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Resumo

Essa pesquisa tem como objetivo observar a influéncia do exercicio aerobico associado ao uso de corticoide e extrato
aquoso das cascas do caule de Ximenia americana L. no tratamento da Doenga Pulmonar Obstrutiva Cronica.
Utilizaram-se trés doses de papaina via nasal em sete grupos de ratos Wistar machos a fim de induzir resposta
inflamatoria pulmonar. Os grupos foram divididos em G1 (exercicio + inflamacdo + corticoide), G2 (exercicio +
inflamacgdo), G3 (inflamagdo + exercicio + X. americana), G4 (inflamagdo + X. americana), G5 (exercicio +
inflamacgdo + X. americana + corticoide), G6 (inflamacao) e G7 (controle). Apos a eutanasia dos animais, realizou-se
o lavado brénquico-alveolar, e coleta do coracdo e pulméo esquerdo para andlises histomorfolégicas (coloracfes em
H.E., P.A.S e Tricromio de Masson). Verificou-se que houve o sucesso dos tratamentos realizados nos grupos G1, G2,
G3, G4, G5 ao serem comparados com G7, com uma equivaléncia dos grupos tratados quanto a espessura da parede
do VD em relagdo ao G6. Além disso, através das preparagdes coradas com H.E. provenientes de animais tratados,
evidencia-se espacos aéreos dilatados e pequena infiltracdo de células inflamatorias. A analise qualitativa das laminas
coradas pelo P.A.S. mostra que hd um nimero menor de células caliciformes produtoras de muco em preparacées
provenientes de ratos expostos a uma associacdo de esquemas de tratamentos, comparando-se com grupos em que
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houve uma Unica forma de tratamento. O extrato aquoso das cascas do caule de X. americana teve uma contribuicdo
significativa no tratamento da DPOC, assim como o exercicio fisico aerébio.
Palavras-chave: DPOC; Ximenia americana L.; Inflamacé&o.

Abstract

This research aims to observe the influence of aerobic exercise associated with the use of corticosteroids and aqueous
extract of the stem bark of Ximenia americana L. in the treatment of Chronic Obstructive Pulmonary Disease. Three
doses of papain via the nasal route were used in seven groups of male Wistar rats in order to induce pulmonary
inflammatory response. The groups were divided into G1 (exercise + inflammation + steroids), G2 (exercise +
inflammation), G3 (inflammation + exercise + X. americana), G4 (inflammation + X. americana), G5 (exercise +
inflammation + X. americana + steroids), G6 (inflammation) and G7 (control). After the animals were euthanized,
bronchial-alveolar lavage was performed, and the heart and left lung were collected for histomorphological analysis
(H.E., P.A.S. and Masson's trichrome stains). It was found that the treatments performed in groups G1, G2, G3, G4,
G5 were successful when compared to G7, with an equivalence of the treated groups in terms of RV wall thickness in
relation to G6. Furthermore, through the preparations stained with H.E. from treated animals, dilated air spaces and
small infiltration of inflammatory cells are evident. Qualitative analysis of slides stained by P.A.S. shows that there is
a smaller number of mucus-producing goblet cells in preparations from rats exposed to a combination of treatment
regimens, compared to groups in which there was only one form of treatment. The aqueous extract of X. americana
stem bark had a significant contribution in the treatment of COPD, as well as aerobic exercise.

Keywords: COPD; Ximenia americana L.; Inflammation.

Resumen

Esta investigacién tiene como objetivo observar la influencia del ejercicio aer6bico asociado al uso de corticosteroides
y extracto acuoso de la corteza del tallo de Ximenia americana L. en el tratamiento de la Enfermedad Pulmonar
Obstructiva Crénica. Se utilizaron tres dosis de papaina por via nasal en siete grupos de ratas Wistar macho para
inducir una respuesta inflamatoria pulmonar. Los grupos se dividieron en G1 (ejercicio + inflamacién + esteroides),
G2 (ejercicio + inflamacién), G3 (inflamacion + ejercicio + X. americana), G4 (inflamacién + X. americana), G5
(ejercicio + inflamacién + X. americana) + esteroides), G6 (inflamacién) y G7 (control). Después de la eutanasia de
los animales, se realiz6 un lavado bronquial-alveolar y se recogieron el corazon y el pulmén izquierdo para analisis
histomorfoldgico (tinciones H.E., P.A.S. y tricromico de Masson). Se encontr6 que los tratamientos realizados en los
grupos G1, G2, G3, G4, G5 fueron exitosos en comparacién con G7, con una equivalencia de los grupos tratados en
términos de espesor de la pared del VD en relacion con G6. Ademas, a través de las preparaciones tefiidas con H.E. de
los animales tratados, se evidencian espacios de aire dilatados y una pequefia infiltracién de células inflamatorias.
Anadlisis cualitativo de portaobjetos tefiidos por P.A.S. muestra que hay un nimero menor de células caliciformes
productoras de moco en preparaciones de ratas expuestas a una combinacion de regimenes de tratamiento, en
comparacion con los grupos en los que solo habia una forma de tratamiento. El extracto acuoso de corteza de tallo de
X. americana tuvo una contribucion significativa en el tratamiento de la EPOC, asi como en el ejercicio aerébico.
Palabras clave: EPOC; Ximenia americana L.; Inflamacion.

1. Introducéo

A Doenca Pulmonar Obstrutiva Cronica (DPOC) é caracterizada como um conjunto de sintomas respiratorios e
limitagdo do fluxo de ar decorrentes da inflamagdo pulmonar e destruicdo dos alvéolos, estruturas responsaveis pelas trocas
gasosas no pulmao (Gold, 2020). E uma doenca tratavel e evitavel, causada majoritariamente pelo tabagismo e/ou exposicao
significativa a materiais particulados ou substancias e gases nocivos (Alves et al., 2010). Aliados a essas condic¢des, a idade
avancada, fatores genéticos, historico de doengas pulmonares e o sedentarismo também se mostram fatores de risco para essa
patologia (Larson & Webster, 2020; Ito & Barnes, 2009).

A DPOC afeta cerca de 200 milhGes de pessoas em todo o mundo e é considerado um grande problema de salde
publica, j& que estd entre as 10 maiores causas de mortes, segundo dados da organizacdo mundial de satde (OMS, 2018). Por
ser uma doenca crbnica, a DPOC, quando diagnosticada como moderada ou grave, implica em um tratamento longo e
continuo, o que sinaliza grandes custos aos cofres publicos (Foster et al., 2006).

Atualmente, os tratamentos disponiveis envolvem a retirada do estimulo negativo, como a cessacdo do cigarro,
mudangas comportamentais e intervencdes farmacoldgicas. No entanto, essas medidas preventivas ou terapéuticas atuam
somente na interrupgdo da evolugdo da doenca, ndo implicando em cura ou reversdo total dos danos pulmonares (Fernandes et
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al., 2017). Nesse contexto, faz-se necessario a busca por novas abordagens terapéuticas que atuem com eficiéncia e baixo
custo, melhorando a qualidade de vida e aumentando a sobrevida de pacientes com DPOC, além de profilaticamente diminuir
os fatores de riscos e exacerbacdes, como o cancer (Possebon et al., 2018).

As plantas medicinais sdo comumente utilizadas pela populacdo em todo 0 mundo como tratamento e cura de vérias
enfermidades (Matos, 2007). O seu uso esta aliado ao rico conhecimento da populagdo, passado de geragdo a geragdo e
relacionado a substituicdo de drogas sintéticas, o que pode ser justificado, por exemplo, pelos efeitos colaterais que a utilizacéo
desses medicamentos acarreta (Jeengar et al., 2014; Adebayo et al., 2015). As atividades farmacoldgicas das plantas séo
relacionadas a presenga de compostos bioativos produzidos no metabolismo secundario dessas espécies vegetais, podendo
atuar de forma positiva no organismo humano (Matos, 2009).

No Brasil, particularmente, destaca-se a utilizacdo da Ximenia americana L., espécie pertencente a familia Olacaceae,
encontrada na regido nordeste do Pais e conhecida popularmente como ameixa brava, ameixa do mato, etc (Brasileiro et al.,
2008). Tem utilizacdo na medicina popular no tratamento de infecbes da pele, tratamento de Ulceras (Souza et al., 2014),
cicatrizacdo de feridas cutaneas (Palma et al., 2020), antinociceptiva (Dias et al., 2018) e anti-inflamatéria (Leal et al., 2016).
Todas as suas atividades farmacoldgicas estdo aliadas & sua composi¢do quimica, como a presenca de taninos,
esteroides/triterpenoides e flavonoides (Shettar et al., 2015; Uchéa et al., 2016). Estudo recente com extrato aquoso das cascas
do caule de X. americana indica a presenca do flavonoide (-)-epicatequina com acdo anti-inflamatoria no tratamento de DPOC
induzida em ratos fumantes (Carvalho et al., 2020).

Neste trabalho, o extrato aquoso das cascas do caule de X. americana foi avaliado no tratamento de enfisema
pulmonar experimentalmente induzido em ratos Wistar. A influéncia do uso dessa planta medicinal no processo inflamatério
pulmonar foi investigada na presenga de exercicios aerobicos e corticoide, buscando-se o desenvolvimento de métodos

terapéuticos alternativos no tratamento de DPOC.

2. Metodologia
2.1 Material vegetal e extracao

As cascas do caule de X. americana foram coletadas na cidade de Domingos Mourdo, Piaui, Brasil (4° 09’ 14.8” S;
41° 18’ 28.3” W), em margo de 2018. A planta foi identificada por um botanico ¢ uma exsicata esta depositada no Herbario
Afranio Gomes Fernandes na Universidade Estadual do Piaui (UESPI) sob nimero HAF 03451. Para o processo de extracao,
as cascas do caule de X. americana foram lavadas em &gua corrente, adicionadas em um recipiente com agua destilada e
acondicionadas em geladeira por um periodo de 5 dias, seguindo as orientagcdes da medicina popular. Apds a filtragem, foi

obtido o extrato aquoso das cascas do caule de X. americana.

2.2 Animais

Todos os procedimentos in vivo foram aprovados pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA/UESPI) sob
protocolo 0188/2018. Foram utilizados 35 ratos Wistar machos com idade entre 7 e 12 semanas, peso médio entre 250 e 300g e
saudaveis, cedidos pelo Biotério do Nucleo de Pesquisa em Biotecnologia e Biodiversidade (NPBio) da UESPI. Durante todo o
estudo, os animais foram mantidos em gaiolas plasticas em salas climatizadas com temperatura constante de 25 + 1 °C em ciclo
claro/escuro de 12h, com alimentagdo ad libitum. Os animais foram divididos aleatoriamente em 7 grupos experimentais

descritos na Tabela 1.
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2.3 Inducéo da resposta inflamatéria pulmonar

A inducdo do enfisema pulmonar foi realizada via nasal por meio de instilacdo de trés doses de papaina (0,5 mL/kg)
dissolvida em solucdo fisioldgica a 0,9%, correspondendo aproximadamente a 0,2 mg/kg por animal, seguindo o protocolo de
Fusco et al. (2002), com algumas modificacdes. As doses foram administradas nos dias 01, 08 e 15 com auxilio de sonda de

aspiracdo n° 4 modificada e acoplada a bomba de infusdo por volume Lifemed® com taxa de infusdo de 0,1 mL/min.

2.4 Tratamentos

Para o tratamento da lesdo pulmonar, os animais foram acondicionados em caixas de acrilico com inalador acoplado e
submetidos a inalagdo com 1 mL de dipropionato de beclometasona (400 mcg/kg solubilizado em 10 mL de solucéo fisiol6gica
0,9%) e/ou 10 mL de extrato aquoso das cascas do caule de X. americana. A inalacdo foi feita uma vez ao dia durante 7 dias

consecutivos.

Tabela 1. Divis&o dos animais em grupos experimentais.
GRUPOS DESCRICAO DO TRATAMENTO

(G1) Animais tratados com corticoide (1 mL de dipropionato de beclometasona na dose de 400 mcg/kg

solubilizado em 10 mL de solugéo fisioldgica 0,9%) e submetidos a exercicios aerdbicos.

(G2) Animais submetidos a exercicios aerobicos.

(G3) Animais tratados com 10 mL de extrato aquoso das cascas do caule de X. americana e submetidos

a exercicios aerobicos.

(G4) Animais tratados com 10 mL de extrato aquoso das cascas do caule de X. americana

(G5) Animais tratados com a associacdo de extrato de X. americana e corticoide e submetidos a

exercicios aerébicos.

(G6) Animais submetidos a inducéao de enfisema pulmonar e sem tratamento

(G7) Grupo controle (animais sadios)

Fonte: Autores.

Os animais submetidos a exercicios fisicos foram acondicionados em recipiente de pléstico contendo &gua suficiente
para comportar 0 nado simultaneo de até dois animais. Eles foram submetidos a nado-for¢ado por 10 minutos, seguindo o
protocolo de Porsolt (1977), com algumas modificacfes, onde foram observados quanto a seu desempenho e resisténcia. Apos
0s tratamentos, os animais foram eutanasiados por excesso de anestesia e 0s pulmdes e corac6es foram removidos, fixados em

formol 10% e reservados paras as analises histologicas e morfométricas.

2.5 Andlises morfométricas do coracdo

Para a avaliacdo de desenvolvimento da Cor pulmonale, realizou-se uma secgéo transversal dos ventriculos no ponto
médio da distancia entre o &pice e o sulco coronario. Essas amostras foram fotografadas e as imagens analisadas quanto a
espessura da parede do ventriculo direito (V.D), aferido no ponto médio da parede livre, e espessura da parede do ventriculo
esquerdo (V.E), aferido no ponto médio entre os musculos papilares cranial e caudal. As analises foram realizadas no software

Image J® versdo 1.32j.
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2.6 Analise histoldgica dos pulmdes
Os fragmentos do pulméo esquerdo coletado de cada animal foram submetidos a processamento histoldgico de rotina
e corados com hematoxilina-eosina (H.E.), acido peridédico de Schiff (P.A.S.) e tricromio de Masson (T.M.). As laminas
confeccionadas foram analisadas em microscépio Gptico trinolucular Olympus CX31, modelo YS100, equipado com camera
digital Olympus SC20 (Blue Lagoon Drive, Miami - U.S.A) e digitalizadas. O Intercepto Linear médio (Lm) foi mensurado a
fim de quantificar a destruicdo das paredes alveolares. Para isso, as imagens digitalizadas sob aumento de 100 vezes foram
sobrepostas a um reticulo de 100 pontos e 50 retas utilizando dois campos microscopicos ndo coincidentes e foram contados o
nimero de vezes que 0s interceptos cruzavam as paredes dos alvéolos, sendo o resultado obtido a partir da relagdo: Lm =
comprimento total das retas (2500 um) / nimero de vezes que 0s interceptos cruzaram as paredes dos alvéolos
Para quantificacdo de células caliciformes, trés campos microscopicos ndo coincidentes de cada lamina foram
analisados sob aumento de 400 vezes e fotografados. As imagens digitalizadas foram entdo analisadas com auxilio do

programa de analise computacional de imagens Image-J® (Versdo 1.32 para Windows).

2.7 Anélises estatisticas
Os resultados obtidos foram submetidos & anélise de variancia (ANOVA) e, em seguida, ao teste Tukey. As analises
estatisticas foram conduzidas utilizando o software GraphPad Prism 5.0. Os resultados foram expressos como a média + erro-

padrdo da média (EPM). Valores de p<0,005 foram considerados significativos.

3. Resultados e Discussao
3.1 Anélise morfométrica do coracao

Uma complicacdo comum na DPOC ¢é a Cor pumonale, que ocorre como uma resposta do ventriculo direito a
hipertensdo pulmonar provocada pelo estado inflamatério crénico. Verificou-se, de acordo com a Figura 1, que houve o
sucesso dos tratamentos realizados nos grupos G1, G2, G3, G4, G5 ao serem comparados com o G7, com uma equivaléncia

dos grupos tratados quanto a espessura da parede do ventriculo direito em relagdo ao grupo inflamado (G6).

Figura 1: Andlise da espessura da parede do ventriculo direito do coracdo dos animais em estudo. Os valores representam

médias (x desvio padrdo) com n =5 e p<0,05.

0.4+

Espessura da parede do ventriculo direito

Fonte: Autores.
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Isso evidencia também a estabilizacdo do processo de hipertrofia do ventriculo direito dos animais, assim como
pesquisas de Walters et al. (2005) em que 0 uso de corticosteroide oral de curta duracdo na DPOC estavel produz beneficios
estatisticamente relevantes na funcdo pulmonar, logo a acéo local do medicamento por via inalatéria teria diminuido o grau
inflamatorio e, por conseguinte, reduzido a hipertensdo pulmonar e a sobrecarga do ventriculo direito. Uma revisdo sistematica
desenvolvida por Price et al (2013) identificou que o uso de corticosteroides por pacientes com DPOC ajudam a evitar as
exacerbacbes da doenca.

Estudos de Da Silva et al (2018) e Leal et al (2016) que evidenciam a acdo terapéutica da X. americana, e estudos de
Antonio et al. (2010) que denotam a eficacia do exercicio do exercicio fisico, em especial o exercicio aerébico (na reabilitagio
respiratéria da DPOC), embasam os resultados deste estudo. Como percebe-se estagnacdo da Cor pulmonale nos animais, 0s
tratamentos supracitados (X. americana e exercicio fisico) tém de fato aplicabilidade terapéutica. Contudo, a analise estatistica
dos resultados ndo demonstrou significancia em termos de vantagem de um tratamento em relagdo ao outro, o que ratifica a

necessidade de pesquisas posteriores para aprofundar o conhecimento acerca do real potencial de tratamentos complementares.

3.2 Andlise histoldgica do pulméao
3.2.1 Destruicdo dos Alvéolos

O grau de destruicdo alveolar é um elemento inerente & DPOC. Neste estudo, através das preparacGes coradas com
H.E provenientes de animais tratados, evidencia-se espacos aéreos distais dilatados e, embora alguns alvéolos apresentem
células inflamatorias, a infiltracdo por elas foi pequena. Nao foi possivel observar diferencas estatisticas entre os grupos
tratados, 0 que nos leva a inferir que o dipropionato de beclometasona, eficaz no tratamento da DPOC, sobretudo nas suas
exacerbacdes (Mahmood et al., 2017) e que as propriedades anti-inflamatérias, antioxidantes e reparadoras da X. americana
(Da Silva et al., 2018; Leal et al., 2016) ainda necessitam de mais estudos para provarem sua eficacia isolada no tratamento da

DPOC, visto que o grau de melhora no alargamento alveolar nos grupos foi praticamente o mesmo.

Figura 2. Analise da morfometria pulmonar dos animais em estudo. Os valores representam médias (+ desvio padrdo) com n =
5e p <0,05.

Lm(um)

Fonte: Autores.

A Figura 3 traz o comparativo das ldminas coradas com H.E e evidencia que os grupos em que houve a indugédo do

processo inflamatorio apresentaram destruigdo da parede alveolar, quando comparado ao grupo controle negativo (G7),
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apresentando processo inflamatério acentuado, com grande ndmero de macrofagos e de neutréfilos formando abscessos,
exibindo alteragdes estruturais e inflamatdrias compativeis com DPOC em ratos, como descreve dos Santos Alves et al (2010).
Da mesma forma, encontrou-se resultados positivos nos tratamentos admitidos aos animais tanto com exercicio fisico isolado

quanto em combinagdes de tratamentos com X. americana e Corticoide.

Figura 3. Fotomicrografias histologicas do pulmé&o. Laminas realizadas em corte de 5 um e coradas com H.E.

Fonte: Autores.

3.2.2 Quantificacdo de muco

A andlise qualitativa das laminas coradas pelo P.A.S é mostrada nas Figuras 4 e 5.
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Figura 4. Anéalise da porcentagem de muco no tecido pulmonar dos animais em estudo. Os valores representam médias (x

desvio padrdo) comn =5 e p <0,05.
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Fonte: Autores.

Observando-se a Figura 4 € possivel afirmar que os animais dos grupos G2, G5 e G6 apresentaram maior producao de

muco, havendo diferenca significativa quando comparados aos demais grupos.

Figura 5. Imagens das células caliciformes dos pulmdes com inflamacéo induzida por papaina. Laminas realizadas em corte de

5 um e coradas com P.A.S. As setas indicam a presenga de muco.

Fonte: Autores.

Em analise das Figuras 4 e 5 é possivel observar que ha um nimero menor de células caliciformes produtoras de

muco em preparacfes provenientes de ratos expostos a uma associacao de esquemas de tratamento, comparando-se com grupos
8
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em que houve uma Unica forma de tratamento. Nos grupos G1 e G3, por exemplo, as células caliciformes se apresentam de

forma difusa e em pequena quantidade, enquanto nos grupos G2 e G4 elas aparecem agrupadas e em grande quantidade.

3.2.3 Presenca de fibras colagenas
A Figura 6 traz as micrografias das ldminas coradas com Tricrdmio de Masson.

Figura 6. Imagens representativas de fibras colagenas nos alvéolos (indicadas em azul pelas setas). Laminas realizadas em

corte de 5 um e coradas com Tricrébmio de Masson.

Fonte: Autores.

Em andlise da Figura 6 é possivel observar que todos os grupos submetidos a inflamacéo por papaina apresentaram
grande quantidade de fibras colagenas nos alvéolos, sem diferenca estatistica entre as preparac@es, o que ratifica a necessidade
de mais estudos que avaliem a eficécia do tratamento de DPOC na reducdo ou estagnacdo da quantidade de fibras de colageno

no pulméo.

4. Concluséo

Este trabalho demonstra que o extrato aquoso das cascas do caule de X. americana, aliada ao uso de beclometasona,
reduz alteracOes histologicas e morfolégicas da DPOC, como quantidade de células inflamatérias no lavado bronquico-alveolar
e de células caliciformes produtoras de muco no pulméo. As alteracfes histomosfoldgicas encontradas nesse estudo
corroboram com o estudo desenvolvido por Seo et al. (2016), que demonstra alteragfes tipicas da asma, um tipo de doenca
obstrutiva pulmonar, em camundongos aos quais foi administrada ovoalbumina, como hiperplasia de células caliciformes e
aumento da producdo de muco. Esses resultados também foram encontrados nos animais utilizados neste experimento, 0s quais
foram induzidos a inflamacdo pulmonar por administracdo de papaina, e a reducao dessas alteracfes demonstra a validade das
terapias utilizadas.

O extrato das cacas do caule de X. americana reduziu ainda o alargamento alveolar provocado pela destruicdo dos
septos intralveolares, diminuindo a quantidade de células inflamatérias no lavado broncoalveolar e atenuando a producéo de

muco, destacando a X. americana como um importante produto natural, justificando seu uso no tratamento da DPOC. Além
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disso, o exercicio fisico também se mostrou eficaz na reducdo dos mesmos parametros, sem vantagem de um modelo de
tratamento em relacéo ao outro.

Em analise dos dados, observa-se que o extrato aquoso das cascas do caule de X. americana atua de forma positiva na
reducédo da inflamacdo pulmonar em camundongos, apresentando diminui¢do do nimero de células inflamatérias e reducéo na
producdo de muco, resultados também observados nos animais tratados com corticoide e/ou exercicio fisico. Os dados
revelam que o uso de produtos naturais disponiveis na flora brasileira para o tratamento complementar de DPOC deve ser
considerado pelos sistemas oficiais de salde, havendo ainda a necessidade de estudos posteriores que avaliem outros

parametros terapéuticos, além da toxicidade e doses seguras.
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