncia de 78,9 casos por 100.000



19

habitantes/ano, com cerca de 200 mil individuos sendo diagnosticados com LPA por
ano, dos quais aproximadamente 74.500 casos evoluem para o ébito (RUBENFELD
et al., 2005). Por outro lado, na Europa tem uma incidéncia de SDRA variando de 5
a 8 casos por 100.000 habitantes/ano (VILLAR; SULEMANJI; KACMAREK, 2014).
No Brasil, um estudo realizado por Caser e colaboradores (2014) em Santa Catarina
por um periodo de 15 meses, avaliou cerca de 7 mil pacientes em 14 unidades de
terapia intensiva e comparou a AECC com a definicdo de Berlim, evidenciando uma
incidéncia de 10,1 casos por 100.000 habitantes/ano.

A incidéncia, o indice de mortalidade e a patogénese da LPA podem variar de
acordo com o estado de saude dos pacientes. Conjuntamente, fatores como
predisposicao genética, abuso de alcool, tabagismo e idade também afetam a
incidéncia e o indice de mortalidade da doenga (BARBAS, 2007; ARTEEL, 2020;
MOWERY et al., 2020; ROUNDS; LU; SIAMWALA, 2022). Portanto, as diferencas
nas taxas entre os paises ocorrem devido a questbes culturais e sociais das
populagdes, como também questdes individuais.

Entre os anos de 2019 e 2023 ocorreu a pandemia de COVID-19, uma
infeccdo viral respiratoria causada pelo Coronavirus da Sindrome Respiratoria
Aguda Grave (SARS-CoV-2). De acordo com dados da Organizagdo Mundial da
Saude (OMS), até o dia 06 de junho de 2023 foram confirmados no mundo mais de
767 milhdes de casos de COVID-19 e 6,9 milhdes de mortes. No Brasil, a COVID-9
apresentou mais de 37 milhdes de casos e 702 mil dbitos.

Em decorréncia desse alto numero de casos, as taxas de incidéncia e
mortalidade de LPA e SDRA aumentaram significativamente ao redor do mundo, por
se tratarem de complicagbes da infecgao pelo virus (VOLPATO et al., 2020). Estudos
relatam que pacientes hospitalizados com a infeccdo por SARS-CoV-2, a
prevaléncia de SDRA é estimada em torno de 31 %, enquanto que em pacientes
internados na UTI é estimada em cerca de 92 % (MOAL et al., 2023). Nesse

contexto, a SDRA é uma causa significativa de morte nesses pacientes.
2.2 MODELO ANIMAL DE LPA INDUZIDA POR LIPOPOLISSACARIDEO (LPS)
Modelos animais de LPA sao imprescindiveis, pois auxiliam no entendimento

dos mecanismos e consequéncias da lesdo pulmonar em humanos, incluindo

mudangas fisiolégicas e patoldégicas que ocorrem. Além disso, possibilitam a
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investigacdo de novos métodos farmacoldgicos para o tratamento da LPA e SDRA
(YOSHIOKA, 2010; GIACOMINI et al., 2020).

Os modelos experimentais podem ser desencadeados por uma variedade de
fatores. Na literatura, tém relatos de métodos distintos para induzir a inflamagao
pulmonar nos modelos animais, como ventilagdo mecanica, hiperdxia, inducéo por
bleomicina, acido oleico ou lipopolissacarideo (LPS) (MATUTE-BELLO; FREVERT;
MARTIN, 2008; ROCCO; NIEMAN, 2016).

Dentre esses, o LPS &€ um dos métodos mais utilizados por apresentar
protocolos rapidos e confiaveis para triagem e otimizagdo de novas drogas, além de
apresentar facilidade na administracdo e na reprodutibilidade dos protocolos
experimentais e possuir respostas semelhantes as infecgdes bacterianas
(MATUTE-BELLO; FREVERT; MARTIN, 2008; COSTA et al., 2017).

O LPS é um complexo glicolipidico presente na membrana externa de
bactérias gram-negativas, sendo considerado um potente estimulante inflamatério
(MORRIS; LI, 2012). Estruturalmente, € composto por uma porg¢ao lipidica (lipideo A)
e um componente polissacarideo, denominado de antigeno O. A porg¢ao lipidica,
sozinha, é responsavel pela maioria dos efeitos bioldgicos do LPS e a cadeia O tem
a capacidade de influenciar na intensidade desses efeitos (MATUTE-BELLO;
FREVERT; MARTIN, 2008; MASGAEEN; GURUNG, 2020).

O LPS provoca um dano no tecido pulmonar, caracterizado por uma fase
aguda, que gera o acumulo de leucécitos, edema pulmonar, altos niveis de MPO e
citocinas pré-inflamatérias no LBA (CHEN, BAI, WANG, 2010; COSTA et al., 2017).
Esse dano pulmonar agudo € gerado 24 horas apds a administracdo do LPS em
camundongos ou ratos por via intranasal ou intratraqueal (CHEN; BAI; WANG,
2010). Nesse contexto, o modelo de LPA induzido por LPS demonstra ser um
processo rapido e eficaz para a investigagao dos mecanismos envolvidos na doenga

e de novas terapias.

2.3 ESTRATEGIAS TERAPEUTICAS

O tratamento atual consiste em medidas de suporte dirigidas para a origem da
doencga, sendo a ventilagdo mecanica a intervengdo mais comum, pois nao ha uma
farmacoterapia especifica para a LPA e a SDRA (BUTT, KURDOWSKA; ALLEN,

2016; MOKRA, 2020). A ventilagdo mecéanica é utilizada em adultos e criangas, e
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tem como objetivo assegurar uma troca gasosa adequada para minimizar lesdes
pulmonares secundarias e complicagdes extrapulmonares (ROTTA et al.,, 2015;
MOKRA et al., 2019).

De acordo com as diretrizes de 2017 que orientam a pratica clinica, a
ventilacdo deve ser aplicada com baixos volumes correntes (quantidade de ar que
entra e sai dos pulmbes em cada ciclo respiratério) e baixas pressdes nas vias
aéreas (FAN et al., 2017). Embora seja essencial no cuidado do paciente, uma
ventilagdo com volumes ou pressdes excessivas e niveis de pressao positiva
expiratoria final (PEEP) baixos pode agravar a condicdo da lesdo e a inflamagéao
pulmonar, gerando a lesdo pulmonar induzida pelo ventilador (LPI1V) (NARDELLI et
al., 2007; ROTTA et al., 2015).

No entanto, segundo Fan e colaboradores (2017), mesmo a PEEP mais alta
sendo utilizada para melhorar alguns aspectos da LPA, pode também apresentar
riscos, como lesdes por distensdo alveolar, aumento do shunt intrapulmonar,
aumento do espago morto pulmonar e maior resisténcia vascular pulmonar. Além
disso, é capaz de aumentar a taxa de mortalidade (DIAS et al., 2021).

Nas ultimas décadas, varios grupos de medicamentos foram usados para
farmacoterapia da LPA/SDRA, porém alguns so tiveram uma resposta positiva em
alguns subgrupos especificos de pacientes (MATTHAY; ZEMANS, 2011). Dentre as
intervengdes farmacolégicas, os corticosteroides sao prescritos com o objetivo de
combater o processo inflamatério, visto que apresentam agdes anti-inflamatoria,
antiedematosa e vasodilatadora pulmonar, embora nio existam fortes evidéncias
que apoiem a utilizagdo desses medicamentos (MOKRA et al., 2019).

Além disso, os resultados de estudos clinicos e experimentais a respeito do
uso dos corticosteroides sao controversos. Essas divergéncias podem estar
relacionadas a inclusdo de pacientes, a escolha do corticosteroide, a gravidade da
doenca no momento da utilizacdo do corticosteroide, a dosagem e a duragido do
tratamento com esses medicamentos (ZHANG; CHEN; NI, 2015; MOKRA et al.,
2019). Outra questdo € a série de efeitos adversos que a utilizagdo prolongada dos
corticosteroides promovem, como hipertensdo, catarata, formacdo de Uulceras
pépticas e dentre outros (YASIR; GOYAL; SONTHALIA, 2018).

Outros estudos reportam que o uso de bloqueadores neuromusculares é
benéfico na fase inicial da SDRA, pois existem evidéncias que a utilizagdo desses

farmacos diminui a inflamacéo sistémica e pulmonar, assim como o consumo de
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oxigénio, como também aumenta a sobrevida dos pacientes e reduz o numero de
dias com ventilagdo. Além disso, permite facilitar a ventilagdo mecéanica, melhorando
a sincronia paciente-ventilador. Entretanto, estudos sugerem que os bloqueadores
neuromusculares podem provocar fraqueza neuromuscular em pacientes
gravemente enfermos quando utilizados a longo prazo (NETO et al., 2012; TORBIC,;
DUGGAL, 2019).

Nessa conjuntura, observa-se que a farmacoterapia para a LPA/SDRA
apresenta fatores limitantes. Desse modo, é imprescindivel a busca por novas
estratégias terapéuticas eficazes e com menos efeitos adversos que promovam a

melhora dos pacientes acometidos pela doencga e reduzam a taxa de mortalidade.

2.4 O USO DE PLANTAS MEDICINAIS E O POTENCIAL TERAPEUTICO

As plantas medicinais sido utilizadas no tratamento e na prevencdo de
doencgas por diversas culturas ha muitos séculos (BRASIL, 2012; CHEROBIN et al.,
2022). Esse conhecimento tradicional foi repassado no decorrer dos anos entre as
diferentes geragbes até os dias atuais, e vem sendo investigado por diversos
autores ha anos (SOUZA; COSTA, 2022). Outros fatores que influenciaram a
utilizacdo das plantas medicinais até hoje foram a grande disponibilidade, baixo
custo e facil acesso (ARAUJO et al., 2012; IBIAPINA et al., 2014), como também, o
status econémico das populagdes, visto que em populagcdes mais pobres no Brasil,
por exemplo, pode ser a unica opcao terapéutica por dificuldades encontradas no
acesso a assisténcia de saude (ARAUJO et al., 2012).

As plantas medicinais sdo amplamente utilizadas devido a presenca de varios
compostos quimicos presentes na rota sintética, os quais apresentam diferentes
atividades bioldgicas, tais como anti-inflamatdéria, antioxidante e cicatrizante (ZAGO;
DE MOURA, 2018). Além disso, a utilizagdo de plantas medicinais € reconhecida
pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) como uma alternativa acessivel no
tratamento de doencas e estimula a producédo de estudos acerca das propriedades,
eficacia e seguranca das plantas medicinais (BRASIL, 2012).

Desse modo, as plantas sdo empregadas na industria farmacéutica para a
descoberta de principios ativos € no desenvolvimento de novos farmacos para o
tratamento de diferentes enfermidades (ARGENTA et al., 2011; GADELHA et al.
2013; ZAGO; DE MOURA, 2018). Como exemplos de farmacos provenientes de
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plantas medicinais pode-se mencionar a aspirina, a digitoxina, a morfina, a quinina e
a pilocarpina (BUTLER, 2004).

Diante disso, a investigacdo dos constituintes das plantas e suas
propriedades € essencial para buscar alternativas para o tratamento de varias
doencas, como as inflamagdes pulmonares, visto que as intervencbes podem ser
dispendiosas e podem apresentar muitos efeitos adversos (ARAUJO et al., 2012).
Estudos recentes descrevem metabdlitos secundarios e plantas medicinais com
acao anti-inflamatéria frente a LPA, como o alcaléide milonina presente na espécie
Cissampelos sympodialis e o extrato aquoso de Sideroxylon obtusifolium
(MARCELINO NETO, 2019; BERNARDO, 2022). Portanto, as plantas medicinais
tém sido alvo de estudos direcionados a busca de terapias alternativas para diversas
enfermidades, incluindo LPA (ARGENTA et al., 2011).

2.5 FAMILIA MELASTOMATACEAE E O GENERO Miconia

A familia Melastomataceae é composta por aproximadamente 5.750 espécies
divididas em 177 géneros, que se encontram distribuidas em regides tropicais e
subtropicais do mundo (MICHELANGELI et al., 2020). No Brasil, € considerada a
sexta maior familia entre as angiospermas, apresentando cerca de 69 géneros e
mais de 1.450 espécies (GOLDENBERG; BAUMGRATZ; SOUZA, 2012;
GOLDENBERG et al., 2023a).

As espécies da familia Melastomataceae possuem uma grande variedade de
habitos que vao de herbaceo até arbustivo e estdo distribuidas desde o Amazonas
até o Rio Grande do Sul. Essa familia estd presente em todos dominios
fitogeograficos com um numero variavel de espécies, sendo mais frequentes nos
dominios da Amazdnia, do Cerrado e da Mata Atlantica (ROMERO; MARTINS, 2002;
GOLDENBERG; BAUMGRATZ; SOUZA, 2012; GOLDENBERG et al., 2023a).

O género Miconia Ruiz & Pav é considerado o maior género da familia
Melastomataceae e apresenta um alto grau de endemismo (GOLDENBERG;
BAUMGRATZ; SOUZA, 2012; GOLDENBERG et al., 2023b). Além disso, € um dos
maiores géneros das angiospermas, possuindo em torno de 1.060 espécies, que sao
mais comuns na Amazonia e Mata Atlantica (GOLDENBERG, 2004, GOLDENBERG
et al., 2013). Dentre essas, cerca de 270 s&o encontradas no Brasil e 104 séo
endémicas do pais (GOLDENBERG et al., 2023b). As espécies de Miconia sao
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caracterizadas por folhas sem fornicarios, inflorescéncias geralmente terminais,
hipanto sem constricdo no apice, célice com lacinias externas reduzidas, pétalas
com apice arredondado ou emarginado e frutos semelhantes a bagas
(GOLDENBERG, 2004).

As espécies do género Miconia sdo amplamente investigadas, demonstrando
nao soO ter um importante papel ecolégico, como também possuem um potencial
terapéutico, visto que sao evidenciados na literatura uma variedade de metabdlitos
secundarios nessas espécies, como os compostos fendlicos (PIERONI et al., 2011;
BARROSO et al., 2021; MESSEDER et al., 2021; FERREIRA et al., 2022). Além
disso, estudos descrevem varias atividades biologicas, tais como antioxidante,
anti-inflamatéria, antinociceptiva e antimicrobiana (PIERONI et al., 2011;
GATIS-CARRAZZONI, et al. 2019; FERREIRA et al., 2022).

2.6 A ESPECIE Miconia serialis

Miconia serialis DC. € popularmente conhecida como “tinteiro” ou “maramara
branco” na regido Norte do Brasil (ARAUJO, et al., 2001; SALOMAO, 2012). Além do
Brasil, esta espécie pode ser encontrada na Venezuela, Guiana, Suriname e Guiana
Francesa (MEIRELLES; GOLDENBERG, 2015). No Brasil, esta distribuida em
estados das regides Norte e Nordeste, sendo encontrada na Amazénia, Caatinga e
Mata Atlantica (GOLDENBERG et al., 2023b).

A espécie M. serialis (Figura 2) pode ser encontrada na forma de arbusto ou
arvore, apresentando de 0,5 a 7 metros de altura, sendo caracterizadas por ramos
cilindricos e folhas oblanceoladas, de consisténcia cartacea a coriacea, com lamina
foliar apresenta apice agudo a aristado e variadas dimensdes (9,9-24,5 x 3,1-6,2
cm), face inferior lanosa e nervuras suprabasais. A planta possui panicula e frutos
globosos do tipo baga (CHAGAS, 2012; MEIRELLES; GOLDENBERG, 2015).
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Figura 2 — Aspectos morfolégicos da espécie Miconia serialis

-\ L

Fonte: Meirelles e Goldenberg, 2015
A figura 2 representa o aspecto geral (A), o tronco (B), a face adaxial da folha (C), a base da folha (D)

e a face abaxial da folha (E) da espécie Miconia serialis

Em relagcdo a sua utilizagdo, a M serialis é citada em estudo como uma das
plantas medicinais utilizadas em terreiros de umbanda e candomblé por
comunidades afro-brasileiras da cidade de Campina Grande. Essas comunidades
empregam as plantas medicinais em diferentes rituais, muitas vezes com finalidade
terap@utica, para curar males fisicos e mentais (GOMES; DANTAS; CATAO, 2008).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Realizar a triagem dos constituintes fitoquimicos e avaliar a atividade
anti-inflamatdria do extrato acetato de etila das partes aéreas de Miconia serialis em

modelo de lesdo pulmonar aguda induzida por LPS em camundongos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Preparar o extrato de acetato de etila (MsAcOEt) de M. serialis;

e Realizar a triagem fitoquimica do extrato;

e Avaliar a atividade anti-inflamatéria do extrato no modelo de les&o pulmonar
aguda induzida por LPS;

e Realizar a contagem de leucécitos total e diferencial no lavado
broncoalveolar;

e Avaliar o efeito do extrato sobre a concentragdo de o6xido nitrico (NO) no
lavado broncoalveolar e no tecido pulmonar dos animais;

e Determinar as concentragdes da mieloperoxidase (MPO) e do malondialdeido
(MDA) no tecido pulmonar de animais;

e Realizar analise histologica.



27

4 METODOLOGIA

4.1 MATERIAIS

4.1.1 Material botanico

As partes aéreas de Miconia serialis pertencem ao banco de plantas do
Laboratorio de Prospeccé&o Farmacotoxicologica de Produtos Bioativos (Biofarmatox)
do Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).
A planta foi previamente coletada em uma restinga de mata atlantica no municipio
de Barreiros — PE, e identificada no Herbario do Instituto Agronédmico de Pesquisa

(IPA), onde uma exsicata foi mantida sob numero de tombo 93.037.

4.1.2 Animais

Os animais foram obtidos do Biotério de criacdo e manutencao do Instituto
Keizo Asami - LIKA UFPE. Foram utilizados camundongos fémeas e machos da
linhagem Balb/c com de idade de 60 dias. Os animais foram divididos aleatoriamente
em grupos experimentais de 5 animais cada, sendo divididos em controle lesionado
induzido por LPS (CL); controle nado lesionado (solugdo salina 0,9%); controle
positivo (CP; dexametasona 1 mg/kg); e os pré-tratados com as doses 50, 100 ou
200 mg/kg do extrato acetato de etila. Estes animais receberam agua e ragéo
(LABINA Purina Brasil) ad libitum e foram mantidos sob ciclo natural claro e escuro
12-12 horas, além de condi¢gdes normais de temperatura (21 + 2 -C) e umidade (60 +
1 %). Esta pesquisa foi previamente submetida ao comité de ética no uso de animais
(CEUA) da Universidade Federal de Pernambuco - UFPE e aprovada com o
processo n° 0057/2022.

4.2 METODOLOGIAS

4.2.1 Preparacao do extrato

O extrato de acetato de etila (MsAcOEt) foi obtido das partes aéreas de M.

serialis no Laboratério de Prospeccdo Farmacotoxicolégica de Produtos Bioativos
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(Biofarmatox) - Departamento de Antibidticos/UFPE. As partes aéreas foram secas
em estufa por circulagao forgcada de ar por 4 dias a 45 °C e o material foi triturado
em moinho de facas. O material extrativo foi obtido por maceragcdo exaustiva e ao
abrigo de luz. Posteriormente, 200 g do material triturado obtido foi imerso em 1 L
hexano, acetato de etila e etanol, com troca do solvente a cada 72 horas por um
periodo de 9 dias. ApOs essa etapa, as solucdes extrativas filtradas foram secas em
evaporador rotativo para obter o extrato bruto, sendo apenas utilizado o extrato de

acetato de etila nesta pesquisa.

4.2.2 Triagem fitoquimica

O extrato MsAcOEt foi submetido a uma investigagao fitoquimica qualitativa,
para identificar as principais classes de metabdlitos secundarios. Foram realizados
testes em triplicata para verificar a presenga ou auséncia de alcaloides, triterpenos e
esteroides, flavonoides, saponinas, taninos, catequinas e antocianinas. Para
alcaloides, foi utilizada a reacao de precipitagdo com o reagente de Dragendorff. Os
triterpenos e esterdides foram identificados pela reagao de Liebermann-Burchard e
as saponinas pela agitacdo do extrato com formacédo de espuma persistente. Para
os flavonodides, foram usadas reagbes de Shinoda e com hidroxido de sédio, que
apresentam cor especifica quando ha a presencga destes compostos. Para taninos,
foi realizada uma reagdo colorimétrica com o cloreto férrico. A identificacdo de
catequinas foi realizada através da mudanca de coloracdo da chama, enquanto a de
antocianinas foi através da reacgao colorimétrica a partir da mudanga de pH, com o
hidréxido de sddio e acido cloridrico (GOMES; MARTINS; ALMEIDA, 2017; MOUCO;
BERNARDINO; CORNELIO, 2003; SARAIVA et al., 2018).

4.2.3 Modelo de lesao pulmonar aguda induzida por LPS

Os camundongos Balb/c foram divididos aleatoriamente em 6 grupos
experimentais, cada grupo com 5 animais. Os animais receberam o pré-tratamento
por via oral com solugéo salina (NaCl 0,9 %), dexametasona (1mg/kg) ou o extrato
MsAcOEt (50, 100 e 200 mg/kg). Apos 1 hora da administragdo do pré-tratamento,
foi realizada a indugcdo da inflamacdo. Para isto, os camundongos foram

anestesiados com isoflurano e receberam com 25 uL de LPS, por via intranasal,
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(Escherichia coli, sorotipo 026:B6, Sigma Aldrich) dissolvidos em solugdo salina
(NaCl 0,9 %), exceto o controle ndo lesionado.

Os animais foram mantidos em condi¢gdes normais e apds 24 horas da
administragdo do LPS, os animais foram eutanasiados por sobredose de anestésico
pela via intraperitoneal com uma combinagéo de cloridrato de cetamina a 10 % (115
mg/kg) e xilazina 2 % (10 mg/kg). Em seguida, o lavado broncoalveolar (LBA) foi
coletado para a analise de migragao leucocitaria e dosagem de 6xido nitrico (NO),
como também foi retirado o tecido pulmonar para o estudo histopatolégico e
determinacdo dos niveis de NO, MDA, MPO (HABASHY; KODOUS; ABU-SERIE.,
2021).

4.2.4 Determinagao da quantidade de leucécitos totais e diferenciais no lavado

broncoalveolar

O lavado broncoalveolar (LBA) foi retirado através da técnica de sucessivas
aspiracoes com 1 mL de PBS (Solugdo tampao fosfato) utilizando uma canula de
polietileno intratraqueal. Em seguida, as células presentes no LBA foram contadas
em microscopio Optico, utilizando a Camara de Neubauer, apos a diluicdo na
proporgao de 1:20 com a solugao de Turk (20 uL solugao de Turk + 20 uL suspenséao
de células), que provoca a lise das hemacias e cora os leucdcitos presentes no LBA.
A porcentagem de inibigdo da inflamagao dos grupos tratados com dexametasona e
com os extratos de Miconia, foram determinadas através da seguinte equacao:
Inibicao da inflamagéo Grupo (%) = [(X 1 de leucscitos & INFLAMADO = X 1o de teucscitos GRUPO) / X o
de leucscitos G INFLamapo] X 100. Para a contagem diferencial de células, linfécitos,
monacitos, eosinofilos e neutrofilos, as ldminas foram preparadas em citocentrifuga
e coradas com Pandtico Rapido — Laborclin, e foram contadas até 100 células por

l&amina no microscopio optico no aumento de 100 x.

4.2.5 Determinagao dos niveis de é6xido nitrico (NO)

A concentragdo do 6xido nitrico (NO) foi determinada através da reagao de
Griess [sulfanilamida 1 % em H3PO4 5 % / N-(-1-naphthyl) - ethylenediamine 0,1 % /
H3PO4 5 % / diluido em agua (1:1:1:1)] (Green et al. 1981). Para a reacgao, foi
misturado 50 pL do reagente de Griess a 50 yL do LBA e a mistura foi deixada a
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temperatura ambiente por 10 minutos. A absorbancia foi medida em leitor de
microplacas a 540 nm. Para determinar o nivel de NO do tecido pulmonar foi
necessario centrifugar (13.000 RPM; 15 min; 4°C) as amostras, inicialmente. A
concentragdo de nitrito de sodio (NaNO,) foi determinada a partir de uma curva
padrdao. Foi realizada a obtencdo da equacdo da reta para o calculo das
concentragdes do teste (GREEN; TANNENBAUM; GOLDMAN, 1981).

4.2.6 Determinagao dos niveis de mieloperoxidase (MPO)

A mieloperoxidase € uma medida indireta da concentragdo de neutrdfilos. A
concentragdo da MPO foi determinada pelo método descrito por Bradley e
colaboradores (1982). Os fragmentos do pulmao foram homogeneizados em solugao
de brometo de hexadeciltrimetilambnio 0,5 % (HTAB) diluido em tampao fosfato de
sédio 50 mM. Em seguida, o homogenato foi centrifugado em 8.300 rpm, por 10
minutos, a 4 °C. Posteriormente, foi coletado 10 yuL do sobrenadante e adicionado
em uma placa de 96 pogos. Na mesma placa também foram adicionados 200 pL da
solugcdo de reacao (cloridrato de o-dianisidina - 0,167 mg/mL, fosfato de sédio 50
mM e peroxido de hidrogénio 0,0005 %). Apos 10 minutos de incubacdo, a
absorbancia foi medida em leitor de microplacas a 450 nm (BRADLEY et al, 1982,
RAO et al, 1993).

4.2.7 Determinagao do niveis de malondialdeido (MDA)

A quantificagdo do malondialdeido foi utilizada para determinar a taxa de
peroxidacao lipidica. A concentracao de MDA foi determinada através do método
descrito por Uchiyama e Mihara (1978), com modificagbes, baseado na reagdo com
o acido tiobarbiturico. Uma porgdo do tecido pulmonar foi homogeneizada com
cloreto de potassio (KCI) 1 %, preparando assim 10 % de homogenato (100 mg de
tecido/mL). Este homogenato foi centrifugado (5.000 RPM; 10 min; 4°C) e foram
acrescentados 3 mL de acido fosférico (HsPO,) (1 %) e 1 mL de uma solugao
aquosa de acido tiobarbiturico. As amostras foram colocadas em banho
termostatizado a 95 °C por 45 minutos. Apds resfriadas, as amostras foram
adicionadas em placa de 96 pocos. A absorbancia foi medida em leitor de

microplacas a 535 nm. Os resultados foram expressos em mmol/g de tecido.
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4.2.8 Analise histologica

Para analise histolégica, os pulmdes foram incubados com solugéo fixadora
(10 % de formalina tamponada). As amostras foram desidratadas em uma série
crescente de etanol, diafanizados em xilol e incluidos em parafina. Posteriormente, o
material parafinado foi cortado em micrétomo para confeccdo das laminas
histolégicas. Estes cortes foram desparafinados em estufa, reidratados e submetidos
a coloragao por hematoxilina-eosina (H&E). Apos isso, as laminas histolégicas foram

examinadas com o auxilio de um microscopio Optico para avaliagdo morfologica.

4.2.9 Analise estatistica

Os dados foram analisados estatisticamente no software GraphPad Prisma
versao 8.0 por analise de variancia (One-way ANOVA), seguidas do teste de Dunnet
para comparagdes multiplas e as diferengcas foram consideradas estatisticamente

significativas para p-valor < 0.05.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 RENDIMENTO DO EXTRATO

Apods a extracdo por maceracao exaustiva das partes aéreas de M. serialis, o
extrato em acetato de etila (AcOEt) apresentou um rendimento de 2,3 %. O
rendimento do extrato foi calculado a partir da relacdo entre o peso do extrato e o
peso seco dos materiais vegetais utilizados. Analisando as literaturas disponiveis
com rendimentos extrativos de diferentes espécies de Miconia, estes condizem com
o resultado encontrado neste estudo para M. serialis. No estudo de Leite (2016), os
extratos em AcCOEt das espécies M. amacurensis, M. holosericea € M. prasina
apresentaram rendimentos de 2,3 %, 1,8 % e 1,7 % respectivamente. Ja Barroso
(2015) ao preparar o extrato em AcOEt de M. ferruginata obteve o rendimento de 1,6
% e Borba (2017) que investigando o extrato em AcOEt de M. caiuia obteve um
rendimento de 1,8 %, sendo entdo resultados semelhantes ao encontrado neste

estudo.
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5.2 TRIAGEM FITOQUIMICA

A partir da avaliagao fitoquimica neste estudo, pode-se detectar a presenca
dos seguintes metabdlitos secundarios no extrato MsAcOEt: alcaloides, triterpenos e
esteroides e flavonoides, conforme a Tabela 1.

Por outro lado, saponinas, taninos, catequina e antocianina nao foram
detectados. No entanto, esse resultado negativo, ndo implica necessariamente na
auséncia desses metabdlitos, visto que fatores externos, como radiag&o ultravioleta,
condicbes climaticas e dentre outros, podem influenciar nas concentracbes e

presencas dos metabdlitos nas plantas (FERREIRA, 2018).

Tabela 1 — Triagem fitoquimica do extrato acetato de etila das partes aéreas de M.

serialis

Metabdlito Resultado
Alcaloides +
Triterpenos e esteroides +
Saponinas -
Flavonoides +
Taninos -
Catequinas -

Antocianinas -

Fonte: autoria propria

(+) Detectada a presenga do metabdlito; (-) Ndo detectada;

A presencga de esteroides e triterpenos corrobora com os estudos de Oliveira
e colaboradores (2005), em que cinco triterpenos foram isolados das espécies M.
sellowiana e M. ligustroides, e de Crevelin et al. (2006) que isolou nove triterpenos e
esteroides de seis espécies de Miconia. Outros estudos também identificaram a
presenga de triterpenos em extratos de acetato de etila de outras espécies do
género, como em seis espécies do género Miconia por Leite (2016), em M.
minutiflora por Gatis-Carrazzoni (2016) e em M. prasina por Oliveira (2017), assim,
evidenciando que a presenga deste metabdlito € comum no género Miconia.

Além disso, os esteroides e triterpenos sao associados as atividades
antioxidante, antifungica e anti-inflamatéria (DZOYEM et al. 2021; AHMED et al.
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2022; SUNG et al. 2023). Como também, na literatura foram encontrados estudos
acerca da atividade anti-inflamatéria em modelo in vivo apresentada por triterpenos
isolados de plantas do género Miconia (VASCONCELOS et al., 2006).

Além dos triterpenos, os flavonoides também foram detectados no extrato de
acetato de etila de M. amacurensis, M. holosericea, M. hypoleuca, M. prasina, M.
affinis e M. caiuia (LEITE, 2016; BORBA, 2017; OLIVEIRA, 2017). Os flavonoides
sdo uma classe de metabdlitos pertencente aos compostos fendlicos que esta
presente em diversas plantas e tem sido relatada na literatura com uma variedade
de atividades farmacoldgicas, tais como antitumoral, antioxidante e anti-inflamatéria
(SANTOS; RODRIGUES, 2017). Esses metabdlitos sao descritos como promissores
frente aos processos inflamatérios, atuando em diferentes mecanismos, por
exemplo, inibindo a produgéo de citocinas pro-inflamatorias e modulando a enzima
que forma o oxido nitrico (COUTINHO; MUZITANO; COSTA, 2009).

Em relagao aos alcaloides, trata-se de uma classe de metabdlitos com uma
diversidade estrutural que conferem diferentes propriedades terapéuticas, dentre
estas pode-se citar a atividade antimicrobiana, antitumoral e anti-inflamatéria (LIU et
al. 2019; YAN et al, 2021). Além disso, estudos recentes também comprovaram o
potencial anti-inflamatéria de alcaloides frente a lesdo pulmonar aguda (FERREIRA,
2020; BERNARDO, 2022). Nessa conjuntura, a presenca desses metabdlitos sugere

que a atividade biologica do extrato esta associada a estes constituintes quimicos.

5.3 EFEITO DO MsAcOEt NA MIGRACAO DE LEUCOCITOS TOTAIS E
DIFERENCIAIS DO LAVADO BRONCOALVEOLAR

Na Tabela 2, o grupo controle n&o lesionado (CNL) apresentou uma diferenca
significativa com p<0,0001 em relagao ao grupo controle lesionado (CL), evidenciada
pelo aumento do numero de leucdcitos totais no LBA dos animais submetidos ao
LPS, confirmando a viabilidade do modelo de lesdo pulmonar aguda induzida por
LPS.

O MsAcOEt, em todas as doses, apresentou redugao significativa no numero
total de leucécitos em comparagéao ao grupo CL (p<0,0001), assim como o farmaco
de referéncia, dexametasona (CP; 1 mg/kg). Os grupos pré-tratados com o MsAcOEt
nas concentragcdes de 50, 100 e 200 mg/kg inibiram a migragao celular em 63,8 %,

85,2 % e 93,2 %, respectivamente.
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Tabela 2 — Total de leucécitos polimorfonucleares e percentual de inibicdo da
migracao celular no lavado broncoalveolar de animais submetidos a lesao pulmonar

aguda induzida por LPS e apods o pré-tratamento com diferentes doses de MsAcOEt.

Grupo N° de leucécitos/mL (x 10°) Inibigao (%)
Controle n&o lesionado 2,00 + 0,04 -
Controle lesionado 28,69+ 0,70 -
Controle positivo 1,56 £ 0,75**** 94,8
50 mg/kg 10,74 £ 1,97**** 63,8
100 mg/kg 4,40 + 1,96**** 85,2
200 mg/kg 2,00 £ 1,20**** 93,2

Fonte: autoria propria
Resultados em média + desvio padrdo. Grupos: controle ndo lesionado - solugdo salina a 0,9 %
(CNL), controle lesionado induzido por LPS (CL), controle positivo - dexametasona 1 mg/kg (CP) e
diferentes doses de MsAcOEt. Utilizou-se ANOVA seguido do teste de Dunnett para comparagdes

multiplas (****p<0.0001), comparando ao grupo CL.

Em relagdo a contagem diferencial de células presentes no LBA apresentada
na Tabela 3, os dados demonstraram que as doses de 50, 100 e 200 mg/kg de
MsAcOEt inibiram de forma significativa o recrutamento de neutréfilos bastonetes
(71,4 %, 64,3 % e 92,9 %, respectivamente) e segmentados (71,4 %, 71,4 % e 85,7
%, respectivamente), eosindfilos (50 %; 90 % e 90 %, respectivamente), e mondcitos
(58,5 %, 65,9 % e 95,1 %, respectivamente) para o pulmdo em comparagdo ao
grupo CL. Foi observado que o MsAcOEt apenas na dose de 100 mg/kg causou uma
reducéo (p=0,0018) na migracéo de linfécitos de 78,6 % em relagdo ao grupo CL.
Por outro lado, foi verificado um aumento representativo na migragcao de basofilos
nas doses de 50, 100 e 200 mg/kg (p<0,0001, p<0,0001 e p=0,0011,

respectivamente) em comparagao ao grupo CL.
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Tabela 3 — Contagem diferencial no lavado broncoalveolar de animais submetidos a
lesdo pulmonar aguda induzida por LPS e apds o pré-tratamento com diferentes
doses de MsAcOEt

GRUPOS CL CP 50 100 200
mg/kg mg/kg mg/kg
Segmentado 215 4 £ 1> 6 £ 3**** 6 £ 2%*** 3 £ 2%
(%)
Linfécito 14+ 3 65 + 1% 13+4 312" 9+2
(%)
Monécito 4116 2 £ 2% 17 £ 3% 14 £ 1% 2 £ 2%
(%)
Eosinéfilo 20+ 2 5 £ 2%*** 10 £ 2% 2 £ 2% 2+ 1*
(%)
Bastonete 14 £ 2 5+ 1% 4 £ ¥ 54 1% 14 1%
(%)
Baséfilo 9+3 1311 55 £ 3**** 66 + 4**** 22 £ 1**
(%)

Fonte: autoria propria
Resultados em média * desvio padrdo. Grupos: controle nao lesionado - solugédo salina a 0,9 %
(CNL), controle lesionado induzido por LPS (CL), controle positivo - dexametasona 1 mg/kg (CP) e
diferentes doses de MsAcOEt. Utilizou-se ANOVA seguido do teste de Dunnett para comparagdes

multiplas (****p<0.0001, **p<0,05), comparando ao grupo CL.

O LPS tem a capacidade de afetar a integridade das células pulmonares,
como o0s pneumdécitos e macréfagos, atingindo os espacgos aéreos e levando a
inflamacao e toxicidade local e sistémica. Desse modo, sao capazes de reproduzir
as caracteristicas chaves da LPA, dentre elas o recrutamento de leucécitos
polimorfonucleares (CHEN, BAI, WANG, 2010; NOVA; SKOVIEROVA; CALKOVSKA,
2019).

Neste estudo foi identificado um numero elevado de neutrofilos em bastéao,
denominado de bastonetes, e segmentados no grupo CL. Na patogénese da LPA, os
neutréfilos segmentados sao as primeiras células a serem recrutadas para o foco
inflamatorio, assim promovendo caracteristicas chaves da LPA e desempenhando
um papel importante na progressdo da doenca (GROMMES; SOEHNLEIN, 2011;
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BLAZQUEZ-PRIETO et al. 2018). Além disso, os neutréfilos bastonetes s&o células
imaturas advindas da medula 6ssea que sao liberadas no combate a infecgao
(SILVA; COSTA, 2020). Em contraste, os grupos pré-tratados com as doses de
MsAcOEt reduziram a migragdo dos neutrofilos, apresentando valores proximos e
até menores que o grupo CP, sugerindo uma atenuacédo do dano tecidual nestes
grupos.

Em contrapartida, apesar do MsAcOEt na dose de 100 mg/kg ter reduzido o
numero de linfécitos, estas células ndo possuem uma atividade relevante na fase
aguda da LPA, tendo um aumento observado apenas dias depois do inicio da
doenga (XU et al., 2016). Os baséfilos sdo células encontradas em baixa quantidade
em condicbes normais, entdo podem ter sido aumentados devido as condigdes
fisiolégicas dos animais, pois estes leucocitos estdo associados a infecgdes
parasitarias. Além disso, boa parte das suas funcdes in vivo ainda é desconhecida e
estudos relacionados a LPA sao escassos (VALDIVIA-SILVA, 2012; BARROS, 2016).

Ja os eosindfilos podem estar envolvidos na LPA, contudo apresentam uma
atividade menor em comparagao aos neutrofilos, ndo promovendo sequelas em
pacientes com esse quadro clinico (CAMPOS; PEREIRA, 2009). Além disso, apesar
de nao ser considerado um marcador confiavel da doenga, Willetts e colaboradores
(2011) identificaram eosindfilos em quantidade e niveis de desgranulagéao
aumentados em pacientes com LPA.

Em relagdo aos mondcitos, a redugdo da migracdo destas células é muito
importante, visto que sédo precursores dos macréfagos. Dentre os macrofagos, os
alveolares sao células fundamentais na caracterizagdo inflamatéria da LPA, pois
apresentam varias fungdes, tais como a secreg¢ao substancias pro-inflamatérias em
resposta a presenga de invasores, como o LPS (AGGARWAL; KING; D'ALESSIO,
2014; VAZQUEZ-GONZALEZ et al. 2022). Nesse contexto, a reducdo da migragdo

de leucécitos sugere preliminarmente o efeito anti-inflamatério do MsAcOEt.

5.4 DETERMINACAO DOS NIVEIS DE OXIDO NiTRICO (NO)

Conforme mostrado na Figura 3, os grupos pré-tratados com as doses de 100
e 200 mg/kg do MsAcOEt apresentaram uma redugao significativa do NO para 0,55
+ 0,04 mM e 0,19 £ 0,08 mM, respectivamente, em relagdo ao grupo CL, assim

como o grupo CP que reduziu o NO para 0,14 + 0,03 mM.
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Figura 3 — Efeito do MsAcOEt sobre a producéo de éxido nitrico (NO) no lavado
broncoalveolar e no tecido pulmonar de animais submetidos a leséao pulmonar aguda
induzida por LPS
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Fonte: Autoria propria
Resultados em média + desvio padrdo. NO do lavado broncoalveolar (A) e NO tecidual (B). Grupos:
controle n&o lesionado - solugéo salina a 0,9 % (CNL), controle lesionado induzido por LPS (CL),
controle positivo - dexametasona 1 mg/kg (CP) e diferentes doses de MsAcOEt. Utilizou-se ANOVA
seguido do teste de Dunnett para comparagdes multiplas ( ***p<0,0002 e ****p<0.0001), comparando

ao grupo CL.

Em relagao ao NO tecidual, apresentado na Figura 3, o grupo CNL também
apresentou diferencga significativa (p<0,0001) em relagdo ao grupo CL (0,20 = 0,09
mM vs 6,05 £ 0,60 mM, respectivamente). Além disso, o grupo pré-tratado com a
dose 50 mg/kg de MsAcOEt reduziu o NO para 4,63 £ 0,25 mM, enquanto que os
pré-tratados com as doses 100 e 200 mg/kg reduziu em 4 vezes (1,70 £ 0,21 mM) e
6 vezes (1,07 £ 0,15 mM), respectivamente, o NO tecidual em relagao ao grupo CL
(6,05 + 0,60 mM). A dose de 200 mg/kg do MsAcOEt apresentou uma redugédo maior
que o grupo CP, que reduziu o NO em 4 vezes (1,42 £ 0,19 mM).

Durante a inflamagdo, o o&xido nitrico (NO) é liberado em excesso
principalmente por uma reacdo conduzida pela enzima 6xido nitrico-sintase induzida
(iNOS) (KROL; KEPINSKA, 2020). O NO em condigdes elevadas pode promover
dano oxidativo, através da formagcdo de peroxinitrito e outros mediadores
inflamatodrios, assim potencializando a lesdo no tecido (ZHOU et al., 2003; MEHTA,
2005). Portanto, esta reducao no nivel de NO pode estar associada a reducao da
migracgao de leucdcitos, pois os macrofagos alveolares, células epiteliais e células do

infiltrado inflamatério sdo as principais células que expressam a iINOS (ALESSIO et
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al., 2017). Diante disso, estes dados sugerem que MsAcOEt atenuaram o dano
tecidual promovido pelo NO em todas as doses testadas, destacando-se a dose de
200 mg/kg que apresentou maior reducao tanto no nivel do NO do LBA quanto no

nivel do NO tecidual.

5.5 DETERMINAGAO DOS NiVEIS DE MIELOPEROXIDASE (MPO)

Conforme mostrado na Figura 4, houve uma diferencga significativa (p<0,0001)
nos niveis da MPO entre o grupo CNL e o grupo CL, evidenciada pelo nivel elevado
da MPO no grupo CL, comprovando assim, a indugdo da inflamacao neste grupo.
MsAcOEt nas doses de 50, 100 e 200 mg/kg de redugao os niveis da MPO em 24,1
%, 28,4% e 27,9%, respectivamente, em comparagao ao grupo CL. O grupo CP
inibiu 44,05 % (p<0,0001) o nivel da MPO quando comparado ao grupo CL.

Figura 4 — Efeito do MsAcOEt sobre a producao da Mieloperoxidase (MPO) em
tecido pulmonar de animais submetidos a lesdo pulmonar aguda induzida por LPS
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Fonte: Autoria propria
Resultados em média + desvio padrdo. Grupos: controle ndo lesionado - solugédo salina a 0,9 %
(CNL), controle lesionado induzido por LPS (CL), controle positivo - dexametasona 1 mg/kg (CP) e
diferentes doses de MsAcOEt. Utilizou-se ANOVA seguido do teste de Dunnett para comparagdes

multiplas (**p=0,0029; ***p<0,05 e ****p<0.0001), comparando ao grupo CL.

A MPO é uma enzima fisiologicamente expressa em neutroéfilos circulantes,

mondcitos e alguns macréfagos teciduais, no entanto, é encontrada em maior
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quantidade nos neutroéfilos, visto que esta presente nos granulos azurdfilos destas
células. Esta enzima tem sua secre¢do aumentada durante o processo inflamatério.
Desse modo a MPO pode ser usada como um marcador de neutrofilia em casos de
inflamac&o aguda, lesdo pulmonar aguda e sepse (FAITH et al., 2008; ARATANI,
2018; KHAN; ALSAHLI; RAHMANI, 2018).

A inibicdo da MPO pode regular positivamente a patogénese inflamatdria
(KHAN; ALSAHLI; RAHMANI, 2018). Além disso, um estudo com o extrato
metandlico de M. minutiflora mostrou que a redugao significativa de MPO contribuiu
na atividade anti-inflamatoria do extrato em modelo de edema de pata induzido por
carragenina (GATIS-CARRAZZONI et al., 2019). Cérrea et al. (2021) também
apresentou uma descricao similar a respeito da MPO, em modelo de edema de
orelha induzido por 6leo de créton, para o extrato dos frutos de M. albicans.

Sendo assim, nossos achados corroboram com os estudos da literatura,
confirmando a redugdo da migracdo de leucdcitos, com predominéncia de
neutréfilos, através do pré-tratamento com as doses de MsAcCOEt, no tecido
pulmonar dos animais induzidos por LPS. Portanto, pode-se inferir que a reducéo da

MPO contribuiu com o efeito anti-inflamatério do MsAcOEt.

5.6 DETERMINAGCAO DOS NIVEIS DE MALONDIALDEIDO (MDA)

Nesse estudo, o nivel de MDA aumentou consideravelmente no grupo CL em
relacdo ao grupo CNL (Figura 5). Os grupos de animais que receberam o0s
pré-tratamentos com as doses de 50, 100 e 200 mg/kg do MsAcOEt apresentaram
uma reducgao significativa (p<0,0001) do nivel de MDA quando comparados ao grupo
CL, apresentado uma reducao de 37,43%, 45,4% e 53%, respectivamente. Assim
como o grupo CP, que apresentou uma diminuigdo significativa com p<0,0001 em

relacéo ao grupo CL.
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Figura 5 — Efeito do MsAcOEt sobre a producéo de malondialdeido (MDA) em tecido

pulmonar de animais submetidos a lesdo pulmonar aguda induzida por LPS
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Fonte: Autoria propria
Resultados em média + desvio padrdo. Grupos: controle ndo lesionado - solugédo salina a 0,9 %
(CNL), controle lesionado induzido por LPS (CL), controle positivo - dexametasona 1 mg/kg (CP) e
diferentes doses de MsAcOEt. Utilizou-se ANOVA seguido do teste de Dunnett para comparagdes

multiplas (****p<0.0001), comparando ao grupo CL.

Estudos com diferentes espécies do género Miconia evidenciam que a
presenca de compostos fendlicos, como os flavonoides, conferem atividade
antioxidante a estas plantas (GONZALEZ, 2016; GONTIJO et al., 2019; MANZANO
et al. 2022). Esta atividade é muito importante para protecédo de células contra
efeitos dos radicais livres em diferentes doencas (VELLOSA et al. 2021). Estes
radicais em condi¢cdes elevadas estimulam a produgao de diferentes substancias,
como o MDA que é um produto final da peroxidagao lipidica nas células. Desse
modo, o MDA é considerado um marcador de estresse oxidativo (LANG et al., 2002;
GAWEL et al., 2004).

Portanto, esses resultados sugerem MsACOEt em todas as concentragbes
testadas de atenuou o dano oxidativo promovido pelos radicais livres no tecido
pulmonar dos animais, destacando-se as concentragdes de 100 e 200 mg/kg. Este
efeito pode estar relacionado a presenga de flavonoides no MsAcOEt conforme
apresentado neste estudo (Tabela 1), visto que sdo compostos descritos na literatura

com a capacidade de eliminar as EROs. Além disso, o efeito antioxidante é relatado
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como uma caracteristica de diferentes compostos fendlicos (BANJARNAHOR,;
ARTANTI, 2014; SAN MIGUEL-CHAVEZ, 2017).

5.7 AVALIACAO DAS ALTERAGCOES HISTOLOGICAS NO MODELO DE LPA

Ao analisar morfologicamente os cortes de pulmbdes corados com
hematoxilina e eosina, observou-se que o grupo controle nao lesionado (Figura 6-A)
nao demonstrou alteragdes, o qual apresentou estrutura normal dos alvéolos, sem
sinais de inflamacdo ou espessamento dos septos alveolares. Por outro lado, no
grupo controle lesionado induzido por LPS, verificou-se espessamento variavel dos
septos alveolares, focos hemorragicos e infiltrado celular em decorréncia do
processo inflamatorio, conforme apresentado na Figura 6-B. Estes aspectos estao
alinhados com o numero elevado de leucdcitos totais no LBA do grupo controle
lesionado com LPS identificado neste estudo (Tabela 2).

Em contrapartida, na avaliagdo morfolégica do tecido pulmonar dos grupos
submetidos ao pré-tratamento com as diferentes concentragées de MsAcOEt (Figura
6) observamos que os danos foram atenuados em comparagdo com a morfologia do
grupo lesionado. No tecido pulmonar dos animais pré-tratados com as doses 50, 100
e 200 mg/kg ocorreu uma atenuagao dos danos. Nesses grupos, os bronquiolos
apresentaram a arquitetura preservada, porém ainda foi possivel observar algumas
regides com a presencga de infiltrados celulares e areas com espessamento dos
septos alveolares.

Os infiltrados celulares apresentam varios leucécitos que sao recrutados para
o foco inflamatério com o intuito de combater invasores (WEAVERS; MARTIN,
2020). No entanto, apresentam a capacidade de prolongar a inflamagéo e exacerbar
o dano tecidual através da liberacdo de componentes toxicos ao tecido, como
radicais livres e enzimas (BECHARA; SZABO, 2006; ETIENNE; VIEGAS; VIEGAS,
2021). Portanto, pode-se inferir que a atenuagao do dano tecidual esta associada a
inibicdo da migragao de leucécitos no LBA desses animais, gerada pelas diferentes

doses do extrato (Tabela 2).
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Figura 6 — Alteragcées morfoldgicas do pulméao de animais submetidos a LPA induzida por LPS

Fonte: Autoria prépria
A figura 6 representa os grupos controles e as diferentes doses de MsAcOEt. A- Grupo controle n&o lesionado (solugéo salina a 0,9 %): A1 (100X) e A2
(400x); B- grupo controle lesionado induzido por LPS: B1 (100x) e B2 (400X); C- grupo controle positivo (dexametasona 1 mg/kg): C1 (100x) e C2 (400X). D-
grupo 50 mg/kg: D1 (100X) e D2 (400x); E- grupo 100 mg/kg: E1 (100x) e E2 (400X); F- grupo 200 mg/kg: F1 (100x) e F2 (400X). Na figura 6 pode ser
observado foco hemorragico (*), infiltrado celular (seta preta), espessamento do septo alveolar (seta vermelha), alvéolos pulmonares (AL) e bronquiolo (BR)
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6 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos neste estudo, foi possivel concluir que o
extrato de M. serialis apresentou a capacidade de inibir a migragdo leucocitaria,
principalmente neutrofilos, mondcitos e eosindfilos, para as vias aéreas e pulmdes.
Além disso, foi capaz de reduzir os niveis de mieloperoxidase e malondialdeido no
tecido pulmonar, e os niveis de 6xido nitrico no lavado broncoalveolar e no tecido
pulmonar. Como também, promoveu a atenuacédo de danos caracteristicos da lesao
pulmonar aguda no tecido pulmonar. Sendo assim, o extrato de M. serialis sugere
um efeito anti-inflamatério que pode estar associado a presenca de flavonoides,
triterpenos, esterdides e alcaloides neste extrato, sendo necessaria uma
investigacdo mais aprofundada em modelos cronicos de inflamagao e a identificagéo
dos compostos quimicos responsaveis pelas atividades. Ao realizar uma analise
geral das doses avaliadas do extrato, a de 200 mg/kg apresentou os melhores
efeitos frente a lesdo pulmonar aguda. Portanto, estes dados ressaltam a
importancia da investigacdo das propriedades das plantas medicinais e evidenciam
o potencial anti-inflamatério de M. serialis frente a lesdo pulmonar aguda,
contribuindo assim na busca por estratégias terapéuticas para doengas inflamatérias

pulmonares.

7 PERSPECTIVAS

Como perspectivas para a continuidade deste estudo, destacamos a
identificacdo e quantificacdo dos compostos responsaveis pela atividade na M.
serialis; a avaliagdo de algumas interleucinas pro-inflamatérias (TNF-a, IL-13, IL-6,
IL-8) e anti-inflamatdrias (IL-10) no LBA e no tecido pulmonar nos diferentes grupos
experimentais; avaliar o score da inflamagdo no tecido pulmonar; e avaliar os

diferentes mecanismos de agao pelo qual a M. serialis diminui a inflamacao.
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