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RESUMO

SILVA, M.L.S. Acédo terapéutica do extrato etandlico das folhas de
Platonia insignis Mart. na sindrome do desconforto respiratorio induzida
em ratos. 2023. 51 p. Dissertacdo (Mestrado em Quimica) -
Universidade Estadual do Piaui. Teresina.

A Platonia insignis Mart é popularmente conhecida como Bacuri. Todas as partes
desta planta tém indicacdes de uso na medicina popular. A decoccdo das sementes,
por exemplo, € usada para tratar a diarreia, enquanto o 6leo das sementes é usado
no tratamento de doencas de pele, otite, reumatismo, artrite e cicatrizante. Os
objetivos deste trabalho foram prospectar o perfil quimico da espécie P. insginis por
meio de CG-EM e CLAE e investigar a acdo farmacoldgica do extrato etanélico das
folhnas de P. insignis na sindrome do desconforto respiratério agudo (SDRA) por
isquemia e reperfusdo intestinal em ratos. Para a indugdo da SDRA, 35 ratos
machos foram distribuidos em sete grupos. O grupo controle negativo, foi submetido
a isquemia e reperfusdo mas nao foi tratado. Os grupos E, F e G foram submetidos a
tratamento com a aplicacdo do extrato etandlico das folhas de P. insignis liofilizado
(500 mg/kg), bromidrato de fenoterol e associa¢des por via inalatéria. As alteracbes
estruturais e inflamatdrias pulmonares foram avaliadas através do exame histolégico.
Na triagem fitoquimica preliminar observou-se que o extrato das folhas apresentou
resultado positivo para, alcaloides, saponinas e triterpenos. Na analise por CG-EM
verificou que o extrato etandlico das folhas de P. insignis apresentaram 60
compostos. Os compostos majoritarios identificados no extrato etandlico das folhas
de P. insignis foram fitol (10,54%), gama — sitosterol (9,88%) e acido hexadecandico
(9,84%). Ja na andlise por CLAE revelou no extrato em estudo o metabdlito
secundéario catequina. Por fim, o extrato foi capaz de estagnar a dilatagdo acentuada
dos bronquiolos terminais e respiratorios e dos alvéolos. Os resultados mostraram
gue o extrato etandlico das folhas de P. insignis apresenta-se como uma nova opg¢ao
de abordagem terapéutica no tratamento da SDRA.

Palavras-chave: Abordagem terapéutica; Catequina; Platonia insignis Mart.;

Triagem fitoquimica.



ABSTRACT

Platonia insignis Mart is popularly known as Bacuri. All parts of this plant have
indications for use in folk medicine. The decoction of the seeds, for example, is used
to treat diarrhea, while the oil from the seeds is used to treat skin diseases, otitis,
rheumatism, arthritis, and cicatrizing. The objectives of this work were to prospect the
chemical profile of P. insginis by means of GC-MS and CLAE and to investigate the
pharmacological action of the ethanolic extract of P. insignis leaves on acute
respiratory distress syndrome (ARDS) by intestinal ischemia and reperfusion in rats.
For the induction of ARDS, 35 male rats were distributed in seven groups. The
negative control group was submitted to ischemia and reperfusion but was not
treated. Groups E, F and G were treated with ethanolic extract of P. insignis leaves
freeze-dried (500 mg/kg), fenoterol bromide and associations by inhalation. Structural
and inflammatory pulmonary changes were evaluated by histological examination. In
the preliminary phytochemical screening it was observed that the leaf extract was
positive for alkaloids, saponins and triterpenes. The GC-MS analysis verified that the
ethanolic extract of P. insignis leaves showed 60 compounds. The major compounds
identified in the ethanolic extract of P. insignis leaves were phytol (10.54%), gamma -
sitosterol (9.88%) and hexadecanoic acid (9.84%). Already in the analysis by CLAE
revealed in the extract under study the secondary metabolite catechin. Finally, the
extract was able to stagnate the marked dilatation of terminal and respiratory
bronchioles and alveoli. The results showed that the ethanolic extract of P. insignis
leaves presents itself as a new option of therapeutic approach in the treatment of
ARDS.

Keywords: Therapeutic approach; Catechin; Platonia insignis; Phytochemical

screening.
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Capitulo 1

INTRODUCAO

Uma das principais causas de mortalidade para os seres humanos s&o as
doencas respiratérias, e grande parte dessas infec¢cdes sdo causadas por virus.
Entre os varios virus destacam-se 0 SARS-CoV-2 pertencente a familia

Coronaviridae [1].

O Coronavirus na Sindrome Respiratdria Aguda Grave (SARS-CoV-2), causa
pneumonia grave e insuficiéncia pulmonar aguda. Alguns individuos com pneumonia
desenvolveram SDRA e em alguns deles, a situacdo se agravou em um curto
periodo de tempo [2]. Os idosos e aqueles que apresentam comorbidades como
hipertensao, diabetes e doencas cardiovasculares tendem a desenvolver a SDRA
mais rapido, chegando a 6bito [3].

A SDRA é definida como uma inflamacdo da membrana alvéolo-capilar, e
estd relacionada a alguns fatores de risco que podem desencadear uma leséo
pulmonar através de mecanismos diretos, como aspiracdo de conteddo gastrico,
pneumonia, lesdo inalatéria, contusao pulmonar; ou de forma indireta, como sepse,
traumatismo, pancreatite [4].

A lesédo por esta sindrome pode ser induzida por isquemia e reperfusédo. A
isquemia é uma condicdo em que o fluxo sanguineo, rico em oxigénio, é

interrompido a determinado 6rgdo ou tecido, prejudicando sua oxigenacao celular

[5].

A reperfusdo € um termo utilizado para definir o restabelecimento do fluxo
sanguineo e, portanto, do oxigénio, ao tecido que se encontrava em isquemia. Em
diversos tecidos, as consequéncias da isquemia dependem de sua duracédo e muitas
lesbes s&@o desenvolvidas durante o estagio de reoxigenagdo. Contudo a
recuperacdo da reoxigenacado tecidual tem a capacidade de dar inicio a reacgfes

bioquimicas deletérias que contribuem para danos teciduais tardios [6].
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Com o surgimento do SARS-CoV-2 causador da Covid-19, houve um amplo
acréscimo na busca de terapias alternativas que pudessem prevenir e até mesmo
tratar a doenca [7].

Diante disso, busca-se a melhor forma de reabilitar as fun¢des pulmonares de
pacientes com lesdo pulmonar aguda e sindrome do desconforto respiratorio agudo,
por meio do uso de fitoterapicos, que consiste na utilizacdo terapéutica de plantas
medicinais desencadeando a modulacdo de processos fisiolégicos de maneira
segura e efetiva [8].

Entre vérias espécies vegetais de interesse mundial, encontra-se Platonia
insignis, sendo popularmente conhecida como Bacuri, pertencente a familia
Clusiaceae. E encontrado nas regides do Paraguai ao Suriname e é amplamente
distribuido nos biomas da Amazbnia e Cerrado [9].

O interesse crescente pelo uso de P. insignis esta relacionado com as
diversas propriedades farmacologicas presentes nessa espécie desde a sua forma
como extrato até o composto isolado de diversas partes da planta. Varios estudos
relatam que as fracBes volateis de P. insignis e o0s extratos polares de suas
sementes sd8o0 ricas em atividades antioxidantes, anti-inflamatorios,
anticonvulsivantes, antiparasitarios e imunorreguladores [9,10]. Além disso, o0s
terpenos e compostos fendlicos se destacam como seus principais compostos
bioativos [10].

O presente trabalho teve como objetivo prospectar, por meio de CG-EM e
CLAE, o perfil quimico da espécie P. insignis e investigar a acdo farmacolégica do
EEF de P. insignis na sindrome do desconforto respiratério agudo induzida por

isquemia e reperfusdo intestinal em ratos.
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1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo Geral

Prospectar, por meio de CG-EM e CLAE, o perfil quimico preliminar da
espécie P. insignis e investigar a acdo farmacoldgica do EEF de P. insignis na
sindrome do desconforto respiratério agudo induzida por isquemia e reperfuséo

intestinal em ratos.

1.1.2 Objetivos Especificos

e Realizar a triagem fitoquimica por prospecc¢éo preliminar do extrato etandlico
das folhas de P. insignis;

e |dentificar por métodos cromatograficos os compostos fitoquimicos
correlacionando com atividade biologica do extrato etandlico das folhas de P.
insignis;

e Verificar o potencial anti-inflamatorio do extrato etandlico das folhas de P.
insignis sobre a inflamacdo pulmonar aguda induzida por isquemia e

reperfusao intestinal em ratos;



Capitulo 2

REFERENCIAL TEORICO

2.1 COVID-19: Surgimento, transmissao e sintomas

O SARS-CoV-2 representa picos em forma de coroa na superficie externa do
virus. E um virus de &cido ribonucleico (RNA), cujo material genético é representado
por uma molécula de RNA positivo (RNA*), na qual este pode ser analisado
diretamente pelas estruturas celulares. Séo identificadas cerca de 29 diferentes
proteinas virais, nas quais as mais relevantes sao a glicoproteina de pico, chamada
de proteina S, e o nucleocapsideo viral chamada de proteina N [12]. A estrutura do
SARS-CoV-2 é ilustrado na Figura 1.

Figura 2.1. Estrutura do SARS-CoV-2; M: membrana lipidica; S: espicula de contato
do virus com receptores celulares; E: envoltério glicoproteico; RNA*: material
genético viral; N: capsideo proteico [12].

A proteina S permite a entrada do virus na célula hospedeira, pela ligacdo ao
receptor celular e a fusdo da membrana. Ja a proteina N regula o processo de
replicacédo viral [12].

Pensava-se que esse virus infectasse apenas animais, até que o mundo
testemunhou um Surto Grave de Sindrome Respiratoria Aguda (SARS) causada
pelo SARS-CoV, na China no ano de 2002 em Guangdong [13].
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Estudos tem demonstrado cada vez mais a transmissdo de SARS-CoV-2 de
humanos para humanos através de goticulas ou pele de contato [14]. Com base nos
resultados de investigacdes gendmicas e na presenca de alguns morcegos, 0 SARS-
CoV-2 pode ter sido originado de morcegos associado a materiais contaminados no
mercado ou na regiao ao redor [15].

Os sintomas da Covid-19 sdo diversos, podendo variar do estado
assintomatico a disfuncdo multipla dos 6rgéaos. Os sintomas clinicos mais comuns
sao febre (87,9%), tosse (67,7%), fadiga (38,1%), enquanto diarreia (3,7%) e vomito
(5%) apresentam de forma rara. A maioria dos pacientes apresentou um grau de
dispneia, porque o tempo entre o inicio dos sintomas e o desenvolvimento da SDRA
foi de apenas 9 dias entre os pacientes iniciais com infeccdo por Covid-19 [16].

Até hoje, ainda ndo ha um método terapéutico de qualidade, que possibilite a
utilizacdo de uma terapia farmacoldgica especifica, para pacientes com Covid-19. De
acordo com os resultados adversos da atual pandemia, é necesséario o estudo e o
desenvolvimento de estratégias terapéuticas, para lidar com a falta de

medicamentos seguros e eficazes bem como a alta taxa de mortalidade [3].

2.2 Sindrome do desconforto respiratério agudo — SDRA

A Sindrome do Desconforto Respiratorio Agudo — SDRA ou Sindrome da
Angustia Respiratéria Aguda (SARA) trata-se de uma insuficiéncia respiratéria
aguda, com rapida evolucdo sintomatica, e uma lesdo pulmonar aguda em seu
estagio mais grave, ocasionando um dano alveolar difuso, sendo esta a
caracteristica histolégica mais importante [17,18].

O desenvolvimento da SDRA ocorre a partir do aumento da permeabilidade
da membrana alveolar capilar pulmonar, gerando quadros de hipoxemia e opacidade
pulmonar bilateral difusa [19].

Dessa forma, entende-se, que a SDRA ndo é uma doenca especifica, mas
sim a agressdo da barreira alvéolo-capilar por um ou mais fatores etiol6gicos ou
casuais, graves e com caracteristicas inflamatérias, que podem ser de origem
pulmonar ou extrapulmonar, constituindo os chamados fatores de risco para a
SDRA. O conhecimento desses fatores de risco pode contribuir para o diagnostico
precoce da sindrome e, dessa forma, para a instituicdo de medidas terapéuticas
pertinentes [20].
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Na SDRA pulmonar, o epitélio alveolar é a primeira estrutura lesada. A lesdo
a barreira epitelial acarreta: edema alveolar, reducdo da depuracdo do edema,
diminuicao da producéo de surfactantes e fibrose. O reparo epitelial alveolar eficiente
pode minimizar a formacdo da fibrose, pois a camada epitelial intacta suprime a
proliferacédo de fibroblasto e deposicao de matriz extracelular (MEC) [20].

Ja na SDRA extrapulmonar, a célula endotelial € primariamente lesada por
mediadores inflamatérios circulantes liberados do foco extrapulmonar, como, por
exemplo, peritonite e pancreatite. O endotélio pulmonar € um tecido altamente
especializado que possui fungdes fisiologicas, imunoldgicas e de sintese, além de
armazenar inidmeras enzimas, receptores e moléculas de transducao, que interagem
umas com as outras e com 0s constituintes da parede do capilar e células
sanguineas circulantes [20].

A leséo inflamatéria ao endotélio microvascular e ao epitélio alveolar inicia-se
com o desequilibrio entre mediadores pré e anti-inflamatérios. Neutrdfilos,
macréfagos, células endoteliais, células epiteliais alveolares e fibroblastos tem papel
fundamental na inicializacdo, mediacao e supresséo do processo inflamatério. Varias
citocinas séo liberadas atuando na ativacdo dos neutréfilos e producdo da MEC por
fibroblastos [21].

2.3 Isquemia e reperfuséo intestinal (I-r)

Isquemia é definida como uma interrupcdo no suprimento de oxigénio e
nutrientes em uma determinada area durante um periodo, devido a uma deficiéncia
no fornecimento do sangue, 0 que pode acarretar a morte tecidual. Durante a
isquemia intestinal, ocorre a lesdo na mucosa intestinal, aumento da permeabilidade
microvascular, perda de fluido na luz intestinal, liberacdo de fator de depresséao do
miocardio na circulacdo e choque circulatorio, criando um ciclo vicioso, na qual
essas alteracbes causam depressdo na funcdo cardiaca e esta, por sua vez,
provoca progressiva deterioragéo da perfuséo intestinal [22].

Durante o processo isquémico com inadequado suprimento de oxigénio e
comprometimento da fosforilagdo oxidativa na mitocondria, ocorre acumulo de
metabdlitos que diretamente ou através de mediadores quimicos, podem causar
leséo celular. Além disso, dependendo do tempo e intensidade da isquemia, quando
0 oxigénio é reintroduzido aos tecidos, a lesdo pode ser ainda mais exacerbada [23].
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A obstrucdo do fluxo da artéria mesentérica superior (AMS) esta entre os
eventos isquémicos intestinais com maior capacidade lesiva para o organismo, com
indices de mortalidade de 60 — 80% [26]. Isto porque a AMS em humanos é
responsavel pelo suprimento de sangue para areas como: pancreas, intestino
delgado e cdélon. Uma vez instalado, o quadro isquémico na regido mesentérica
desencadeia diversas alteracdes metabolicas, as quais resultam na reducdo de
reservas energéticas, acumulo de metabdlitos toxicos e necrose tecidual [25].

A reperfusdo intestinal é uma situacdo em que 0 suprimento sanguineo
interrompido pela isquemia € restaurado. Acredita-se que produtos toxicos gerados
durante a isquemia sejam removidos e possam ao ter acesso a circulagdo, promover
importantes alteracdes no estado funcional do organismo como um todo. De fato, as
consequéncias da isquemia e reperfusdo intestinal ndo séo restritas ao intestino e
envolvem a inducdo de lesdo tecidual em Orgdos distantes [27]. Diversos relatos
indicam que individuos sob isquemia intestinal, quando submetidos a reperfuséo,

desenvolvem leséo pulmonar aguda, podendo o quadro evoluir para a SDRA [28].

2.4 Plantas medicinais

A utilizacdo de plantas com propriedades medicinais € uma das formas mais
antigas da préatica medicinal, sendo utilizado para o tratamento, cura e prevencao de
doencas [29].

As terapias naturais em uma abordagem integrativa, podem auxiliar no alivio
dos principais sintomas, além de possuir rol de comprovacdo fundamentada
cientificamente quanto ao potencial para o aumento da imunidade, dando suporte
imunoldgico, auxiliando na prevencéo de infec¢des, na resposta anti-inflamatéria e
reducdo da mortalidade [30].

Estudos indicam que 80 % da populacdo mundial faz uso de algum tipo de
planta em busca de alivio para sintomas ou dores, a utilizagdo da-se por ser de facil
acesso, baixo custo e por serem consideradas inofensivas por grande parte da
populacao [31].

Porém, nem todas possuem validacdo cientifica, estando passiveis a
causarem possiveis maleficios para aqueles que a usarem de maneira equivocada
[32]. Contudo, para ter conhecimento dos maleficios ou beneficios que as plantas

podem causar aos seus usuarios € necessario que haja identificacdo dos seus
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constituintes. Esse procedimento é denominado Avaliacdo Fitoquimica, desenvolvida
pela quimica dos produtos naturais, com o intuito de analisar a estrutura quimica e
as propriedades bioldgicas das plantas [33].

O estudo fitoquimico ainda € um dos métodos mais utilizados para analisar a
composi¢do quimica dos vegetais e o mais apontado na literatura. Por esta razdo, a
triagem fitoquimica € uma técnica util para os estudos preliminares de metabdlitos
secundarios pois determina quais 0s principais compostos quimicos contém cada
espécie vegetal fundamentando o uso medicinal das plantas através da pesquisa de

substancias ou moléculas ativas [34].

2.5 Platonia insignis Mart. — Bacuri

Dentre as inUmeras espécies vegetais de interesse mundial, encontra-se
Platonia insignis, sendo popularmente conhecida como Bacuri, pertencente a
espécie sul-americana de Clusiaceae. E encontrado nas regibes do Paraguai ao
Suriname e é amplamente distribuido nos biomas da Amazonia e Cerrado [8].

O interesse crescente pelo uso de P. insignis esta relacionado com as
diversas propriedades farmacologicas presentes nessa espécie. Varios estudos
relatam que as fragBes volateis de P. insignis e os extratos polares de suas
sementes sdo ricas em atividades antioxidantes, anti-inflamatorios,
anticonvulsivantes, antiparasitarios e imunorreguladores [8,9]. Além disso, o0s
terpenos e compostos fendlicos se destacam como seus principais compostos
bioativos [10].

Os compostos fendlicos sdo de grande interesse para a industria devido ao
seu potencial antioxidante. As industrias no ramo alimenticio e cosméticos, utilizam
como conservantes de alimentos e agentes ativos para cremes antienvelhecimento
para a pele. Além disso, sao utilizados no tratamento de doencas decorrentes da
acao dos radicais livres [35]. Cascas e sementes de frutas, que geralmente n&o sé&o
utilizados em processos industriais, podem ser fontes promissoras de substancias
fendlicas. No entanto, ainda sdo poucas as iniciativas para desenvolver processos

para que as industrias possam utilizar esses residuos [36].
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METODOLOGIA EXPERIMENTAL

3.1 Coleta do material vegetal

Inicialmente, foi realizado o cadastro na plataforma do Sistema Nacional de
Gestdo do Patrimbnio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado —
SISGEN, sob o nimero ACB65D0. As folhas de P. insigns foram coletadas em 13 de
Fevereiro de 2019, na cidade de Timon no Maranhdo, Brasil, nas seguintes
coordenadas (04° 50’ 56,6” S 042° 05’ 04,8” W). Uma exsicata foi depositada no
Herbario Graziela Barroso — UFPI, sob o registro TEPB 31.718.

3.2 Preparacéao do extrato

As folhas (794 g) foram limpas por meio da agua corrente, secas a
temperatura ambiente e trituradas por moinho de facas. Em seguida, o material
vegetal foi submetido a maceracdo com etanol (4 L) por 8 vezes, com intervalos de
48 horas. O solvente foi removido em evaporador rotatério sob pressdo reduzida e

liofilizado para a obtencéo do extrato etandlico das folhas de P. insignis (80 g).
3.3 Animais

O estudo foi aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais — CEUA da
Universidade Estadual do Piaui sob protocolo 0518/2020 — CEUA/UESPI. Foram
utilizados 35 ratos da linhagem Wistar, machos com idade entre 12 a 16 semanas,
pesando entre 250 a 300 g, cedidos pelo Biotério do Nucleo de Pesquisa em
Biotecnologia e Biodiversidade (NPBio — UESPI). Os animais foram mantidos em
sala climatizada e acondicionados em gaiolas plasticas sob temperatura constante
de 23 + 1 °C e ciclo claro-escuro de 12 horas. Agua e racdo foram fornecidas ad

libitum. Os ratos foram divididos em 7 grupos experimentais descritos na Tabela 3.1.
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Tabela 3.1: Divisdo dos animais em grupos experimentais.

Grupo Descrigcéo
A — naive N&o manipulado
B — Sham Aberto mas ndo manipulado
C — Controle negativo I-R mas nao tratado
I-R e tratado com veiculo: 10 mL de solucéo
P fisiologica 0,9 %
e I-R e tratado com extrato liofilizado de P. insignis
em dose de 500 mg/kg
I-R e tratado com associacéo de 1 mL de
F bromidrato de fenoterol (5 mg/mL) em 10 mL de solugéo
fisiologica 0,9 %.
I-R e tratado com associacéo de extrato liofilizado
G de P. insignis em dose de 500 mg/kg e bromidrato de

fenoterol (5 mg/mL)

Legenda: I-r Isquemia e reperfusao intestinal;

3.4 Triagem fitoquimica por prospeccdo preliminar do extrato etandlico das
folhas de P. insignis

O extrato etandlico de P. insignis foi submetido a prospeccéo fitoquimica para
identificacdo de flavonoides, taninos, saponinas, triterpenoides e alcalodides, segundo
0 protocolo descrito por [37], e os resultados obtidos fundamentam-se nas reacdes
de precipitacdo, mudanca de coloracdo e nas propriedades fisico-quimicas dos

constituintes quimicos que compdem a planta.
Alcaloides

Em 2 mL do extrato, alcalinizou-se com 15 gotas de hidroxido de sodio a 1 %
(ou NH4OH até pH 11), acrescentou-se 2 mL de agua e adicionou-se 2 mL de
cloroformio. Foi desprezada a fracdo a fracdo aquosa e acrescida na fracédo
cloroférmica quinze gotas de acido cloridrico a 1 %, em seguida foi extraida com 2
mL de agua. A fragéo cloroformica foi desprezada e os testes foram realizados com

a fracdo aquosa acida, onde se acrescentou trés gotas do reagente de Mayer



23

Capitulo 3 - Metodologia Experimental

(Cloreto de mercurio + lodeto de potassio) para a verificagcdo da presenca de
alcaloides.

Resultado esperado: a formacdo de precipitado floculoso é indicativo da

presenca de alcaldides.
Esterdides e triterpendides

Foi feito através da reacéo de Lieberman — Burchard (Anidrido acético + Acido
sulftrico concentrado). Em 2 mL do extrato, foi adicionado 3 mL de cloroférmio, com
2 mL de anidrido acético, este foi suavemente agitado e acrescentado de forma
cuidadosa 3 gotas de H2SOs4 concentrado, onde agitou-se repetidamente
observando se ocorreu aparecimento de coloragao.

Resultado esperado: a formacédo de uma coloracédo azul evanescente seguida
de verde permanente € indicativa da presenca de esteroides livres. Ja a formacéo de
uma coloracdo parda até a vermelha indica a presenca de triterpendides

pentaciclicos livres.
Flavonoides

Em 2 mL do extrato, adicionou-se alguns centigramas de fita de magnésio e 2
mL de HCI concentrado, feito através do teste de Shinoda, o término da reacéo é
indicada pelo fim da efervescéncia.

Resultado esperado: o aparecimento da coloracdo vermelha variavel de parda

a vermelha indica a presenca de flavonoides no extrato.
Saponinas

Em 2 mL do extrato, adicionou-se 2 mL de cloroféormio e 5 mL de agua
destilada, filtrando-se logo apds para um tubo de ensaio. Posteriormente, a solucéo
foi agitada permanentemente por 3 minutos e observou-se a formacéo de espuma.

Resultado esperado: o aparecimento de uma espuma persistente e

abundante (colarinho) indicara a presenca de saponinas (heterosideos saponinicos).
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Taninos

Em um tubo de ensaio contendo 2 mL do extrato, adicionou-se 3 gotas de
solucéo alcoolica de FeCls a 5 % (5 g de acido férrico em 100 mL de agua) e agitou-
se fortemente observando se houve qualquer variacdo de cor, onde foi realizado um
teste em branco (H20 + FeClI3) para comparagao dos resultados.

Resultado esperado: A coloragéo variavel entre o azul e o vermelho indica a
presenca de fendis, quando for negativo o teste branco. Precipitado de tonalidade
azul indica a presencga de taninos hidrolisaveis, e verde, a presenga de taninos
condensados.

3.5 Andlise por GC-EM do extrato etandlico das folhas de P. insignis

O extrato etandlico das folhas de P. insignis foi submetido a analise em
cromatdgrafo a gas, acoplado a espectrdbmetro de massas Shimadzu, modelo
GC/MS-GCMS-QP2010CN Ultra, equipado com injetor split/splitless (250 °C), coluna
cromatografica capilar do tipo DB-1 (Agilent Technologies, Palo Alto, EUA), com fase
estacionaria composta de 100% dimetilpolissiloxano, 30 m de comprimento, 0,25 mm
de didametro interno e 0,10 pum de espessura de filme. A programacdo de
temperatura iniciou a 50 °C e permaneceu por 5 minutos, sendo elevada em seguida
para 250 °C com taxa de crescimento de 5 °C/min, permanecendo por 35 minutos. A
temperatura da camara de ionizacao e da interface entre CG/EM foi 200 °C e 250
°C, respectivamente. Como gas de arraste foi usado o Gas hélio, com fluxo de 1,69
mL/min (100 kPa) e utilizado o modo splitless. Para a injecdo, foi preparada uma
solucdo de 1mg/L do extrato no seu respectivo solvente de extracdo, ou seja, em
Etanol. Posteriormente, 1 pL dessa solugdo foi injetada no cromatdgrafo. O
espectrometro de massas operou a 70 eV no modo SCAN (Full Scan) com relacéo
m/z iniciando em 35 e finalizando em 650. Os compostos foram identificados por
comparacdo com espectros de massas disponibilizados nas bibliotecas NIST14,
NIST14s e Wiley9, sendo considerados os compostos com mais de 70% de
similaridade. A quantificagcdo relativa de cada composto foi realizada por
normalizacdo de area com 0s seguintes parametros de integracdo: Slop: 100/min,
width: 2 s, drift: O/min, T.DBL 1000 min, minima relacdo area/altura: 10 e sem

nenhum smoothing usado no método.
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3.6 Anélise por CLAE do extrato etandlico das folhas de P. insignis

As andlises por CLAE foram realizadas no Laboratério de Analise
Instrumental do Instituto Federal de Alagoas (IFAL) em cromatografo Shimadzu (LC-
20A), com os seguintes componentes: forno (CTO-20A), amostrador automatico
(SIL-20A), detector UV/VIS (SPD-20A), desgaseificador (DGU-205R), controladora
(CBM-20A) e coluna C18 Shim-pack (tamanho das particulas 5 pm, 250 mm de
comprimento e 4,6 mm de diametro). Foi utilizado o software LC-Solution 1.0 para
processamento dos dados. O extrato e os padrbes foram filtrados em filtros Allcrom,
tipo PVDF (Fluoreto de polivinilideno), porosidade de 0,45 pm, e diametro de 13 mm.
As condi¢bes experimentais foram configuradas da seguinte forma: fluxo de 0,6
mL/min, tempo de analise de 80 min, volume de injecdo de 20uL, temperatura do
forno de 33 °C e comprimento de onda de 290 nm, sendo a fase movel constituida
dos solventes A (solucdo de acido formico 0,1%) e B (metanol). As amostras e
padrbes analiticos foram eluidos de acordo com o gradiente de variacdo: de 0 a 15
minutos (7-25% B); 15 a 38 minutos (25-50% B); 38 a 58 minutos (50-85% B); 58 a
62 minutos (85-25% B); 62 a 80 minutos (25-7% B).

A identificacdo de compostos no extrato foi realizada por comparacdo do
tempo de retencdo (tR) com aqueles obtidos injetando padrbes obtidos sob as
mesmas condi¢cdes. Para quantificacdo, foi construida uma curva analitica (10
pontos) a partir de uma solucdo contendo uma mistura de todos os padrées obtidos
da Merck com alta pureza (acido galico (297,5%), catequina (295%), acido
clorogénico (295%), epicatequina (295%), seringaldeido (299%), acido cumarico
(298%) e acido salicilico (=298%). Para isso, foram preparadas solu¢bes com
concentragcdes que variaram de 1 a 10 ppm em solu¢do metanol:agua (70:30 v/v). A
concentracdo injetada do extrato foi de 200 ppm. ApOs determinacdo da
concentracdo expressa em ppm de cada analito obtida a partir da curva analitica, foi
realizada a converséo da concentracao para mg do composto por g de extrato [38].

3.7 Protocolo experimental

3.7.1 Inducéo da resposta inflamatoria pulmonar —isquemia e reperfuséo
Apoés os animais serem anestesiados com cloridratos de cetamina e xilazina
10%, ambos nas doses de 0,1 mL/100g, realizou-se a inducdo do processo

inflamatorio segundo o método descrito e adaptado por [39], apds a laparotomia e
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oclusdo da artéria mesentérica superior durante 60 minutos, com o auxilio de um
cluster (Figura 1). Durante o periodo isquémico, a cavidade abdominal foi mantida
com o auxilio de uma pelicula plastica evitando a perda excessiva de calor. A
reperfuséo intestinal restabeleceu apos a liberacéo do cluster. Decorrido o tempo de

isquemia, retirou-se o cluster e foi feito uma incisdo mediana fechada com sutura

continua com o fio de nylon.

Figura 3.1: Laparotomia e oclusédo da artéria mesentérica superior com o auxilio de
um cluster.
3.7.2 Tratamento

O tratamento foi realizado usando um Inalador Nebulizador NS Inalar
Compact ® (método de nebulizacdo - compressdo de ar e diametro da particula de
0,5 mm a 10 mm) em que os animais ficaram sujeitos a inalacdo durante 180
segundos, sobre um ponto Unico na pele em diregdo a traqueia, apos o tempo

desejado de isquemia descrito na Figura 2.

Figura 3.2: Terapéutica realizada com nebulizacéo - associacao de extrato liofilizado
de P. insignis e bromidrato de fenoterol.
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3.7.3 Lavado broncoalveolar

O lavado broncoalveolar — LBA foi obtido de acordo com a técnica
desenvolvida e adaptada por [40]. Inicialmente, foi realizada uma incisdo
longitudinal, utilizando pinca e tesoura cirargica, na regido cérvico-ventral com a
finalidade de expor a traqueia do animal. Foi inserida na traqueia uma canula
diagonal conectada com uma seringa de 20 mL, como demonstrado na Figura 3,
contendo solucéo fisiolégica 0,9 %. Depois de injetada, logo em seguida foi aspirada
uma suspensao celular. O LBA coletado foi armazenado em um tubo eppendorf,
mantido em gelo para manter a viabilidade celular para ser utilizada na contagem de

células totais.

Figura 3.3: Exposicéo da traqueia atravées da incisédo longitudinal na regido cérvico-
ventral.

3.7.4 Contagem de células totais

O material recolhido foi centrifugado em 1500 RPM durante 10 minutos. Em
seguida foi adicionada uma pequena quantidade do corante de azul de metileno. A
suspensao celular corada foi colocada em uma camera de Neubauer com o auxilio
de uma laminula para contagem de células totais. A leitura das laminas foi realizada

em um microscopio optico com um aumento de 100 x.

3.7.5 Eutanésia

Apbs a indugéo do processo inflamatorio, tratamento e coleta de sangue, do
pulm&o e coracédo, os animais de todos os grupos foram eutanasiados com aplicacao
intravenosa de 100 mg/kg de tiopental. Apds o éxito deste procedimento as carcacas

dos animais foram acondicionadas em ambiente refrigerado.
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3.7.6 Analise histolégica do pulmao

Duas horas apés a reperfuséo intestinal, os pulmdes foram removidos e
fixados em formaldeido a 10%, tamponado, por pelo menos 24 horas. Em seguida,
um fragmento do lobo esquerdo do pulmdo foi submetido a processamento
histologico, obtendo-se preparacdes que foram coradas pela hematoxilina - eosina
(HE). As amostras foram examinadas em um microscopio Optico trinocular
(Olympus® CX31, Japao), equipado com uma camera digital (Bell &amp; Howell, EU

16.0 Plus, U.S.A.) acoplada a um microcomputador.

3.7.7 Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando o programa estatistico GraphPad
Prism 5.0 para analises de ANOVA seguido de teste de Tukey. Uma diferenca em
P<0,05 foi considerada estatisticamente significante. Os resultados foram expressos

como média e desvio padréo.
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4.1 Triagem fitoquimica por prospeccdo preliminar do extrato etandlico das

folhas de P. insignis

Na bioprospeccao preliminar fitoquimica realizada no extrato etandlico das
folnas de P. insignis, pode-se constatar, 0s seguintes grupos de metabdlitos:
alcaloides, saponinas e triterpenos.

A presenca de alcaloides e saponinas no extrato etanolico de P. insignis
corroboram com os resultados encontrados nos estudos de [41]. Os alcaloides sé&o
apontados como um dos compostos majoritarios nos extratos das folhas do bacuri.
Estes sdo conhecidos por apresentarem diversas propriedades farmacoldgicas,
como antimalarica, antimicrobiana e citotéxica [42].

A triagem fitoquimica do extrato etandlico das folhas de P. insignis realizado
por [43], apresentou os flavonoides, na qual exibem inUmeras atividades bioldgicas,
tais como anti-inflamatdria e antioxidante. Em comparacéo, a triagem fitoquimica do
extrato etandlico das folhas do bacuri realizada mostrou possivel auséncia desse
grupo de metabdlitos. Isto pode ser explicado, pelas variacbes ambientais, pois
influenciam na producdo de metabdlitos secundarios, bem como as suas
guantidades, associado a incapacidade do método de gerar resultado mensuravel
[44,45].

4.2 Analise por CG-EM do extrato etanolico das folhas de P. insignis.

Andlise por CG-EM realizada no extrato etandlico das folhas de P. insignis,
revelou a presenca de sessenta compostos fitoquimicos. Alguns compostos
apresentaram percentuais de areas mais significativas e outros menos. No caso do
extrato etandlico, os compostos fitol (31), gama - sitosterol (43) e acido
hexadecandico (27) mostraram um maior percentual relativo de area, sendo de
10,54%, 9,88% e 9,84%, respectivamente. Em menor quantidade estdo os

compostos ethanona, 1 - (2-hidroxi-5-metoxifenil) (2) com 0,14%, decahidro - 1, 5, 5,



Capitulo 4 - Resultados e Discussao

30

8a - tetrametil - 1, 4 - metanoazuleno - 9 — ol (10) com 0,14% e DL — arabinitol (5)

com 0,15 % como apresentado na Tabela 2.

Tabela 4.1: Composicao fitoquimica do extrato etandlico das folhas da P. insignis

por analise em CG-EM com seus respectivos: tempos de retencdo (Tr min),

compostos, féormulas e massas moleculares e percentuais relativos de area (%).

Formula Area P. relativo
N° Tr (min) Compostos
molecular Absoluta de area (%)
01 17.376 Catecol CeHa(OH)2 15221496 3,34
Etanona, 1- (2-
02 19.708 CoH1003 643172 0,14
hidroxi-5-metoxifenil)
03 22.466 1,2,3-Benzenoaotriol CesHs03 1808962 0,40
a-D-Xilofuranose, 1,2-
04 24.827 O-isopropilideno-5- (T- CsH1405 751129 0,16
Butildimetilsilil)
05 26.985 DL-Arabinitol CsH1205 665153 0,15
06 28.025 1,3,5-Benzenotriol CsHeO3 26859048 5,89
07 28.120 N&o identificado CesHs03 13251512 2,91
1-Oxaspiro [2,5]
08 28.360 octano, 2,4,4-trimetil-8- C11H180 1515276 0,33
metileno
Etil a-d-
28.987 CsH160s 2656998 0,58
09 glucopiranosideo
Decahidro-1,5,5,8a-
10 30.653 tetrametil-1,4- Ci1sH260 644111 0,14
metanoazuleno-9-ol
11  30.807 2-Ciclohexen-1-ona, 4- C13H2202 886575 0,19
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12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

31.302

31.999

32.264

32.769

33.103

33.706

33.884

34.282

34.282

34.904

35.560

36.017

36.307

36.445

(3-hidroxibutil) -3,5,5-
trimetil
2,4,6-
Trihidroxibenzoato de
metila
Nao identificado
Acetil éster 2- (2,2,6-
trimetil-7-oxa-biciclo
[4.1.0] hept-1-il) -
propenil
Acido tetradecandico
Esqualeno
Acetato de fitila
2-Pentadecanona,
6,10,14 trimetil
N&o identificado
3,7,11,15-Tetrametil-2
hexadecen-1-ol
Acido pentadecanoico
N&o identificado
Isofitol
1 - (+) -Acido
ascorbico 2,6-
dihexadecanoato

10- (Tetrahidro-piran-

CsHsgOs

C14H2802

C17H2403

C14H2802

CsoHso

C22H4202

C1sH360

C20H400

C20H400

C15H3002

C16H3202

C20H400

C3s8HesOs

Ci15H2003

857283

1190726

866694

1448774

7138473

30063719

822376

7628271

12189761

845750

1022830

1034471

26460058

1031173

0,19

0,26

0,19

0,32
1,57

6,59

0,18

1,67

2,67

0,19

0,22

0,23

5,80

0,23
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26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

36.814

36.949

38.882

39.025

39.180

39.271

39.600

39.723

39.821

40.167

40.290

40.379

40.741

41.022

43.727

2-iloxi) triciclo
[4.2.1.1(2,5)] decan-9-
ol
9-Hexadecenoato de
etila
Acido hexadecanoico
Acido heptadecanoico
Acido 10,13-
eicosadienoico
2-Ciclohexen-1-ol, 3-
metil-6-(1-metil etil)
Fitol
Acido 9,12-
octadecadiendico
Cis-9-hexadecenal
1-Hexadecin-3-ol,
3,7,11,15-tetrametil
Acido 9,12-
octadiendico
Acido 9,12,15-
octadecatrienoico
Oleato de etila
Acido octadecanoico
Danthron

5,5-Dimetil-3-

C18H3402

Ci16H3202

C17H3402

C20H3202

C10H180

C20H400

C18H3202

C16H300

C20H400

Ci1s8H3202

C18H3002

C20H3802

C18H3602

C14Hs0O4

CsH140

1015310

44888316

4421162

1268164

1011550

48074827

2013470

10928511

3840635

10987020

29269649

1363973

10488450

1664012

1825669

0,22

9,84

0,97

0,28

0,22

10,54

0,44

2,40

0,84

2,41

6,42

0,30
2,30
0,36

0,40
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33

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

44.236

45.190

45.570

46.196

47.929

50.170

50.268

50.403

53.446

54.657

57.433

58.854

59.324

60.274

ciclohexen-1-ol
Acido heptadecanoico
2,6,10,14-
Hexadecatetraen-1-ol,
3,7,11,15-tetrametil
Gama-Sitosterol
Acido 2-
hidroxihexadecanoico
N&o identificado
Acido
octadecadiendico,2,3-
dihidroxi propil ester
Elaidato de 2,3-
dihidroxi propil
Acido 9,12,15-
octadecatrienoico
Tetracosanoato de
etila
Esqualeno
N&o identificado
Supraene
Lup-20 (29) -en-3-ona
Fenol, 3-metoxi-5-
metil-2- (3,7,11-trimetil-

2,6,10-dodecatrienil) -

C17H3402

C20H340

C20H500

C16H3203

C18H3602

C21H4204

C21H4004

C18H3002

C26H5202

CsoHso

CssaH110

CsoHso

Cz0H480

C25H3603

706120

1554793

45042060

2487445

731474

816238

1656225

2600239

1825885

4397081

1799055

10068101

2636581

12543398

0,15

0,34

9,88

0,55

0,16

0,18

0,36

0,57

0,40

0,96
0,39
2,21

0,58

2,75
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,acetato, (E, E)
55 61.215 Estigmast-4-en-3-ona C29H480 16273187 3,57
56 65.275 Gama-tocoferol C2sH1802 1964618 0,43

2- (3,7-Dimetil-octa-

57 65.930 2,6-dienil) -4-metoxi- C17H2402 4831378 1,06
fenol

58 66.809 Colestan-3-1, (5.alpha) C27H460 1828248 0,40

59 68.869 Tetrapentacontano CsaH110 3812580 0,84

60 70.800 Vitamina E C20Hs002 7948380 1,74

O fitol € o principal composto majoritario presente no extrato desta planta. Na
literatura, do ponto de vista terapéutico o fitol e seus analogos demonstram atividade
antimicrobiana [46] e antituberculose [47]. Em um estudo realizado por [48],
demonstrou que o fitol atua como ativador de nicotinamina adenina denucleotideo
fosfato oxidase (NADPH oxidase), apresentando efeito anti-inflamatério e
antinociceptivo em modelos de artrite reumatoide.

JA o0s compostos, acido hexadecandico (22), acido 9, 12, 15 -
octadecatriendico (36) e acido octadecandico (38) encontrados na fracdo oleosa das
sementes de bacuri, mostrou-se presentes como compostos majoritarios em um
estudo realizado por [49]. Essa fracdo oleosa apresentou efeito cicatrizante, ao ser
testada em ferida cutdnea em ratos [50].

Os compostos fendlicos, sdo metabdlitos secundarios que se destacam por
apresentar propriedades antirradicalares, ou seja, as plantas sdao como fontes
naturais de substancias antioxidantes, como o acido ascorbico, catecol e 1,3,5-

Benzenotriol encontrados neste estudo [51,52].
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Em um estudo com o extrato metanolico do fruto de P. insignis realizado por

[53] foi encontrado Vitamina E como um dos principais compostos majoritarios

presentes no extrato. Ja no extrato etandlico das folhas este composto foi

encontrado em uma menor quantidade (1,74%). Percebe-se com isso, que a espécie

estudada apresenta uma variedade de compostos fitoquimicos, apresentados no

Quadro 1, contendo a sua formula estrutural e atividade bioldgica ja descrita na

literatura.

Quadro 1: Compostos identificados por CG-EM no extrato etandlico das folhas de P.

insignis com suas respectivas atividades biolégicas.

N° Compostos Estrutura molecular Grupo Atividade
fitoquimico Bioldgica
1 Catecol OH Composto Antioxidante, anti-
HO fendlico inflamatorio e
neuroprotetor
(ZHENG et al,
2008).
2 1,3,5- OH Composto Antidepressivo,
Benzenotriol fendlico anticonvulsivo
(SPECCHIO et al,
HO OH 2004; EPPS et al,

2013).
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3 I-(+)-Acido Composto Antioxidante
ascérbico 2,6- fendlico (CATANIA et al,
dihexadecanoat 2009).
0
\ [
4 Fitol Alcool Anti-inflamatoria,

Diterpenoide

antioxidante,
antimicrobiana,

anticancer e
diurética (VATS,

2017).
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5 Acido 9,12,15 N Acido graxo Anti-inflamatéria
octadecatrie- (SALAS, 2008).
noico
° 7
6 | Gama-Sitosterol Esterdide Antidiabético,
anti-

hiperglicémica e

anti-

hiperlipidémica
(BALAMURUGA

N et al, 2012).

7 Acido Acido graxo Antioxidante

hexadecanodico

Na analise por CG-EM foi observado o aparecimento de compostos ainda nao
citados em outros trabalhos, como o0 gama-sitosterol, o que provavelmente, significa
que o EEF de P. insignis pode apresentar composicao quimica diferente da mesma
espécie em outras regibes. A quantidade de compostos também varia de uma
pesquisa para outra. Apenas o0s acidos graxos e vitamina E presentes nas folhas de
P. insignis estudadas, aparecem citadas em outras referéncias. Todos os demais

compostos ainda nao foram relatados nas folhas dessa espécie.

4.3 Anédlise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia - CLAE do extrato
etanolico das folhas de P. insignis.
Pela analise por CLAE foi possivel identificar a presenca de catequina, no

EEF de P. insignis, através da comparacdo com o cromatograma dos padrdes
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analiticos por Mix do extrato etandlico com os padrdes cromatograficos. Essa técnica
também permitiu a quantificacdo desse composto através da construcdo de uma
curva analitica usando os dados da amostra padrdo. Para o composto mencionado,
a concentracado encontrada foi de 6,635 mg/g com um tempo de retencéo (tr) em

25.796, na faixa de comprimento de 290 nm, no espectro na regido do UV-V.

$0000 OH

5000 OH »

= W

Figura 4.1: Cromatogramas do extrato etandlico das folhas de P. insignis (curva
rosa) e dos padrdes cromatograficos (curva em preto) de acido galico (1), catequina
(2), acido clorogénico (3), epicatequina (4), seringaldeido (5), &cido cumérico (6) e
acido salicilico (7) em 290 nm.

Na busca de novas alternativas para o tratamento do processo inflamatorio,
0s produtos naturais como os compostos fenodlicos tém se destacado, por inibir a
sintese de mediadores quimicos da inflamacdo. Os compostos fendlicos séo
definidos como substancias que possuem um anel aromatico e como substituinte
uma hidroxila, podendo possuir outros grupos funcionais [54]. Uma variedade de
compostos fenolicos que se destacam sdo os flavonoides como a catequina,

presentes em abundancia no extrato de P. insignis. Estes estdo presentes na dieta
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dos seres humanos, e existem inumeras propriedades bioldgicas, como por
exemplo, acdo anti-inflamatéria, promocdo da vasodilatacdo, acdo hormonal e
atividade antioxidante [43].

A catequina pode regular a infiltracdo e proliferacdo de células relacionadas
ao sistema imunoldgico, como neutréfilos, células epiteliais do colon, macrofagos e
linfécitos T, contribuindo a reduzir as relag6es inflamatorias [55].

4.4 Analise histolégica do pulméo

A inducdo da sindrome respiratoria aguda grave por isquemia e reperfusao
intestinal em ratos, resultou na dilatacdo acentuada dos bronquiolos terminais e
respiratérios e dos alvéolos circunjacentes. Foi observado também a presenca de
células inflamatorias, sobretudo macréfagos.

Os macréfagos também participam dos mecanismos indutores da lesdo
pulmonar causada pela I/R intestinal, uma vez que estas células produzem e
secretam uma gama de mediadores e indutores da resposta imune e inflamatéria,
como citocinas, quimiocinas e Oxido nitrico, que promovem o recrutamento de
neutroéfilos para o sitio da inflamacao [56,57].

Pode se observar que em relagdo ao numero de células inflamatorias os
grupos IR/E, IR/B e IR/BE apresentaram uma reducdo quanto ao numero de
presenca de macréfagos. No entanto, ndo houve diferenca significativa entre os
mesmos, conforme mostra na figura 4.2.

O grupo dos broncodilatadores de acao curta, inclui o bromidrato de fenoterol.
Seu efeito quando administrado por via inalatéria, tem inicio em poucos minutos e
dura de 4 a 6 horas e constituem a primeira opgdo broncodilatadora nas

exacerbacoes [58].
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A acdo broncodilatadora se d& através da ativacdo do receptor B2 —
adrenérgico acoplado a proteina G na superficie celular, levando ao aumento da
atividade da adenilciclase, enzima que catalisa a conversdo do ATP em AMPc,
promovendo a liberacdo de sua unidade catalitica que causa fosforilagdo de um
grande numero de proteinas alvo, relaxando o musculo liso peribronquico. O AMPc
inibe a liberagdo de calcio dos depositos intracelulares e reduz o influxo de calcio
através da membrana, auxiliando o relaxamento da musculatura lisa e a

broncodilatag&o [59].

400 -
B Controle
w
) = Sham
3 3001 T =
© mm RV
> 200+ Za IRE
g ES IRB
"g 100 = ek b+ | IR/BE
* L]
n' T T

Figura 4.2: Analise estatistica do numero de células inflamatérias do LBA dos
pulmbes dos animais tratados com extrato etandlico das folhas de P. insignis e
bromidrato de fenoterol ***= p<0,001 comparado ao grupo IR e IR/V. ANOVA
seguida de Tukey.

Na avaliagdo histolégica em um estudo realizado por [59] foi confirmada a
existéncia da resposta inflamatdria apds o processo de I-R, corroborando o resultado
do nosso estudo onde houve o aumento de células inflamatérias em tecido pulmonar
de ratos do grupo controle IR e IR/V em comparacdo com 0s grupos tratados
mediante terapéutica aplicada, apresentando uma menor quantidade de infiltrado

inflamatorio, sugerindo a acéao anti-inflamatoéria do Bacuri.



41

Capitulo 4 - Resultados e Discussao

A andlise histologica qualitativa dos pulmdes corados com H.E revelou
diferenca significativa entre os grupos (Figura 4.3). No grupo A, a estrutura pulmonar
dos animais mostrou aspecto normal, sem dilatacdo. O compartimento incluia
bronquiolos terminais, e sacos alveolares dentro dos padrfes considerados normais,
com auséncia de atividade inflamatoria nos brénquios, bronquiolos e alvéolos. No
grupo B os bronquiolos terminais apresentaram dilatacao leve, além de congestédo
vascular moderada. No grupo C e grupo D h& a presenca de numerosos macréfagos
livres nos espacos alveolares, e dilatacdo acentuada dos bronquiolos terminais e
respiratérios.

Os grupos E, F e G que receberam tratamento tinham caracteristicas
semelhantes como: os bronquiolos terminais, respiratorios e alvéolos com dilatacéo
menos acentuada, ou seja, um menor numero de macrofagos livres nos espacos
alveolares.

A respeito do mecanismo de acao do extrato etandlico de P. insignis sobre a
reducdo do numero de células inflamatorias podemos sugerir que houve protecdo
celular contra danos oxidativos induzidos por I/R-i, sendo mediada por componentes
antioxidantes presentes no Bacuri. Fato este que se justifica, com a intensidade da
inflamacé&o presente no exame histolégico do pulméo dos animais do grupo tratado,
apresentem significativa reducdo do numero de células inflamatorias, ao comparar-
se com 0 numero de células inflamatérias presentes no grupo controle,
significativamente maiores e isento de tratamento.

A P. insignis € popularmente conhecida como Bacuri e sua utilizagdo
etnofarmacoldgica estd associada com os efeitos cicatrizante e anti-inflamatéria e
diversas atividades vem sendo relatadas para todas as partes deste fruto (semente,

7

casca e polpa). O d6leo das sementes de P. insignis é rico em acido graxo,
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favorecendo o processo de cicatrizacdo de feridas cutdneas em ratos [49]. Tais
estudos reforcam a acdo anti-inflamatoria do Bacuri, minimizando os danos celulares

no pulmao de ratos.

Figura 4.3: Fotomicrografias de histologia do pulméo. A) Nao manipulado. B) Aberto,
ndo manipulado. C) Isquemia, ndo tratado. D) Isquemia, tratado com veiculo. E)
Isquemia, tratado com extrato. F) Isquemia, tratado com bromidrato de fenoterol. G)
Isquemia, tratado com bromidrato de fenoterol + extrato; * arvore brénquica —

bronquiolos terminais. Coloracao H&E foi realizada na objetiva 100x.
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No entanto, os achados histolégicos indicam que a lesdo por isquemia e
reperfusdo intestinal, induziu lesGes pulmonares agudas e acentuadas,
caracterizadas especialmente pela presenca de abundantes macréfagos livres nos
espacos alveolares, como se pode observar quando sao comparados 0s grupos nao
manipulados A e B e o grupo C, que foi submetido a isquemia e reperfusao
intestinal. Além disso, os grupos F (tratados com bromidrato de fenoterol) e G
(bromidrato de fenoterol + extrato liofilizado de P. insignis) apresentaram o0s
melhores resultados, quando comparado com o grupo D (tratado apenas com o
veiculo.

Neste trabalho, demonstramos que a associacdo do extrato etandlico das
folnas de P. insignis + bromidrato de fenoterol (agiu como um broncodilatador
facilitando a chegada do extrato nos alvéolos) foram capazes de estagnar a
dilatacdo dos bronquiolos terminais e respiratorios e dos alvéolos, diminuindo o
namero de macréfagos livres nos espacos alveolares, sugerindo como justificativa, a
presenca da catequina, identificado por técnicas cromatograficas no extrato
etandlico de P. insignis, evidenciando um potencial efeito benéfico no tratamento da

sindrome respiratoria aguda por isquemia e reperfusado intestinal induzida em ratos.
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CONSIDERACOES FINAIS

A bioprospeccédo preliminar fitoquimica, mostrou a presenca de metabdlitos
secundarios alcaloides, saponinas e triterpenos no extrato etandlico das folhas de P.
insignis. A analise por CG-EM revelou 60 compostos fitoquimico. Na analise por
CLAE identificou e quantificou a catequina (6,635 mg/g), demonstrando o efeito anti-
inflamatorio da P. insignis no tratamento da sindrome do desconforto respiratério
agudo.

Verifica-se, portanto, que o extrato de P. insignis exerce um certo efeito de
diminuicdo da sindrome do desconforto respiratorio agudo, porém necessita um

estudo mais profundo que aborde a acéo do extrato nas células.
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