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RESUMO

As doencas respiratorias representam um enorme desafio a saude humana, dentre
elas podemos destacar a lesdo pulmonar aguda, que € uma doenga inflamatoria que
afeta o parénquima pulmonar e sua progressdo apresenta altas taxas de
morbimortalidade. Nao ha tratamento efetivo para esta doencga, por isso, alternativas
terapéuticas sao buscadas. A inflorescéncia da bananeira é rica em polifendis e
flavonoides, que possuem atividade anti-inflamatéria, antioxidante e antimicrobiana,
justificando sua investigagado neste modelo de doencga. Este estudo objetivou avaliar
a capacidade do extrato hidroalcoolico de Musa paradisiaca Linnaeus na atenuagao
da lesao pulmonar aguda induzida por lipopolissacarideo em camundongos e a via de
sinalizagao associada ao seu efeito. Para isto, 20 camundongos machos da linhagem
Swiss foram divididos em 4 grupos experimentais e, apds o tratamento, foram
eutanasiados. Foram realizadas a macroscopia pulmonar, a microscopia com
coloragdes de rotina e a imuno-histoquimica utilizando os anticorpos anti-NF-kB, anti-
TNF-a e anti-IL-17. Foi realizada a histomorfometria e os dados foram tabulados e
analisados mediante analise de varidncia (ANOVA) “one way” e pos-teste de Tukey,
com nivel de significancia estatistica de 5% (p<0.05). Como resultados, evidenciamos
a redugdo da migracao neutrofilica para o parénquima pulmonar, aumentando os
espagos alveolares; redugcdo da deposi¢cdo de matriz extracelular rica em fibras
colagenas, prevenindo a cicatrizacdo. Além disso, foi observada a inibicdo da proteina
NF-kB e de seus produtos de ativacao, destacando o potencial terapéutico de Musa

paradisiaca frente a lesdo pulmonar aguda devido a sua atividade anti-inflamatoria.

Palavras-chave: Musaceae; Inflamagao aguda; NF-kB; TNF-q; IL-17.



ABSTRACT

Respiratory diseases pose a significant challenge to human health, among which acute
lung injury stands out as an inflammatory condition affecting lung parenchyma, with
high morbidity and mortality rates associated with its progression. There is no effective
treatment for this disease, which is why alternative therapeutic options are being
sought. The inflorescence of the banana plant is rich in polyphenols and flavonoids,
which have anti-inflammatory, antioxidant, and antimicrobial activities, justifying its
investigation in this disease model. This study aimed to evaluate the capacity of the
hydroalcoholic extract of Musa paradisiaca Linnaeus in attenuating acute lung injury
induced by lipopolysaccharide in mice and the signaling pathway associated with its
effect. For this purpose, 20 male Swiss mice were divided into four experimental
groups, and after treatment, they were euthanized. Pulmonary macroscopy, routine
histological staining, and immunohistochemistry using anti-NF-kB, anti-TNF-a, and
anti-IL-17 antibodies were performed. Histomorphometry was conducted, and the data
were tabulated and analyzed using one-way ANOVA and Tukey's post-test, with a
statistical significance level of 5% (p < 0.05). The results showed a reduction in
neutrophil migration to the lung parenchyma, increasing alveolar spaces; a reduction
in the deposition of extracellular matrix rich in collagen fibers, preventing scarring.
Additionally, inhibition of the NF-kB protein and its activation products was observed,
highlighting the therapeutic potential of Musa paradisiaca against acute lung injury due

to its anti-inflammatory activity.

Keywords: Musaceae; Acute inflammation; NF-kB; TNF-a; IL-17.
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1 INTRODUGAO

As doengas respiratérias agudas ou crénicas, representam um enorme desafio
a saude humana, sendo responsavel por altas taxas de morbimortalidade, além de
impactar no crescimento econémico em nivel mundial (Da Silva Pereira; Sestelo; Da
Silva Lima, 2022). Vivenciamos, no contexto da pandemia da Doenga Coronavirus 19
(COVID-19), o quao devastador pode ser o acometimento do sistema respiratorio,

onde quase 7 milhdes de vidas foram ceifadas pela doenca (Steckert et al., 2024).

Dentre as enfermidades que acometem os pulmdes, podemos destacar a
sindrome do desconforto respiratorio agudo (SDRA), que € a forma mais grave da
lesdo pulmonar aguda (LPA) e se destaca pela alta taxa de mortalidade (Su et al.,
2024).

Trata-se de doencas de etiologia diversificada, que causam insuficiéncia
respiratoria devido a danos as células que constituem o arcabouco alveolar dos
pulmodes (células epiteliais e endoteliais) e culminam no aumento da permeabilidade
alvéolo-capilar, formagdo de edema, influxo neutrofilico e comprometimento das

trocas gasosas (Shi et al., 2024).

A LPA/SDRA foi descrita formalmente pela primeira vez por Ashbaugh et al.
(1967), que a descreveram como uma sindrome que se caracteriza por um inicio
agudo de dificuldade respiratoria grave apés uma lesdo identificavel. Os sinais
incluiram complacéncia pulmonar reduzida, infiltrados radiograficos difusos no térax,

hipoxemia refrataria ao oxigénio suplementar e dispneia.

Até o momento ndo ha uma terapia farmacologica especifica para o tratamento
da LPA/SDRA. Vasodilatadores pulmonares, estatinas e corticoides demonstraram
efeitos terapéuticos, mas seus beneficios terapéuticos limitados e seus efeitos
colaterais fazem com que haja uma aplicagao clinica restrita desses medicamentos
(Zhou et al., 2024)

Neste contexto, nos produtos naturais encontramos uma fonte abundante de
substancias que apresentam potencial terapéutico, dentre elas os flavonoides, que
apresentam propriedades anti-inflamatorias e antioxidantes fortemente descritas na
literatura (Xiang et al., 2024).
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Diante disso, o extrato da inflorescéncia da Musa paradisiaca Linnaeus
(bananeira) pode representar uma alternativa terapéutica por ser rico em polifenois, e
dentre suas diversas indicag¢des etnofarmacolégicas, podemos destacar a atividade

anti-inflamatéria, de acordo com a sua constituigao fitoquimica (Gadelha et al., 2021).

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 LESAO PULMONAR AGUDA

A Lesé&o pulmonar aguda (LPA) trata-se de uma doenca inflamatoria que afeta
o parénquima pulmonar e caracteriza-se pela infiltracdo de neutréfilos, pelo
rompimento da barreira do endotélio pulmonar, danos a integridade da membrana
alvéolo-capilar, comprometimento das trocas gasosas e das propriedades mecanicas,
como a redugao da complacéncia pulmonar (Oliveira, 2019).

Os critérios de Berlim séo utilizados para diagnosticar a sindrome do
desconforto respiratorio agudo em adultos, onde deve-se levar em consideragéo
diversos fatores, dentre eles o tempo de 7 dias entre a lesdo pulmonar aguda até o
seu desenvolvimento, a oxigenacdo medida pela razdo entre a presséo parcial de
oxigénio arterial (PaOz2) e a fragdo de oxigénio inspirado (FiO2) de modo a definir o
grau de severidade (leve: 201 — 300 mmHg, moderada: 101 — 200 mmHg, ou grave:
menor ou igual a 100 mmHg), e a avaliagao do térax por raio-X que precisa apresentar
opacidade bilateral (Saguil; Fargo, 2012; Simdes et al., 2018).

A etiologia da LPA engloba diferentes causas, e elas podem ser divididas em
pulmonares/diretas (quando acomete primeiramente os pulmdes), que incluem
infeccbes fungicas, bacterianas ou virais, hemorragia alveolar, trauma toracico com
contusdo pulmonar, aspiragao de conteudo gastrico, hiperdxia e inalagdo de fumaca
ou substancias quimicas; e extrapulmonares/indiretas (quando os pulmdes s&o
afetados secundariamente devido a um evento em outra regido do corpo), que incluem
sepse, transfusdes multiplas, choque hipovolémico, queimaduras extensas,

pancreatite e choque nao-cardiogénico (Ferreira, 2020; Oliveira, 2019).
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Ha uma alta incidéncia da SDRA oriundo da LPA, ocorrendo em cerca de 10%
dos pacientes internados em unidade de terapia intensiva (UTI) e 23% nos pacientes
em ventilacdo. Além disso, no contexto da pandemia da COVID-19 houve um drastico
aumento nas taxas de morbidade, um salto de 30% para 52%. Em relagao as taxas
de mortalidade, varia de acordo com a gravidade da doenga, sendo mais alta na SDRA
grave (46,1%), seguido da moderada (40,3%) e leve (34,9%) (Zhao et al., 2024).

Tendo em vista a importancia desta tematica, estudos a respeito desta doenca
devem ser fomentados, de modo a prevenir possiveis complicagdes e reduzir as altas
taxas de mortalidade. Logo, a LPA/SDRA se destaca como um grande problema para

a saude publica e necessita ser coibida (Ferreira, 2020).

2.1.1 Fisiopatologia da LPA

A Fisiopatologia da LPA envolve o aumento da permeabilidade vascular na
regiao alveolar, edema pulmonar e fibrose intersticial, além disso, morte das células
que constituem o parénquima (Macedo, 2021). A LPA evolui para a SDRA seguindo
um padrdao temporal de evolugdo: Fase exsudativa (aguda), fase proliferativa
(subaguda) e fase fibrética (tardia) (Zhao et al., 2024).
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Figura 1. Esquematizagdo da Lesdo Pulmonar Aguda
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Fonte: Adaptado de Kumar; Abbas e Aster (2017).

A fase exsudativa/aguda (1° - 6° dia) e objeto do nosso estudo, se inicia com
uma injuria pulmonar, como a causada pelo lipopolissacarideo (agente causador de
dano tecidual), e isso culmina na ativacdo de macréfagos alveolares através do
reconhecimento de padrées moleculares associados a patégenos (PAMPs) ou a dano
celular (DAMPs), assim, esses macrofagos mudam para seu perfil pré-inflamatério
(tipo M1) dando inicio a vias de sinalizagdo como a do Fator de transcrigao nuclear do
tipo kappa B (NF-kB) e passando a produzir varias citocinas pro-inflamatérias (TNF-
a, IL-8, quimiocinas, dentre outros), que vao atuar no endotélio vascular de modo a
aumentar a expressdo de moléculas de adeséo (selectinas e integrinas), permitindo

entdo o influxo leucocitario, com predominio de neutréfilos (Figura 2). Além disso, irédo
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aumentar a permeabilidade vascular levando ao quadro de exsudagao proteica,

gerando entdo edema intersticial (Zhao et al., 2024; Bernardo, 2022).

Figura 2. Migragao Leucocitaria
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Fonte: adaptado de Abbas; Lichtman e Pimm (2015).

Os neutrdéfilos contribuem para a destruicido do arcabougo alveolar pela
liberacdo de varios mediadores inflamatérios, espécies reativas de oxigénio (EROs),
proteinases, peptideos antimicrobianos, formagao de armadilhas extracelulares de
neutrofilos para dissolugdo das jungdes estreitas, e esses fatores em associagao
culminam na morte das células que compdem o parénquima pulmonar por necrose e
apoptose. A morte celular destes constituintes prejudica diversas fungdes fisiologicas,
como as trocas gasosas realizadas pelos pneumocitos tipo | e a secregcao de
surfactante pelos pneumocitos tipo Il, substadncia que impede o colabamento dos
alvéolos (Zhao et al., 2024; Ferreira, 2020; Yang et al., 2021).

O edema intersticial nos alvéolos ocorre apds a ruptura da barreira alvéolo-
capilar, permitindo a infiltracdo de macromoléculas, como proteinas. O exsudato
inflamatdrio resultante interfere na fungao do surfactante, promovendo sua disfungéo.
A perda dos canais idnicos epiteliais dificulta a reabsorcao do edema, e o acumulo de

liquido e restos celulares contribui para a formagcdo de membranas hialinas. Este
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processo leva ao colapso alveolar e compromete as trocas gasosas, resultando em
hipdéxia (Bernardo, 2022).

Mediada pelo Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-a), a expressao do fator
tecidual pelo endotélio e epitélio ativados e lesados geram coagulacéao intravascular e
intra-alveolar de maneira desregulada, agregacao plaquetaria e microtrombos, além
da formacao de membrana hialina ao longo das membranas basais, que se forma pela
deposi¢ao de fibrina e seus produtos de degradacgdo, colaborando entdo com a
evolugao da doenga (figura 1) (Maggi, 2022).

Durante a fase proliferativa (7° - 14° dia), os macréfagos mudam seu fenoétipo
para o tipo M2 (anti-inflamatorio), tende a ocorrer a reabsorgdo do edema pelo retorno
dos canais idnicos e aquaporinas, e também a remocao das células inflamatadrias,
mas, para que isso ocorra, deve haver um reparo eficaz das barreiras epiteliais e
endoteliais pelos pneumdacitos tipo Il que se diferenciam em tipo |, reestabelecendo a
estrutura do parénquima e consequentemente a producdo do surfactante. Vai
acontecendo a deposicdo de uma matriz provisoria rica em fibronectina/fibrina ao
longo das membranas basais desnudas, e isso favorece o acumulo e proliferagao de
fibroblastos para que possam realizar o processo de reparo. Caso a resolucao da LPA
nao ocorra nesta fase, a doenga avancgara para a a fase fibrética, ocorrendo uma alta
expressao do Fator de Transformacao do Crescimento tipo B (TGF-B), consequente
fibrose e redugdo da complacéncia pulmonar (Zhao et al., 2024; Bernardo, 2022;
Ferreira, 2020).

2.1.2 Tratamento da LPA

Atualmente, a intervencéo nao farmacoldgica mais utilizada para tratar a SDRA
€ a ventilacdo mecanica, mas esta técnica ndo € isenta de riscos, pois caso ocorra a
exposicao a niveis nao fisioldégicos de oxigénio, isto pode trazer problemas para o
individuo, desencadeando danos alveolares capazes de gerar uma lesdo pulmonar

aguda por hiperéxia (Dias-Freitas; Metelo-Coimbra; Roncon-Albuquerque Jr, 2016).

Além disso, outras intervengdes nao farmacolégicas podem ser empregadas,

como: utilizacdo de pressdo expiratoria final positiva (PEEP), manobras de
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recrutamento, remocao extracorporea de didéxido de carbono (COz2) e o gerenciamento
de fluidos (Silva et al., 2024; Ferreira, 2020).

Até o momento, ndo ha um tratamento da LPA/SDRA, a farmacoterapia
encontra-se limitada principalmente ao uso de corticoides, que por sua vez, ttm como
efeito colateral a retencéo de liquidos, o que pode levar a congestao pulmonar (Liu et
al., 2022). Algumas meta-analises os associaram a reducdo da mortalidade e outras
nao mostraram um efeito convincente, e isso talvez por ndo haver dose ideal, duracao

de tratamento e o momento certo de utilizar (Reis et al., 2016).

2.2 LIPOPOLISSACARIDEO E INDUGAO DA LPA

Também conhecido como endotoxina, o Lipopolissacarideo (LPS) é o
componente principal da membrana externa das bactérias gram-negativas. Sua
liberagdo da membrana bacteriana ocorre mediante destruicdo da parede celular,
sendo entédo secretado na forma de vesicula da membrana externa da bactéria (Ryu
etal., 2017).

O LPS fornece rigidez a parede celular de bactérias gram-negativas
(Salmonella, Shigella, Escherichia coli, dentre outras) e esta relacionado a toxicidade
aos animais, provocando sintomas gastrointestinais (gases, diarreia, vémitos),

podendo causar quadros mais severos (Madgan, 2016).

A molécula de LPS consiste em 3 partes, o lipideo A que é responsavel pela
atividade endotodxica e é ligado covalentemente ao polissacarideo central, que € uma

cadeia de heteropolissacarideo e a cadeia O-especifica, que é variavel (DeCs, 2024).
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Figura 3: Estrutura do lipopolissacarideo.
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Fonte: Madgan, 2016.

E um potente ativador da resposta imune inata pela ligagdo e ativacdo dos
receptores do tipo toll 4 (TLR4) e por isso, tem sido amplamente utilizado nos modelos
experimentais de LPA, pelo fato de induzir efetivamente o aumento de citocinas pro-
inflamatorias e a resposta inflamatéria neutrofilica no parénquima pulmonar, tais como

ocorrem nas infecgbes bacterianas (Liu et al., 2020).
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Figura 4. Via de sinalizagcdo TLR4/NFkB deflagrada pelo LPS.
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Fonte: Adaptado de Gribar et al. (2008).

Na circulagao sanguinea, o LPS esta ligado a proteina de ligagcédo ao LPS (LBP),
sendo apresentado e reconhecido inicialmente pelo Cluster de Diferenciacido 14
(CD14), uma glicoproteina de superficie presente em células do sistema imunolégico,
como os macrofagos. Apds o reconhecimento inicial, o LPS é entdo transferido para a
Molécula de Diferenciagdo 2 (MD-2), proteina acesséria associada ao Receptor do
tipo foll 4 (TLR4). O LPS ligado ao MD-2 é reconhecido pelo TLR4, onde o complexo
TLR4/MD-2/LPS desencadeia a ativagdo do TLR4 promovendo uma mudanga

conformacional nesse receptor, que ira se dimerizar, e atrair proteinas que contenham
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residuos de tirosina, a exemplo da proteina adaptadora Proteina Adaptadora com
Dominio Toll/Interleucina-1 (TIRAP), que atrai o Fator de Diferenciacao Mieloide 88
(MyD88) para o complexo, MyD&88 vai interagir com a Quinase Associada ao Receptor
de Interleucina-1 4 (IRAK4), que vai recrutar IRAK1 e 2 e fosforilar a Quinase
Associada ao Receptor de Interleucina-1 1 (IRAK1), uma vez ativada IRAK1, ativa o
Fator Associado ao Receptor de TNF 6 (TRAF6), que ativa a Quinase 1 Ativada por
TGF-B (TAK1), que formara um complexo com a Proteina de Ligagdo ao TAK1 1
(TAB1) e Proteina de Ligagcao ao TAK1 2/3 (TAB2/3). A formagédo do complexo TAK1
(TAB), TAB1, TAB2 e TAB3 permite a fosforilagdo das subunidades cataliticas do
complexo da Quinase Inibidora de kappa B (IKK), que é formado por uma Quinase
Inibidora de kappa B gama (IKKy) e duas subunidades cataliticas: Quinase Inibidora
de kappa B alfa (IKKa) e Quinase Inibidora de kappa B beta (IKKB), as subunidades
cataliticas fosforiladas, fosforilam o Inibidor de kappa B (IKB) marcando-o para
ubiquitinacdo e subsequente degradagédo proteossdmica, liberando o Fator de
Transcrigao Nuclear kappa B (NF-kB), que possui duas subunidades P-50 (regulatéria)
e P-65 (catalitica). O NF-kB entdo migra para o nucleo, onde vai atuar em seus
elementos de resposta promovendo a transcricdo génica de diversas citocinas pro-
inflamatadrias, tais como TNF-a e IL-17 (Bernardo, 2022; Gribar et al., 2008; Yesudhas
etal., 2014).

O modelo experimental de LPA utilizando camundongos e administrando o LPS
por instilacdo nasal € uma ferramenta pratica e bastante eficaz. Tais animais, possuem
tamanho pequeno, o que requer baixas doses, crescimento rapido e facil manejo. Por
isso, estudos in vivo envolvendo camundongos sdo de grande utilidade,
principalmente pela semelhanga dos diversos aspectos da doenga encontrados em
humanos (Silva et al., 2024).
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2.3 Musa paradisiaca Linnaeus

Figura 5. Musa paradisiaca Linnaeus (bananeira), evidenciando o mangara.

Fonte: Autor (2024).

O Brasil é o quarto maior produtor mundial de banana (Santos, 2023). Segundo
o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) (2023) sua safra de 2021/2022

em uma area de 457.910 hectares foi de aproximadamente 7 milhdes de toneladas.

Abananeira (Musa paradisiaca Linnaeus) da familia Musaceae, trata-se de uma
planta na qual o seu fruto € alimenticio e consumido mundialmente, e suas partes sao
de extremo interesse farmacoldgico, apresentando grande potencial de servir como
alternativa terapéutica para o tratamento de diversas doencgas, possuindo uma série

de indicagbes etnofarmacoldgicas, como atividade antianémica, antidiarreica,



24

antidiabética, antimicrobiana, anti-inflamatdria, diurética, cicatrizante, antiveneno de

cobra, dentre outras (Ahmed et al., 2021).

A inflorescéncia da bananeira (coragdo ou mangara) é utilizada como parte
alimenticia da planta em alguns paises da Africa, na india, Indonésia, Malasia e
Srilanka. Embora seu consumo néo seja convencional, é considerada uma fonte de
fibras e apresenta ainda propriedades antioxidantes, por isso a utilizagdo mais comum
das inflorecéncias é terapéutica, no tratamento de ulceras, menorragia e diarreia. Os
indigenas Xokleng utilizam a inflorescéncia para tratar disturbios do trato respiratério
(Gadelha et al., 2021; Marinho; Pascoal, 2023).

Segundo Shukla e Srivastava (2024), as inflorescéncias da bananeira a nivel
mundial geraram uma receita de 162 milhdes de ddlares, e a meta para 2033 € de 333
milhdes de ddlares, e isso mostra a importancia desta parte da planta, que além de

utilizada na culinaria e para fins medicinais, € economicamente rentavel.

Uma analise a partir da cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) do
extrato hidroalcoolico da inflorescéncia da bananeira mostrou a presencga de diversos
polifendis: acido galico, kaempferol, galato de metila, quercetina, miricetina, dentre
outros. Além disso, flavonoides a exemplo da rutina foram descritos na constituicao
fitoquimica (Gadelha et al., 2021).

A escolha do método de extracdo mais apropriado € dificil e dependente de
diversos fatores, como a estabilidade dos flavonoides, a quantidade necessaria, a
natureza dos solventes, os equipamentos utilizados, dentre outros. Solventes
combinados podem propiciar um melhor rendimento de compostos fendlicos em geral,
dentre eles os flavonoides, e isso justifica 0 uso do solvente hidroalcodlico em nosso
estudo (Azahar; Gani; Mohd Mokhtar, 2017; Liga; Paul; Péter, 2023).

Os compostos fendlicos e os flavonoides possuem atividade anti-inflamatoéria e
antioxidante, que sao benéficas para a saude humana (Shukla; Srivastava, 2024). Isto
denota o alto potencial bioativo da Musa paradisiaca Linnaeus, sendo entdo uma

promissora alternativa terapéutica para o tratamento da LPA/SDRA.
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Realizar avaliagdo anatomopatologica pulmonar de camundongos acometidos pela

LPA tratados com o extrato hidroalcodlico das inflorescéncias da Musa paradisiaca.

3.2 ESPECIFICOS

e Analisar macroscopicamente os pulmdes dos animais nas diversas condi¢des
experimentais;

e Analisar a topografia do exsudato inflamatorio presente na arvore pulmonar;

¢ Analisar as alteracdes intersticiais presentes na arvore pulmonar;

e Avaliar e quantificar a presencga de citocinas inflamatdrias agudas.

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 OBTENGCAO DO EXTRATO E ENSAIOS DE TOXICIDADE

O extrato hidroalcoolico das inflorescéncias (EHM) de Musa paradisiaca
Linnaeus foi obtido no Laboratério de Fitoquimica do Programa de Produtos Naturais
e Sintéticos Bioativos/Universidade Federal da Paraiba, por integrantes do Laboratério
de Imunofarmacologia. As inflorescéncias da Musa paradisiaca Linnaeus foram
coletadas de uma plantagcdo domeéstica (coordenadas geograficas 7°08'14.6"S
34°52'26.1"W) localizada no bairro de Jaguaribe, na cidade de Jodo Pessoa — PB. O
material fresco pesando 1.315 quilogramas foi seccionado em partes menores o
maximo possivel com auxilio de laminas estéreis. Logo apds, os fragmentos foram
inseridos em macerador do tipo percolador (Amtech India Conical Percolator ago

inoxidavel 10,000 mL), previamente preparado com papel de filtro e algoddo. Como
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solvente para a extracéo, utilizou-se alcool 80% em um volume total de 5 litros. O
percolador foi entdo tampado, rotulado e mantido em temperatura ambiente. Trés dias
apds o inicio da maceragdo, houve a retirada da primeira solugcdo alcodlica do
macerador, e mais 5 litros de alcool 80% foram adicionados para dar sequéncia a
maceragao por mais trés dias.

No fim do processo, toda solugdo extraida foi armazenada em balao
volumétrico a temperatura ambiente. Partindo para a etapa de obtencéo do extrato, a
solugao extraida foi rotaevaporada para a eliminagéo do solvente extrator, e ao final
do processo foram obtidos 147 g do extrato bruto, o peso seco do extrato foi obtido a
60 °C por um periodo de 24 h, e correspondeu a 23,54% por 1 g de extrato bruto. Os
ensaios de toxicidade para o extrato hidroalcodlico de Musa paradisiaca foram
realizados seguindo as diretrizes da Organizagdo para a Cooperagdo e
Desenvolvimento Econémico, e o extrato apresentou LD50 > 5.000 mg/kg sem

genotoxicidade ou alteragéo psicossomatica (Gadelha et al., 2021).

4.2 ANIMAIS

A amostra foi composta por 20 camundongos machos da linhagem Swiss, que
duas semanas anteriores ao inicio do experimento foram aclimatados em temperatura
média de 23° + 2°C, em ciclo claro/escuro de 12/12h, com acesso a ragao adequada
e agua potavel. Foram distribuidos em 10 caixas de polipropileno com tampa zincada
(gaiolas), cada uma contendo 3 animais. Foram definidos 4 grupos experimentais com
5 animais em cada grupo: Controle negativo (basal), LPS, LPA + Musa paradisiaca, e
LPA + dexametasona (DEXA). Sendo este trabalho aprovado pelo Comité de Etica no
Uso de Animais - CEUA n°® 7316150420 (ID 001064).

4.3 MODELO DE LESAO PULMONAR AGUDA (LPA)

Os camundongos Swiss machos (n=5) foram previamente anestesiados com
Cetamina (75 mg/kg — 0,75 mL) + Xilazina (10 mg/kg — 0,5 mL) + 0,75 mL de agua
para anestesia via intraperitoneal (IP) (0,2 mL/ 100 g), em seguida, receberam 40 L

de uma solugdo de LPS (LPS de Escherichia coli - Sigma-Aldrich®) na dose de 5
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mg/kg diluida em salina estéril preparada imediatamente antes do uso e administrada
por instilagao nasal.

Os animais foram tratados com o extrato hidroalcéolico das inflorescéncias de
Musa paradisiaca Linnaeus (100mg/kg) por gavagem oral 1, 24 e 48 horas apds o
desafio com LPS. Os animais tratados com dexametasona, receberam dose unica
(2mg/kg) 1 hora apés o desafio com LPS. Apds 72 horas do desafio, os animais foram
eutanasiados por overdose anestésica e o 6rgdo de interesse (pulmao) coletado,
analisado macroscopicamente para identificacdo de possiveis alteragdes e

encaminhado para a analise microscépica.

4.4 ANALISE MACROSCOPICA DOS PULMOES

Os pulmbes foram avaliados macroscopicamente através de alteracdes
presentes no parénquima, como cor, aspecto e distribuicdo das lesdes (Pontes et al.,
2024; Lima et al., 2023).

4.5 ANALISES HISTOLOGICAS DA LPA

Os pulmdes foram inseridos em cassetes identificados e fixados em formalina
tamponada 10% por 72 horas. Logo apds, as amostras foram lavadas em agua
corrente por 1 hora. Em seguida, na etapa de processamento histoldgico,
desidratados em alcool etilico com gradacgdes crescentes 70, 80, 90, 95 e 100%,
diafanizados em xilol e impregnados em 2 banhos de parafina liquida, com duragao
de 1 hora em cada. Posteriormente, houve a etapa da inclusao, onde foi formado o
bloco de parafina contento o fragmento de tecido em seu interior. E entédo, houve a
microtomia, onde os cortes histolégicos foram realizados com espessura de 3 a 5uym
com o auxilio de um micrétomo semiautomatico (EasyPath Diagndsticos - W-Crux EP-
31-20094), as fitas foram ent&do distendidas em banho-maria com temperatura em
torno de 40°C, e pescadas com o auxilio de uma lamina de microscépio, onde os
cortes ficaram aderidos para serem desparafinizados, reidratados e corados com

Hematoxilina e Eosina (HE) e Tricrdbmico de Masson (TM) (Cavalcanti et al., 2024).



28

Figura 6: Técnicas histoldgicas.
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Fonte: Autor usando BioRender (2024).

4.6 ANALISE IMUNO-HISTOQUIMICA

Para a analise Imuno-histoquimica, as amostras foram reativadas com solugao
de citrato de recuperacao pH 6,0 (EasyPath Diagndsticos) em camara pressurizada
Pascal (Dako Cytomation, Dinamarca) e a peroxidase enddgena foi bloqueada por 30
minutos (EasyPath Diagnosticos). Apos essa etapa, foi realizado o bloqueio proteico
inespecifico e os cortes foram preenchidos com anticorpo primario anti-NFkB (Cloud-
Clone Corp/ PAB82RA01/Polyclonal Antibody; 1:100), anti-TNFa (Boster/
PA1079/Polyclonal Antibody; 1:100) e anti-IL-17 (Boster/ A00421-2/Polyclonal
Antibody; 1:100).

Posteriormente, foi adicionado anticorpo secundario biotinilado (anticorpo
biotinilado de cabra anti-coelho e anti-camundongo na diluigdo de 1:100, Link Sistem

- HRP - Dako 4061). A reacgao foi visualizada utilizando solugdo de diaminobenzidina
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(DAB - HRP) 0,024% (EasyPath Diagnosticos) e contrastada com hematoxilina de
Harris (Ferreira et al., 2024).

4.7 ANALISE MORFOMETRICA

Os cortes histolégicos corados com Hematoxilina e Eosina (HE), pelo
Tricrdbmico de Masson ou positivos para as reagdes imuno-histoquimicas, foram
visualizados por microscopia de luz na objetiva de 40X, e digitalizadas 20 imagens
aleatdrias utilizando o mesmo microscopio e microcamera, analisados em cada tipo
de reacdo. Todo o intersticio foi excluido da analise utilizando ferramentas do
programa. Todos os tipos de pixels das lesbes envolvidas foram selecionados para a
criagdo de uma imagem binaria e calculo da area em um?. Em cada imagem foram
selecionados todos os pixels com tons de azuis (Tricrdbmico de Masson) ou marrons
(Imuno-histoquimica) para a criagdo de uma imagem binaria, processamento digital e
calculo da area em pm?. A area da matriz extracelular ou as encontradas nas reacdes
imuno-histoquimicas foram calculadas por meio de algoritmos construidos pelo

software Image-Pro Plus versao 4.5.0.29. (Lima et.al, 2023).

4.8 ANALISE ESTATISTICA

Inicialmente, a distribuicdo e a normalidade dos dados foram avaliadas pelo
teste de Shapiro-Wilk. Os dados foram tabulados e analisados mediante analise de
variancia (ANOVA) “one way” e pos-teste de Tukey, com nivel de significancia
estatistica de 5% (p<0.05) de modo a estabelecer as diferengas encontradas entre os
grupos experimentais. Todos os dados foram analisados utilizando o programa
GraphPad Prism® verséao 8.0.2.
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Figura 7: Esquema metodoldgico.
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Fonte: Autor usando BioRender (2024).

5 RESULTADOS

5.1 AVALIACAO MACROSCOPICA

O grupo basal apresentou aspecto macroscépico normal, caracterizado pelo
aspecto claro do 6rgao associado a manutengao da estrutura da pleura com auséncia
de irregularidades no parénquima e fissuras interlobulares integras (Figura 8A). Ja o
grupo LPA apresentou aspecto edemaciado e regides enegrecidas difusas, sendo de

maior intensidade nos Iébulos direitos, evidenciado pelo circulo vermelho (Figura 8B).

O grupo LPA + Musa apresentou uma diminuicdo acentuada nas lesbes
enegrecidas encontradas no grupo LPA, havendo a presenca de regiao enegrecida
focal na base pulmonar, evidenciado pelo circulo vermelho (Figura 8C), e 0 mesmo

ocorre com o grupo LPA + dexa, evidenciado pelo circulo vermelho (Figura 8D).

A histomorfometria das areas enegrecidas pulmonares evidenciou que o extrato
hidroalcéolico de Musa paradisiaca Linnaeus (100mg/kg) por gavagem oral 1, 24 e 48
horas apds o desafio com LPS, foi capaz de reduzir a area enegrecida, limitando-a a
uma pequena porgdo da base pulmonar. Houve uma reducdo média de

aproximadamente 43,3% na area/pm? das regides enegrecidas no LPA + Musa
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comparado ao grupo LPA. No grupo LPA + Dexa, a redugéo foi de aproximadamente
70,5% na area/pym? das regides enegrecidas em comparagéo com o LPA. Os grupos
LPA + Musa e LPA + Dexa apresentaram diferenga estatistica significativa (P<0,05)

em relagao ao grupo LPA (Grafico 1).

Figura 8. Macroscopia pulmonar dos grupos experimentais

Macroscopia pulmonar dos grupos experimentais evidenciando que o tratamento com Musa paradisiaca
Linnaeus promove a diminuicdo das areas de lesdes macroscopicas pulmonares em camundongos
acometidos pela LPA. Legenda: A: Basal. B: LPA. C: LPA + Musa. D: LPA + Dexa.



Grafico 1. Histomorfometria das areas enegrecidas nos lobulos pulmonares
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Os dados sao apresentados como média + DP e analisados mediante andlise de variancia (ANOVA)

“one way” e pés-teste de Tukey. Diferengas estatisticas significativas entre os grupos experimentais

(p<0.05). (n = 5 por grupo).
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5.2 AVALIACAO MICROSCOPICA

5.2.1 Coloragao por Hematoxilina-eosina

A avaliagdo por microscopia de luz realizada nos cortes histolégicos dos
pulmdes corados com hematoxilina e eosina (HE) em objetiva de 10x (Figura 9)
evidenciou que os animais do grupo basal apresentaram a arquitetura pulmonar
normal, arvore bronquica e alveolar sem alteragdo de celularidade ou estroma,
evidenciando espacos alveolares livres e abertos (Figura 9A). No grupo LPA, houve a
perda da arquitetura do parénquima pulmonar, caracterizado pela exsudacgao celular
(seta vermelha), além de exsudacao plasmatica difusa (seta azul) (Figura 9B). No
grupo LPA + Musa houve a reestruturagdo do parénquima pulmonar, onde
observamos espacos alveolares maiores (seta preta) (Figura 9C). No grupo LPA +
dexa da mesma forma que o grupo LPA + Musa, houve a reestruturagdo do
parénquima pulmonar, porém, com menores espagos alveolares quando comparado

ao grupo LPA + Musa (seta preta) (Figura 9D).

A histomoformetria do parénquima pulmonar evidenciou que o extrato
hidroalcoolico de Musa paradisiaca Linnaeus (100mg/kg) por gavagem oral 1, 24 e 48
horas apo6s o desafio com LPS, foi capaz de aumentar os espacos alveolares porque
houve a reducdo da migracdo de neutréfilos. Houve um aumento médio de
aproximadamente 734,4% na area/uym? dos espacgos alveolares no grupo de LPA +
Musa em comparagao com o grupo LPA. O grupo LPA + Dexa apresentou um aumento
na area/um? das aberturas alveolares de aproximadamente 494% em relacdo ao
grupo LPA. Os grupos LPA + Musa e LPA + Dexa apresentaram diferenga estatistica

significativa (P<0,05) em relagao ao grupo LPA (Grafico 2).
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Figura 9. Cortes histoldgicos de pulmdes dos grupos experimentais quanto a abertura alveolar

Cortes histoldgicos de pulmdes dos grupos experimentais corados com HE (10x) (A-D), evidenciando que o tratamento com Musa paradisiaca L. promove o

aumento da abertura alveolar em camundongos acometidos pela LPA. Legenda: A: Basal. B: LPA. C: LPA + Musa. D: LPA + Dexa.
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Grafico 2. Histomorfometria dos cortes histolégicos de pulmdo quanto a abertura

alveolar
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Os dados sao apresentados como médiatDP e analisados mediante andlise de variancia (ANOVA)
“one way” e pés-teste de Tukey. Diferencas estatisticas significativas entre os grupos experimentais

(p<0.05). (n = 5 por grupo).

Em detalhes, observa-se que os espacos alveolares estavam fechados devido
a migragao neutrofilica, onde o neutrdfilo € caracterizado pelo nucleo polilobulado e
citoplasma pouco corado.

A avaliacdo por microscopia de luz realizada nos cortes histolégicos dos
pulmdes corados com hematoxilina e eosina (HE) em objetiva de 40x (Figura 10),
evidenciou o grupo controle apresentando espagos alveolares livres e abertos (Figura
10A). O grupo LPA apresentou espacgos alveolares preenchidos por neutrdéfilos (seta
vermelha) (Figura 10B). O grupo LPA + Musa apresentou maior abertura alveolar e
menor migragao de neutréfilos quando comparado ao grupo LPA (seta preta) (Figura
10C). O grupo LPA + Dexa também apresentou menor congestao alveolar quando

comparado ao grupo LPA (seta preta) (Figura 10D).
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A analise histomorfométrica confirmou a redugao no infiltrado de neutréfilos
com o tratamento com Musa paradisiaca L., evidenciando uma redugcdao média de
aproximadamente 27,9% na area/pum? da infiltracdo neutrofilica no grupo LPA + Musa
em comparagao com o grupo LPA. No grupo LPA + Dexa, houve uma redugao de
aproximadamente 38,9% na area/um? da infiltragdo de neutréfilos em comparagao
com o grupo LPA. Os grupos LPA + Musa e LPA + Dexa apresentaram diferenga

estatistica significativa (P<0,05) em relagédo ao grupo LPA (Grafico 3).
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Figura 10. Cortes histologicos de pulmdes dos grupos experimentais quanto ao infiltrado neutrofilico.

Cortes histoldgicos de pulmdes dos grupos experimentais corados com HE (40x) (A-D), evidenciando que o tratamento com Musa paradisiaca Linnaeus
promove a reducdo da migragao neutrofilica em camundongos acometidos pela LPA.Sendo este achado confirmado pela histomorfometria do parénquima
pulmonar (Grafico 3). Legenda: A: Basal. B: LPA. C: LPA + Musa. D: LPA + Dexa.
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Grafico 3. Histomorfometria dos cortes histologicos de pulm&o quanto a migragéo

neutrofilica
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Os dados sao apresentados como médiatDP e analisados mediante analise de variancia (ANOVA)
“one way” e pos-teste de Tukey. Diferengas estatisticas significativas entre os grupos experimentais

(p<0.05). (n = 5 por grupo).
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5.2.2 Coloragao por Tricromico de Masson

Para avaliar a deposigéao de matriz extracelular (MEC), em especial a deposigao
de fibras colagenas por ser o principal componente da MEC, foi empregada a
coloragéo de Tricromico de Masson e analise histomorfométrica de todos os grupos
experimentais (Figura 11), as fibras sdo evidenciadas em tons de azul devido ao azul
de anilina. Realizamos estas analises para identificarmos a presenca de processo
cicatricial.

O grupo basal apresentou pouca deposi¢cao de matriz extracelular de aspecto
homogéneo e distribuigao difusa (Figura 11A). O grupo LPA apresentou coloragao pelo
Tricrdbmico de Masson aspecto heterogéneo e distribuigao difusa (Figura 11B). O grupo
LPA + Musa apresentou aspecto semelhante ao grupo basal (Figura 11C). O grupo
LPA + dexa apresentou aspecto semelhante ao grupo LPA (Figura 11D). Os locais de
deposig¢ao foram evidenciados pelo asterisco (*).

De modo a quantificar esta deposicao, foi realizada a histomorfometria do
parénquima pulmonar onde identificamos que o extrato de Musa paradisiaca Linnaeus
reduziu significativamente a deposicdo, assemelhando-se estatisticamente ao grupo
basal. Especificamente, houve uma redugdo média de aproximadamente 90,2% na
densidade de pixels/um? no LPA + Musa em comparagao com o grupo LPA. O grupo
LPA + Dexa reduziu a densidade de pixels/um? em aproximadamente 74,9% em
comparacao com o grupo LPA. Os grupos LPA + Musa e LPA + Dexa apresentaram

diferencga estatistica significativa (P<0,05) em relagdo ao grupo LPA (Gréfico 4).
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Figura 11. Cortes histolégicos de pulmdes dos grupos experimentais quanto a deposi¢céo da matriz extracelular

Cortes histolégicos de pulmbes dos grupos experimentais corados com Tricrémico de Masson (40x) (A-D), evidenciando que o tratamento com Musa
paradisiaca Linnaeus promove a diminuigdo da deposi¢gdo de matriz extracelular em camundongos acometidos pela LPA, evitando a fibrose pulmonar. Sendo

este achado confirmado pela histomorfometria do parénquima pulmonar (Grafico 4). Legenda: A: Basal. B: LPA. C: LPA + Musa. D: LPA + Dexa.
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Grafico 4. Histomorfometria dos cortes histolégicos de pulmao quanto a deposigao de

matriz extracelular
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Os dados sdo apresentados como médiatDP e analisados mediante analise de varidncia (ANOVA)
“one way” e pos-teste de Tukey. Diferengas estatisticas significativas entre os grupos experimentais

(p<0.05). (n = 5 por grupo).
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5.3 AVALIACAO IMUNO-HISTOQUIMICA

5.3.1 Avaliagao Imuno-histoquimica para NF-kB

De modo a identificar a ativagao de uma das principais proteinas produtoras de
citocinas nos processos inflamatoérios agudos, realizamos a imuno-histoquimica para
avaliagao do NF-kB.

Os resultados mostraram que todos os grupos experimentais apresentaram
marcacdo marrom-acastanhada confirmando a positividade da reagcdo imuno-
histoquimica contra o NF-kB, conforme evidenciado pelas setas verdes (Figura 12).

O grupo basal apresentou marcacado de maneira difusa, mas bastante discreta
nas regides de arvore alveolar, como bronquiolos (Figura 12A). O grupo LPA
apresentou marcagao difusa no parénquima pulmonar e bastante acentuada
principalmente no infiltrado inflamatério neutrofilico (Figura 12B). O grupo LPA + Musa
apresentou marcagao difusa no parénquima e infiltrado inflamatério, porém menos
intensa visivelmente em comparagéo com o grupo LPA (Figura 12C). O grupo LPA +
dexa apresentou marcacao difusa e discreta no parénquima pulmonar e infiltrado
inflamatério (Figura 12D).

De modo a quantificar esta marcagao, foi realizada a histomorfometria do
parénquima pulmonar onde identificamos que o extrato de Musa paradisiaca Linnaeus
reduziu a densidade de pixels/um? em aproximadamente 51,1% em comparagdo com
o grupo LPA. O tratamento com dexametasona reduziu a densidade de pixels/um? em
aproximadamente 65,6% em comparagado com o grupo LPA. Os grupos LPA + Musa
e LPA + Dexa apresentaram diferenga estatistica significativa (P<0,05) em relacao ao
grupo LPA (Grafico 5).
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Figura 12. Cortes histologicos de pulmdes dos grupos experimentais em reacado imuno-histoquimica contra NF-kB.
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Cortes histologicos de pulmdes dos grupos experimentais em reagdo imuno-histoquimica contra NF-kB contra coradas em Hematoxilina (40x) (A-D),
evidenciando que o tratamento com Musa paradisiaca Linnaeus promove a diminuicdo da expressdo de NF-kB em camundongos acometidos pela LPA,
reduzindo a expressao de genes que codificam citocinas pro-inflamatérias. Sendo este achado confirmado pela histomorfometria do parénquima pulmonar
(Gréfico 5). Legenda: A: Basal. B: LPA. C: LPA + Musa. D: LPA + Dexa.
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Grafico 5. Histomorfometria de cortes histolégicos de pulmbes dos grupos

experimentais em reagao imuno-histoquimica contra NF-kB.
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Os dados sdo apresentados como médiatDP e analisados mediante analise de varidncia (ANOVA)
“one way” e pos-teste de Tukey. Diferencas estatisticas significativas entre os grupos experimentais

(p<0.05). (n = 5 por grupo).
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5.3.2 Avaliacao Imuno-histoquimica para TNF-a

De modo a identificar se os produtos da ativacdo do NF-kB também foram
reduzdos, realizamos a analise imuno-histoquimica contra o TNF-a. Todos os grupos
experimentais apresentaram marcagdo marrom-acastanhada confirmando a
positividade da reagao imuno-histoquimica contra o TNF-a, conforme evidenciado
pelas setas amarelas (Figura 13).

O grupo basal apresentou marcacao difusa, mas extremamente discreta nos
bronquiolos (Figura 13A). O grupo LPA apresentou marcacgéo difusa e intensa nas
regides alveolares (Fig. 13 B). O grupo LPA + Musa apresentou marcacgao difusa de
baixa intensidade, com regides focais de maior intensidade em areas de infiltrado
inflamatoério e menos intensas quando comparadas ao grupo LPA (Figura 13C). O
grupo LPA + dexa apresentou marcagao difusa, mas discreta nas regides alveolares
(Figura 13D).

De modo a quantificar esta marcacgao, foi realizada a histomorfometria do
parénquima pulmonar onde identificamos que o extrato de Musa reduziu a densidade
de pixels/um? em aproximadamente 63,4% em comparagdo com o grupo LPA. O
tratamento com dexametasona reduziu a densidade de pixels/um? em
aproximadamente 85,9% em comparagao com o grupo LPA. Os grupos LPA + Musa
e LPA + Dexa apresentaram diferenga estatistica significativa (P<0,05) em relagcéo ao
grupo LPA (Grafico 6).
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Figura 13. Cortes histologicos de pulmdes dos grupos experimentais em reacao Imuno-histoquimica contra TNF-a

Cortes histolégicos de pulmbes dos grupos experimentais em reagdo imuno-histoquimica contra TNF-a contra coradas em Hematoxilina (40x) (A-D),
evidenciando que o tratamento com Musa paradisiaca Linnaeus promove a diminuicdo da expressdo de TNF-a em camundongos acometidos pela LPA,
reduzindo um dos principais mediadores da resposta inflamatéria nesta doenga e evidenciando que sua expressao é oriunda da via classica de ativagdo do

NF-kB. Sendo este achado confirmado pela histomorfometria do parénquima pulmonar (Grafico 6). Legenda: A: Basal. B: LPA. C: LPA + Musa. D: LPA + Dexa.
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Grafico 6. Histomorfometria de cortes histolégicos de pulmbes dos grupos

experimentais em reagao Imuno-histoquimica contra TNF-a.
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Os dados sao apresentados como médiatDP e analisados mediante andlise de variancia (ANOVA)
“one way” e pos-teste de Tukey. Diferengas estatisticas significativas entre os grupos experimentais

(p<0.05). (n = 5 por grupo).

5.3.3 Avaliagao Imuno-histoquimica para IL-17

Tendo em vista que o estabelecimento da LPA se da pela presenca dos
neutrofilos oriundos da resposta inflamatdria, avaliamos entao a presenca da citocina
quimioatraente de neutrdfilos, a IL-17. Todos os grupos experimentais apresentaram
marcagcdo marrom-acastanhada confirmando a positividade da reagdo imuno-
histoquimica contra a IL-17, conforme evidenciado pelas setas laranjas (Figura 14).

O grupo basal apresentou marcagao difusa nas regides broquiolares (Figura
14A). O grupo LPA apresentou marcacao difusa e intensa nas regides alveolares

(Figura 14B). O grupo LPA + Musa apresentou marcacéo difusa de baixa intensidade



48

no parénquima pulmonar, com regides focais de maior intensidade em areas de
infiltrado inflamatério, e de menor intensidade quando comparadas ao grupo LPA
(Figura 14C). O grupo LPA + dexa apresentou marcagao difusa, com regides focais
de maior intensidade no parénquima pulmonar (Figura 14D).

De modo a quantificar esta marcagao, foi realizada a histomorfometria do
parénquima pulmonar onde identificamos que o extrato de Musa reduziu a densidade
de pixels/um? em aproximadamente 12,1% em comparagdo com o grupo LPA. O
tratamento com dexametasona reduziu a densidade de pixels/um?* em
aproximadamente 67,0% em comparagao com o grupo LPA. Os grupos LPA + Musa
e LPA + Dexa apresentaram diferenga estatistica significativa (P<0,05) em relagéo ao
grupo LPA (Gréfico 7).



49

Figura 14. Cortes histologicos de pulmdes dos grupos experimentais em reagado Imuno-histoquimica contra IL-17.

Cortes histolégicos de pulmdes dos grupos experimentais em reagdo imuno-histoquimica contra IL-17 contra coradas em Hematoxilina (40x) (A-D),
evidenciando que o tratamento com Musa paradisiaca L. promove a diminuicdo da migracdo de neutrofilos por reduzir os niveis de IL-17 no parénquima

pulmonar. Sendo este achado confirmado pela histomorfometria do parénquima pulmonar (Grafico 7). Legenda: A: Basal. B: LPA. C: LPA + Musa. D: LPA +
Dexa.



Grafico 7. Histomorfometria dos cortes histologicos de pulmdes dos grupos

experimentais em reagao Imuno-histoquimica contra IL-17.
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Os dados sao apresentados como médiatDP e analisados mediante analise de
variancia (ANOVA) “one way” e pos-teste de Tukey. Diferencas estatisticas

significativas entre os grupos experimentais (p<0.05). (n =5 por grupo).

6 DISCUSSAO

Este estudo revelou que o tratamento com o extrato hidroalcoolico de Musa
paradisiaca Linnaeus atenuou a lesdo pulmonar aguda induzida por LPS em
camundongos, e que tal resultado pode ser atribuido a regulacdo negativa do
processo inflamatério mediado por LPS / NF-kB, em especial da IL-17, responsavel
pelo recrutamento de neutrofilos, elemento celular chave na patogénese da LPA.

Mediante ativacdo dos macréfagos alveolares, citocinas pro-inflamatorias e
quimiocinas séo liberadas, havendo entdo o recrutamento de neutrofilos, iniciando o
processo de marginacdo leucocitaria, ocupando a periferia do vaso, seguido dos

processos de captura e rolamento aderidos frouxamente ao endotélio, e quando



ativados, aderem firmemente e pelo processo de diapedese migram para o local de
infeccdo passando entre as células endoteliais para exercer sua funcdo na resposta
inflamatéria (Bernardo et al., 2022; Franco; Reis; Nascimento, 2021).

Entretanto, na LPA induzida por LPS, esta resposta ocorre de maneira
exacerbada, o estresse oxidativo e a inflamacgao perturbam a integridade da barreira
alvéolo-capilar aumentando a permeabilidade vascular, havendo entdo um intenso
influxo neutrofilico e formacao de edema exsudato (Dhlamini et al., 2022).

Em um outro estudo, Liao et al. (2024) visaram explorar os efeitos terapéuticos
de um extrato de bananeira (extraida das folhas, cascas e caules de Musa paradisiaca
Linnaeus) na inflamacgéo pulmonar aguda induzida pela instilacdo intranasal de poli
mimético viral de acido ribonucleico (RNA) em camundongos, e identificaram a
inibicdo do infiltrado inflamatorio, bem como da lesé&o, corroborando com os resultados
do nosso estudo, pois evidenciamos uma diminuigdo no infiltrado neutrofilico e o
aumento dos espacos alveolares.

Em outros modelos de doencas inflamatdrias a Musa paradisiaca Linnaeus
também apresentou efeitos terapéuticos promissores. O extrato metandlico de Musa
nas doses de 200 e 400 mg/kg via oral, reduziram significativamente a inflamacéo de
forma dose dependente em modelos de edema de pata induzido por dextrano e por
carragenina, e edema auricular induzido por xilol (Biswas et al., 2012).

Um interessante relato de caso realizado por Culik (2014), evidenciou que 0
xarope feito utilizando o coracdo da bananeira, € popular e utilizado em varias regides
brasileiras, onde os usuarios utilizam como antitussigeno, e em casos de bronquite,
aliviando rapidamente os sintomas. Além disso, a utilizacdo do xarope por
determinado periodo, faz com que sejam impedidas novas crises de bronquite.

Nos pulmbes, a MEC ¢é secretada pelos fibroblastos e seus principais
componentes sao as fibras colagenas e elasticas, glicoproteinas, proteoglicanos e
metaloproteinases (MMPs), a qual relaciona-se com a resolucdo da resposta
inflamatéria aguda, culminando em cicatrizacédo (Ito et al., 2019).

O colageno é o componente majoritario, e sua quantidade é determinante para
as propriedades mecanicas pulmonares. Os subtipos | e Il constituem principalmente
a estrutura das paredes alveolares, e o subtipo IV constitui as membranas basais (Ito
et al., 2019; Suki; Bates, 2008).

Nos estagios iniciais, ocorre uma deposicdo mais acentuada de fibras



coldgenas subtipo lll, caso ndo haja resolucdo nesta fase, pode evoluir para a
remodelacéao fibrética, onde ocorre a troca do subtipo Il para o I, que € mais rigido,
propiciando transtornos no processo de trocas gasosas e afetando a complacéncia
pulmonar (Ito et al., 2019).

Pacientes sobreviventes da LPA/SDRA tendem a apresentar fibrose pulmonar
cronica, reducdo na funcdo pulmonar e comprometimento da qualidade de vida,
devido ao prejuizo a saude. Além disso, a fibrose é responsavel por altas taxas de
morbimortalidade, estando associada a cerca de 30% das mortes hospitalares. A
fibrose pulmonar é um problema avassalador, que se caracteriza pela inflamacao
intersticial difusa e acumulo excessivo de fibras colagenas, levando ao
remodelamento do parénquima do 6rgdo, por este motivo, deve ser bem
compreendida e sua progressao coibida (Zhang; Fan; Mo, 2018).

Curiosamente, Cheng et al. (2024) revelaram que recentemente foi descoberto
o0 Super Verde (SG), uma substancia hidrossolluvel extraida das folhas, cascas e
caules da Musa paradisiaca Linnaeus, e que parece apresentar efeito antimicrobiano.
Eles avaliaram a substancia na cicatrizacdo de feridas cirurgicas de ratos diabéticos,
e identificaram que houve um efeito benéfico na cicatrizacdo de feridas cutaneas, e
ainda estimou a neovascularizagéo, diminuiu a inflamagé&o por reduzir citocinas como
o TNF-a, e aumentou a formacédo de tecido de granulacdo. A andlise histolégica
utilizando a coloracdo de Tricromico de Masson evidenciou uma significativa
deposicao de colageno, além de aumentar a expresséo génica dos colagenos tipo | e
[ll. Estes resultados chamam a atenc&o, e nos mostram que a depender do modelo
de doenca, a Musa paradisiaca Linnaeus é capaz de aumentar ou diminuir a
deposicao de colageno, onde no nosso estudo a menor deposi¢ao foi encontrada e
benéfica, enquanto no estudo supracitado, o0 aumento promoveu a cicatrizacao
cutanea.

Por este motivo, investigamos se o0 extrato hidroalcodlico das inflorescéncias
de Musa paradisiaca Linnaeus mitigaria a producéao de TNF-a e IL-17 pela regulacéo
negativa da ativacdo do NF-kB. A avaliagdo imuno-histoquimica evidenciou reducéo
significativa da expressao tecidual do NF-kB, assim como no estudo realizado por Liao
et al. (2024), bem como do TNF-a e IL-17 em relagéo ao grupo LPA, indicando a via
de sinalizacéo pelo qual atua.

Um estudo visando avaliar o potencial anti-inflamatorio e antioxidativo da



guercetina em células epiteliais pulmonares, evidenciou que a quercetina reduziu a
translocacdo da fracdo p65 do NF-kB para o nucleo, e consequente diminuicdo de
citocinas pro-inflamatoérias como o TNF-a (Sul; Ra, 2021). A quercetina se trata de um
flavonoide, extratos de Musa paradisiaca Linnaeus apresentam flavonoides em sua
composicdo, corroborando com os efeitos também observados no nosso estudo
(Gadelha et al., 2021).

O Fator de Necrose Tumoral a (TNF-a), inicialmente chamado de caquexina
devido ao seu forte efeito citotoxico em células tumorais, foi descrito pela primeira vez
em 1975. Trata-se de um polipeptideo trimérico, produzido majoritariamente por
monocitos e macrofagos ativados, mas outras células o produzem, como 0s
neutroéfilos, fibroblastos e linfécitos. Esta citocina pode atuar em quase todos 0s
elementos celulares nucleados por meio dos dois receptores de membrana, o receptor
TNF tipo | (p55) e receptor de TNF tipo Il (p75), ou como molécula soluvel (Batista
Junior et al., 2009).

O TNF-a possui um importante papel nos eventos inflamatérios e € amplamente
pesquisado em diversos estudos, pois tende a apresentar niveis aumentados na
LPA/SDRA. Neste contexto, pode causar hipertermia, promocéao da expressao do fator
tecidual nas células endoteliais (potente pré-coagulante), danos as células endoteliais
vasculares, aumento da permeabilidade vascular, além de atuar na retroalimentacéo
positiva do processo inflamatério pela ativacdo do NF-kB (Lin et al., 2018; Voyce,
2015; Wang et al., 2014). Além disso, estudos mostraram que 0 recrutamento de
neutrofilos € extremamente reduzido em camundongos com knockout do receptor de
TNF-a (Correger et al., 2020).

No estudo realizado por Kurnijasanti e Candrarisna (2019) foi avaliado o
potencial do extrato etandlico do caule de Musa paradisiaca Linnaeus na reducéo
TNF-a e outros mediadores inflamatorios no modelo de enterite em ratos. O extrato
apresentou atividade anti-inflamatoria pela reducdo dos mediadores inflamatorios.

Um outro estudo avaliou a atividade anti-inflamatoria do extrato etandlico do
caule da Musa acuminata Stem, que contém polifendis, em um modelo de ferida da
mucosa oral. Como resultados obtiveram a redugao da positividade do NF-kB e TNF-
a pela imuno-histoquimica no grupo tratado com o extrato 50% em comparag¢ao com
0 grupo controle (que foi lesionado e nao foi tratado) (Apriasari et al., 2020).

A IL-17 é produzida pelas células T helper 17 (Th17), uma subpopulacéo de



células T CD4+ é descrita como uma citocina que desempenha uma importante funcéo
na defesa do hospedeiro contra microrganismos, a exemplo do estafilococo (Ding et
al., 2017). No entanto, no contexto da LPA, a IL-17 exerce protagonismo, porque esta
essencialmente ligada a quimiotaxia, maturacéo e proliferacdo de neutrofilos. Embora
nao ative acentuadamente o NF-kB, atua em sinergismo com o TNF-a e outras
citocinas garantindo a manutencéo da inflamacéao, ativando o NF-kB (Liu et al., 2022).

Além disso, a via de sinalizacdo da IL-17 causa disfuncdo mitocondrial e
ocasiona a apoptose de pneumacitos tipo Il (Pei et al., 2024). E por este motivo, € um
importante alvo terapéutico neste modelo de doenca.

Ding et al. (2017) objetivaram investigar os efeitos do bloqueio da IL-17 em um
modelo LPA em camundongos, e as analises histolégicas revelaram redugdo nas
alteracdes encontradas ap6s administragcdo de anticorpos bloqueadores da IL-17,
devido a diminuig&do da hemorragia, do edema pulmonar e da infiltragéo de leucdcitos
nos alvéolos no grupo LPA em comparag¢do com o grupo controle.

A superexpressao de IL-17 ou a administracdo de IL-17 pelas vias respiratorias
induzem inflamacdo e graves danos pulmonares, porém animais knockout que
carecem de elementos da sinalizacéo da IL-17 ndo sofrem tais danos (Zhang et al.,
2018).

Um estudo realizado pelo ensaio imunoenzimatico (ELISA), mostrou que houve
uma diminuicdo consideravel de IL-17 no lavado brénquio-alveolar de camundongos
tratados com extrato de Musa paradisiaca em um modelo de inflamacdo pulmonar
aguda (Liao et al., 2024). Tal resultado corrobora com os achados do nosso estudo,
denotando mais uma vez o potencial terapéutico da Musa paradisiaca Linnaeus em
atenuar a LPA, inibindo a via de sinalizacdo da citocina IL-17.

Estudos recentes destacam a atividade biolégica da Musa paradisiaca em
diversos modelos de doencas inflamatdrias, como a lesdo pulmonar aguda, que é o
foco do nosso estudo. Prevenir a progressao do processo inflamatério para a fase de
reparo foi crucial em nosso modelo de doencga, uma vez que o processo fibrético
estabelecido reduz a complacéncia pulmonar e diminui a sobrevivéncia dos individuos
acometidos. A busca por agentes farmacoldgicos capazes de inibir essa progressao é
de grande importancia, e neste contexto, podemos ressaltar o potencial terapéutico

de Musa paradisiaca frente a LPA.



7 CONCLUSAO

. A administracdo do extrato hidroalcoolico de Musa paradisiaca Linnaeus

atenuou a inflamacgéao provocada pelo desafio com LPS em camundongos;

. Foi evidenciada a redugdo da migracdo neutrofilica para o parénquima

pulmonar, o que resultou no aumento dos espacgos alveolares;

. Houve a diminui¢cao da expressao de citocinas pré-inflamatdrias, em especial a

IL-17, protagonista na patogénese da LPA;

. Observou-se também, uma drastica reduc¢ao da deposic¢ao de fibras colagenas,

prevenindo a fibrose pulmonar.

Diante disso, o extrato das inflorescéncias de Musa paradisiaca Linnaeus
apresentou um notavel potencial terapéutico frente a LPA por atuar inibindo a proteina

NF-kB, além dos produtos oriundos de sua ativagao, como o TNF-ae a IL- 17.
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