UFERSA

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO
SEMI-ARIDO PRO-REITORIA DE GRADUACAO
DEPARTAMENTO DE BIOCIENCIAS
CURSO DE BIOTECNOLOGIA

JULIANNY ALMEIDA JALES

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E ANTI-INFLAMATORIA DO
EXTRATO HIDROALCOOLICO DA SEMENTE DE ABOBORA (Cucurbita maxima )
E DA CUCURBITACINA E EM NEUTROFILOS HUMANOS

MOSSORO
2025



JULIANNY ALMEIDA JALES

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E ANTI-INFLAMATORIA DO
EXTRATO HIDROALCOOLICO DA SEMENTE DE ABOBORA (Cucurbita maxima)
E DA CUCURBITACINA E EM NEUTROFILOS HUMANOS

Monografia apresentada a Universidade
Federal Rural do Semi-Arido como requisito
para obtencdo do titulo de Bacharel em
Biotecnologia.

Orientador: Profa. Dra. Teresinha Silva de
Brito

Co-orientador: Prof. Dr. Micassio Fernandes
de Andrade

MOSSORO
2025



©Todos os direitos estdo reservados a Universidade Federal Rural do Semi-Arido.O contetido
desta obra ¢ de inteira responsabilidade do (a) autor (a), sendo o mesmo, passivel de sangdes
administrativas ou penais, caso sejam infringidas as leis que regulamentam a Propriedade
Intelectual, respectivamente, Patentes: Lei n® 9.279/1996, e Direitos Autorais: Lei n°
9.610/1998. O conteudo desta obra tornar-se-4 de dominio publico apés a data de defesa e
homologacao da sua respectiva ata, exceto as pesquisas que estejam vinculas ao processo de
patenteamento. Esta investigacdo serd base literaria para novas pesquisas, desde que a obra e
seu (a) respectivo (a) autor (a) seja devidamente citado e mencionado os seus créditos

bibliograficos.

Dados Internacionais de Catalogagdo na Publicagdo (CIP)

Biblioteca Central Orlando Teixeira (BCOT)
Setor de Informagao e Referéncia (SIR)

Jales, Julianny.

AVALTACEAD DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E ANTI-
NFLAMATORIA DO EXTRATO HIDROALCOOLICO DA SEMENTE
DE ABOBORA (Cucurbita maxima) E DA CUCURBITACINA E

EM NEUTROFILOS HUMANCS / Julianny Jales. — 2025,

55 f£. @ il.

Orientadora: Teresinha De Brito.

Coorientador: Micassio De Andrade.

Monografia (graduacdo) - Universidade Fedaral
Rural do Semi-arido, Curse de& Biotecnologia,
2025.

1. Fitoterapia. 2. Triterpeno. 3. Glabuleos
brancos. 4. Espécies reativas de oxigénio. 5.
Fumaca de cigarro. I. De Brito, Teresinha, orient.
II. De Andrade, Micassio, co—orient. III. Titulo.

Ficha catalografica elaborada por sistema gerador automatico em conformidade com AACR2 e os dados fornecidos

pelo autor(a).

Biblioteca Campus Mossoré / Setor de Informagéo e Referéncia

Bibliotecaria: Keina Cristina Santos Sousa e Silva
CRB: 15/120



JULIANNY ALMEIDA JALES

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E ANTI-INFLAMATORIA DO
EXTRATO HIDROALCOOLICO DA SEMENTE DE ABOBORA (Cucurbita maxima)
E DA CUCURBITACINA E EM NEUTROFILOS HUMANOS

Monografia apresentada a Universidade
Federal Rural do Semi-Arido como requisito
para obtencdo do titulo de Bacharel em
Biotecnologia.

Defendida em: 17/ 07/ 2025.

BANCA EXAMINADORA

Profa. Dra. Teresinha Silva de Brito (UFERSA)
Presidente

Profa. Dra. Ana Carla Diogenes Suassuna Bezerra (UFERSA)
Membro Examinador

Prof. Dr. Francisco Silvestre Brilhante Bezerra (UFERSA)
Membro Examinador



Gostaria de dedicar este trabalho a minha avo
Marlene Jales da Silva, que foi uma pessoa
importante em minha vida ao me ensinar ser
uma pessoa esforcada e infelizmente foi uma
vitima do cancer de pancreas (In Memoriam).



AGRADECIMENTOS

Acredito que sempre fui uma crianga muito curiosa e cheia de perguntas para entender
o motivo de como tudo realmente €, aquela crianca que sonhava e imaginava muito alto, entdo
meu primeiro agradecimento serd destinada a minha pequena versdo sonhadora e curiosa que
me moldou para ser quem eu sou hoje, a responsavel por me tornar a pesquisadora que sou
hoje e eu sei que teria muito orgulho da minha atual versao. Esta mesma crianga me levara
mais longe do que eu possa imaginar, entdo terd meus eternos agradecimentos.

Agradego a minha familia por todo o apoio, suporte e conselhos durante essa jornada,
principalmente minha mae, Maria Joelma Almeida da Silva Jales, meu pai, Ubirata Jales da
Silva, minha irma, Ana Julia Almeida Jales, e ao meu irmaozinho, Jodo Lucas Almeida Jales.
Todos estiveram comigo desde o comego da graduacdo até o fim e sempre prestaram apoio
aos meus objetivos e metas, além de comemorar minhas vitérias, como menc¢ao honrosa no
XXX SEMIC, o prémio de Empresaria Jinior do ano de 2022 e meus proximos passos como
pesquisadora. Infelizmente, eu nao digo com frequéncia o quanto sou grata € os aprecio
profundamente, mesmo diante das dificuldades, mas reconhego o qudo longe eu fui por causa
deles.

Agradeco a EMBASA, empresa junior de Biotecnologia, por ter me aceito como
membro em 2021 e ter me tornado a presidente em 2022. Acredito que minha jornada na
empresa junior me ajudou totalmente a evoluir como profissional diante a Biotecnologia e ao
mercado de trabalho, assim como evolui completamente em ambito pessoal. Atualmente, sou
extremamente grata a formagao e evolucdo que tive diante das experiéncias que a EMBASA
me proporcionou, irei levar todos que estiveram presentes nessa trajetoria e todas lembrancgas
com muito carinho.

Agradego aos meus professores que se fizeram presentes durante minha formagao,
aqueles que me inspiraram, me ensinaram, me aconselharam e me marcaram durante todos
esses cincos anos de graduacdo. Todos fizeram parte do diferencial de me apaixonar
completamente pela Biotecnologia, quando eu ndo tinha expectativa no inicio, e que todos me
influenciaram a chegar no ponto em que estou. Especialmente, os professores Dra.
Alexsandra Fernandes Pereira, Dra. Ana Carla Diogenes Suassuna Bezerra, Dra. Cibele dos
Santos Borges, Dr. Francisco Silvestre Brilhante Bezerra e Dr. Livio Carvalho de Figueiredo.

Agradeco ao laboratorio Morfofisiofarmacologia por todos os conhecimentos,
experiéncias, oportunidades e conselhos que me fizeram crescer como pesquisadora. Todos os

membros do laboratorio contribuiram para minha evolugdo, comegando pelos professores Dr.



Emanuel Kennedy Feitosa Lima, Dr. Flavio Santos da Silva, Dr. Micassio Fernandes de
Andrade e Dra. Teresinha de Silva Brito. Agradeco aos pos-graduandos que me ensinaram e
me acompanharam durante toda a jornada académica no laboratorio, todos os conselhos e
conversas foram fundamentais para meu desenvolvimento como pesquisadora e sou
extremamente grata a todos. Agradeco também aos alunos de iniciagdo cientifica e estagiarios
do laboratorio, agradego pelos momentos de risada, de descontragdo, de leveza e pela amizade
com todos.

Agradeco especialmente meus queridos pos-graduandos que me acompanharam tao de
perto e se tornaram pessoas fundamentais, especiais, importantes e grandes amigos durante
essa jornada. Agradego a Amanda Estevam Carvalho, minha querida doutoranda, por ter
ficado até tarde comigo no laboratorio em todas as analises, por ter me aconselhado, por ter
me ensinado, pela paciéncia, por ter me feito me apaixonar mais pela drea da imunologia e os
interessantes neutrofilos, pelas risadas e apoio. Agradeco também a Dra. Valéria Duarte de
Almeida por ter me ensinado, por ter me aconselhado, por ter me apoiado, por sempre estar ao
meu lado e desejando o melhor para mim.

Agradeco com muito carinho e extrema gratidio ao meu mestrando Antoniel de
Oliveira Soares, por ter me aconselhado, por sua companhia, por sua compreensdo, pela
paciéncia, pelas risadas, pelo apoio, pela sinceridade, pelo esforgo, pelo cuidado e carinho
comigo durante toda esta jornada no nosso querido projeto. Agradego imensamente por nao s
ter sido um grande exemplo de pds-graduando para mim, mas sim por ter se tornado um
grande amigo no meio da loucura dos experimentos, mesmo diante dos dias em que ndo dava
certo, mesmo diante das dificuldades do projeto. Agradeco Antoniel por ter me apoiado de
inicio ao fim em todas as oportunidades, agradeco pelos abragos nos dias dificeis e eu tenho
certeza que o levarei em meu coracdo com muita gratidao e amor. Muito obrigada, Antoniel,
sem vocé ndo seria a mesma leveza, a mesma paixao e a mesma vontade de fazer pesquisa.

Agradeco a minha orientadora Dra. Teresinha de Silva Brito por ter aceito me orientar
desde 2023, em todos esses dois anos agradego pela paciéncia, pelos ensinamentos, pelos
conselhos, pelas oportunidades, pela confianga e conversas que moldaram a pesquisadora que
sou e serei. Deixo aqui meus sinceros agradecimentos por todos os momentos, por ter sido
aquela que me fez ter a certeza que Farmacologia era meu lugar e que irei levar para toda a
vida.

Agradeco ao meu co-orientador Dr. Micassio Fernandes de Andrade pela paciéncia,
pelos ensinamentos, pelos conselhos, pela confianga e por ter inspirado minha trajetdria para

o mestrado. Sou eternamente grata ao senhor por me apoiar, por me apaixonar completamente



pela imunologia e os neutréfilos, por toda a confianga para que me tornasse independente nos
experimentos. Obrigada por tudo, meus orientadores.

Finalizando os agradecimentos relacionados ao projeto e ao laboratorio, agradeco ao
Laboratorio de Bioquimica e Biologia Molecular da Faculdade de Ciéncias da Saude (UERN)
por ter me recebido de bragos abertos, pela confianca e pelos bons momentos durante todos os
dias em que passava horas realizando os experimentos que concluiram meu Trabalho de
Conclusdao de Curso. Obrigada a todos os professores, técnicos, pds-graduandos e alunos
vinculados ao laboratorio.

Agradeco a banca examinadora por toda a disponibilidade, conselhos, correcdes,
elogios e apoio, pois sempre foi um desejo meu que a minha banca fosse composta por
profissionais que eu admirasse € me incentivaram. Agradego aos professores Dra. Ana Carla
Diogenes Suassuna Bezerra e Dr. Francisco Silvestre Brilhante Bezerra por todo suporte
desde o inicio.

Agradeco aos meus amigos Arthur Mousinho de Andrade Verissimo, Antonia Beatriz
Mendonca Pereira, Caio César Aratjo dos Santos ¢ Yasmin Kawanny da Silva Carneiro por
terem tornado a jornada académica mais leve, engracada e repleta de bons momentos mesmo
diante da loucura que ¢ a graduacdo. Agradeco especialmente Caio César Aratjo dos Santos
por todo suporte, por todos os conselhos, por todas as conversas, por ter me ouvido nos piores
momentos, por me ajudar em todas as oportunidades, pela companhia e compreensao em
todos os momentos, sou muito grata por té-lo conhecido durante a graduacdo e pela nossa
amizade, irei leva-la para a vida com muito carinho.

Agradeco imensamente e carinhosamente a Jullio César Cavalcante por ter sido tdo
importante, essencial, acolhedor, amigo, companheiro, apoiador, amoroso e insubstituivel
nessa jornada final para mim. Agradeco por todos esses anos em que esteve comigo, me
apoiando e cuidando de mim mesmo de longe, mas de uma maneira tdo unica e aconchegante
que quero te levar para toda a vida ao meu lado. Muito obrigada por todo seu amor, cuidado,
compreensdo, sinceridade, conselhos, apoio nos piores ¢ melhores momentos, esforco,
risadas, leveza, diversao, carinho e aconchego nos momentos em que mais precisei. Desejo
estar da mesma forma, sendo reciproca em cada minimo detalhe, muito obrigada por tudo.

Agradeco também a todos os voluntarios que cederam sangue durante todo o projeto,
pois sem eles ndo teria sido possivel realizar os experimentos e obter os resultados que me
trouxeram até aqui.

Por fim, agradego a Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA) por ter

sido como uma casa durante todos esses cinco anos, por todas as oportunidades que



proporcionou, por todas as vitorias conquistadas e por todos os conhecimentos que carregarei
para o resto da minha vida. Agrade¢co imensamente a UFERSA por me proporcionar a
oportunidade de conhecer todos os meus professores, meus orientadores, meus colegas de
curso, meus amigos da graduacdo, meus queridos pds-graduandos, meu laboratério
Morfofisiofarmacologia e por ter me feito a profissional que sou hoje.

Obrigada a todos, serdo levados e lembrados com muito carinho.



O que realmente importa ¢ o que vocé pensa
de si mesmo. Se quer realmente algo ou
alguém que realmente quer ser, o Unico que

pode te atrapalhar é vocé mesmo.

Principe Arthur, Shrek Terceiro



RESUMO

A inalacdao da fumaca de cigarro pode causar um processo oxidativo e inflamatorio no
organismo humano, ocasionando uma resposta do sistema imunoldgico em conjunto com
diversos danos. Os neutrofilos sdo células importantes e relevantes para a defesa primaria do
organismo, sendo capazes de formar Armadilhas Extracelulares de Neutrofilos (NETs) e de
produzir espécies reativas de oxigénio (ROS), agravando os danos causados pela fumaga de
cigarro. Cucurbita maxima Duchesne, conhecida como abdbora, ¢ usada como fonte
alimentar, mas possui importdncia na medicina tradicional como planta medicinal por
apresentar bioativos naturais, como os triterpenos, especificamente a Cucurbitacina E. As
sementes apresentam potencial farmacoldgico, sendo descritos seus efeitos antimicrobiano,
anti-inflamatorio, antioxidante e analgésico. O objetivo do trabalho foi investigar a atividade
antioxidante e anti-inflamatoria do extrato hidroalcoolico das sementes de C. maxima e o
composto Cucurbitacina E em neutr6filos humanos. Foi utilizado cultivar comercial de C.
maxima para obtencdo do extrato hidroalcodlico. Os neutréfilos foram coletados de
individuos saudaveis (ndo fumantes). Foram realizadas analises de citotoxicidade por meio de
citometria de fluxo, mensuracdo de produ¢dao de ROS por citometria de fluxo, mensuragdo de
producdo de NETs, assim formando os seguintes grupos experimentais: Controle Negativo
(CN), Controle Positivo (CP), Extrato da Fumaca de Cigarro (CSE: 3, 5 e 10 %), Extrato das
Sementes de Abobora (ESA: 0,01, 0,1 e 1 mg/mL), Cucurbitacina E (CuE: 1, 3 e 30 uM). O
ESA promoveu uma viabilidade celular acima de 90 % nas concentracdes avaliadas,
induzindo baixa porcentagem de morte celular (apoptose e necrose). O grupo CSE 10 %
apresentou uma alta taxa de morte celular (90 %). O ESA, nas concentracdes de 0,5 mg/mL e
1 mg/mL, foi capaz de inibir a produgdo de ROS em neutréfilos apos estimulo com PMA (p <
0,05), demonstrando que as maiores concentragdes avaliadas do ESA promoveram uma
atividade antioxidante enquanto que CuE ndo apresentou atividade antioxidante em nenhuma
das concentragdes avaliadas ao ndo inibir significativamente a produgdo de ROS, assim como
ndo comprovou uma atividade anti-inflamatéria ao nao reduzir significativamente a producao
de NETs. O ESA ndo promove toxicidade em neutr6filos humanos nas concentragdes
avaliadas e proporciona um potencial antioxidante, contudo a CuE ndo apresenta potencial

antioxidante e anti-inflamatoria em neutrofilos humanos.

Palavras-chave: fitoterapia, triterpeno, globulos brancos, espécies reativas de oxigénio, fumaca

de cigarro.



ABSTRACT

Inhalation of cigarette smoke can trigger oxidative and inflammatory processes in the
human body, resulting in an immune system response alongside various types of damage.
Neutrophils are important cells in the body’s primary defense, capable of forming Neutrophil
Extracellular Traps (NETs) and producing reactive oxygen species (ROS), which worsen the
damage caused by cigarette smoke. Cucurbita maxima Duchesne, commonly known as
pumpkin, is widely used as a food source but also holds significance in traditional medicine
due to its natural bioactive compounds, such as triterpenes—specifically Cucurbitacin E. Its
seeds have pharmacological potential, with reported antimicrobial, anti-inflammatory,
antioxidant, and analgesic effects. This study aimed to investigate the antioxidant and
anti-inflammatory activity of the hydroalcoholic extract of C. maxima seeds and the
compound Cucurbitacin E on human neutrophils. A commercial cultivar of C. maxima was
used to obtain the hydroalcoholic extract. Neutrophils were collected from healthy
(non-smoking) individuals. Cytotoxicity was analyzed using flow cytometry, along with ROS
production measurement by flow cytometry and NETs production assessment. The following
experimental groups were established: Negative Control (NC), Positive Control (PC),
Cigarette Smoke Extract (CSE: 3, 5, and 10%), Pumpkin Seed Extract (PSE: 0.01, 0.1, and 1
mg/mL), and Cucurbitacin E (CuE: 1, 3, and 30 uM). The PSE promoted cell viability above
90% at all tested concentrations, inducing a low percentage of cell death (apoptosis and
necrosis). The 10% CSE group showed a high rate of cell death (90%). PSE at concentrations
of 0.5 mg/mL and 1 mg/mL inhibited ROS production in neutrophils after PMA stimulation
(p < 0.05), demonstrating antioxidant activity at the highest concentrations tested. In contrast,
CuE did not show antioxidant activity at any of the tested concentrations, as it did not
significantly inhibit ROS production. It also did not exhibit anti-inflammatory activity, as it
failed to significantly reduce NETs formation. PSE was not toxic to human neutrophils at the
evaluated concentrations and demonstrated antioxidant potential, whereas CuE did not show

antioxidant or anti-inflammatory potential in human neutrophils.

Keywords: Phytotherapy, triterpene, white blood cells, reactive oxygen species, cigarette smoke.
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1. INTRODUCAO

De acordo com a Organiza¢do Pan-Americana da Saude (OPAS, 2019), o tabagismo ¢
uma das principais causa de morte, doenga e empobrecimento, sendo um dos maiores perigos
e desafios de saude publica em escala mundial, pois causa cerca de 8 milhdes de mortes por
ano, sendo aproximadamente de 7 milhdes por fumo direto e mais de 1,2 milhdes indireto. A
fumaca de cigarro, ao entrar em contato com os pulmdes, ocasiona diversos processos de
resposta como inflamacao, estresse oxidativo e danos celulares, sendo a principal causa da
Doencga Pulmonar Obstrutiva Cronica (DPOC) (Silva et al., 2025).

A DPOC esta relacionada com um grupo de doengas respiratorias, que possuem como
caracteristica principal a obstrucdo de vias aéreas, como a bronquite cronica ¢ o enfisema
pulmonar, tendo o tabagismo como principal origem. Atualmente, a DPOC ¢ a terceira maior
causa de morte no mundo, atingindo 100 milhdes de mortes no século XX e tem uma
estimativa de 1 bilhdo de mortes no século XXI, segundo a Organizagdo Mundial da Saude
(OMS, 2020).

A exposi¢ao frequente a fumaga do cigarro ocasiona inflamagdo nos bronquios e
alvéolos, o que acarreta em danos e, como consequéncia, liberacdo de radicais livres, que
oxidam e destroem as estruturas celulares dos pulmoes (Silva et al., 2025). Quanto as vias
aéreas centrais, os fumantes apresentam alteragdes inflamatorias cronicas de maneira
proporcional ao numero de células envolvidas na resposta inflamatéria (Min; Huh; Moon.,
2020).

As células do sistema imunoldgico que estdo atuando diretamente nessa resposta
inflamatoéria, capazes de se infiltrar nos alvéolos para contribuir com a inflamacao apos a
exposi¢ao a fumaca de cigarro sdo os neutrofilos, os macrofagos e os linfocitos (Lee et al.,
2014). Os neutréofilos sdao a principal linha de defesa da resposta inata do sistema
imunoloégico, constituindo entre 40% a 60% da populacdo dos globulos brancos, sendo
ativados através de estimulos por agentes como bactérias ou citocinas € quimiocinas, como
TNF-a, GM-CSF, IL-8 e IFN-y, e entdo encaminhados para o local de infec¢ao ou inflamagao
(Wright et al., 2010).

Existem tratamentos para reducdo da inflamagdo pulmonar e melhorar o fluxo de ar
obstruido nas vias aéreas, porém a maioria deles visa a indu¢do da broncodilatacao e redugao
da sensagdo de falta de ar do paciente (Barnes, 2013; Bonnevie; Elkins, 2020; Onishi, 2017;
Vestbo et al., 2013), contudo nenhum ¢ eficaz para de modular a atividade das células do
sistema imune. Nesse contexto, destaca-se a medicina tradicional com o uso de plantas

medicinais, como a forma mais antiga de tratamento e prevengao de doengas (Yuan et
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al., 2016), além de ser estrategicamente usada no desenvolvimento dos medicamentos
convencionais que sdo, em sua maioria, originados de produtos naturais.

Cucurbita maxima Duchesne, conhecida popularmente como abdbora ou jerimum
caboclo, membro da familia Cucurbitaceae, ¢ amplamente cultivada no mundo inteiro,
principalmente em regides tropicais, com o uso alimentar e medicinal (Wahid; Alqgahtani;
Alan Khan, 2021). As suas sementes sdo ricas em lipidios, proteinas, carboidratos e vitaminas
como metabdlitos primdrios e metabolitos secundarios, como compostos fenolicos,
flavonoides, taninos, saponinas, terpenoides, alcaldides (Caili; Huan; Quanhong, 2006).
Dentre esses compostos, as cucurbitacinas, que sao triterpenoides, possuem maior destaque
devido ao seu potencial farmacoldogico com suas amplas propriedades como agdo
antimicrobiana (Muhammed; Noor Al-Mousawi; Khamis, 2025), anti-inflamatéria (Paul et
al., 2025), antioxidante (Chen, 2012) e anticancerigena (Attard; Martinoli, 2015).

Mais especificamente, a Cucurbitacina E ¢ um composto que apresenta diversas
propriedades farmacoldgicas como acdo antidiabética, antioxidante e anti-inflamatoéria, (Chen
et al., 2015; Paul et al., 2025). Assim, considerando que a fumaga do cigarro ¢ capaz de
induzir estresse oxidativo em células humanas e que as células do sistema imunologico, como
os neutrofilos, utilizam-se do processo de oxidagdo de biomoléculas como mecanismo efetor
para defesa do organismo, propomos investigar a atividade antioxidante e anti-inflamatdria do
extrato hidroalcoolico da semente de abdbora (C. maxima) e do composto Cucurbitacina E em

neutrofilos humanos.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 A fumaga de cigarro e seus efeitos no organismo humano

O tabagismo ¢ um dos fatores que t€ém influenciado diretamente na saude da sociedade
nos ultimos quatro séculos, sendo um hébito vicioso . Ao decorrer dos anos, embora tenha
leve redugdo entre adultos homens, aumentou entre jovens e mulheres, tornando-se um fator
de desenvolvimento de doengas fatais ¢ debilitantes (OPAS, 2024).

O consumo de cigarro ¢ capaz de afetar multiplos sistemas do corpo humano, estando
mais relacionado ao sistema respiratorio, como cancer do pulmdo, enfisema pulmonar,
bronquite cronica e DPOC (Silva et al., 2025). A DPOC tem 90% dos casos associados a
individuos fumantes ou ex-fumantes (Barnes, 2014), pois o ato de fumar ¢ um grande fator de
risco para desenvolver a DPOC, na qual envolve irregularidades das vias aéreas e/ou
alveolares, como bronquite, bronquiolite e/ou enfisema, ocasionando uma obstru¢ao
persistente do fluxo de ar (Celli et al., 2025).

A DPOC pode ser caracterizada por alteracdes patoldgicas nas pequenas vias aéreas
como espessamento da parede das vias aéreas, aumento do estreitamento luminal e destrui¢ao
da insercdo alveolar, o que agrava a obstrucdo das vias aéreas e o enfisema (Higham ef al.,
2025). A dificuldade respiratoria ¢ o sintoma mais caracteristico da DPOC, pois ¢ causada
pelo aumento da resisténcia dessas vias (Higham et al., 2025).

No entanto, o efeito negativo mais preocupante da exposicdo a fumaga de cigarro ¢ a
morte celular por apoptose ou necrose, pois ocorre um aumento exacerbado de estresse
oxidativo, j& que a fumaga de cigarro contém e produz diversas espécies reativas de oxigénio
(ROS) (Ferraro et al., 2023). Além disso, as ROS podem estimular a producao de citocinas
inflamatérias ao aumentar sua transcricdo génica, o que acentua a inflamacdo do sistema
respiratorio (Domej; Oettl; Renner, 2014).

Em estudos experimentais, o método mais utilizado para obtencdo de conhecimento
sobre os danos relacionados ao tabagismo ¢ a forma de extrato de fumaca de cigarro (CSE),
que ¢ um produto obtido através do borbulhamento da fumaca da queima do cigarro por um
veiculo liquido como solugdo salina, utilizado tanto em modelos animais como em meio de
cultura de células (Menezes et al., 2013). O estudo de Congping Li e colaboradores (2023)
demonstrou as implicagdes do uso de extrato de fumaga de cigarro em modelos in vivo em
camundongos e in vitro em células de linhagem A549, que resultou em danos nos tecidos
pulmonares ocasionados pelo estresse oxidativo no modelo in vivo e houve uma redug@o na
viabilidade celular e aumento em ROS produzidas no modelo in vitro (Li C. et al., 2023).

A inducdo do processo inflamatdrio com o uso do extrato da fumaga de cigarro ¢ um
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meio comum para ativar células responsaveis pela resposta inflamatoria, estas células irdo
produzir fatores pro e anti-inflamatorios e estimular a remodelag¢do das vias aéreas, que irdo
induzir células do sistema imunolégico para uma resposta imune como os neutréfilos (Celli et

al., 2025; Higham et al., 2025).
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2.2 Neutrofilos

Quando a resposta imunoldgica ¢ estimulada, os neutrdfilos, células do sistema
imunoldgico inato, atuam como a primeira linha de defesa do organismo, sendo participantes
da populacdo de globulos brancos (Tonello ef al., 2025). Estas células sdo originadas na
medula 6ssea, sendo produzidas e diferenciadas durante o processo de hematopoiese, no qual
todas as células sanguineas, incluindo as do sistema imunoldgico inato, sdo criadas (Amulic et
al., 2012). Aproximadamente 60% dos produtos da hematopoiese sdo dedicados aos
neutréfilos (Mayadas; Cullere; Lowell, 2014).

Estas células possuem um tempo de vida relativamente curto, mas apresentam uma alta
utilidade para diferentes tecidos do corpo humano, assim podendo estender o tempo de vida.
Geralmente, na corrente sanguinea apresentam viabilidade celular de 8 horas a 12 horas,
contudo em tecidos efetivos podem atingir de um dia a dois dias (Elahi, 2022; Dejas ef al.,
2023). Este mecanismo de producdo e rota dos neutrofilos torna a dinamica celular mais
fluida, por isso sua circulagdo pelo organismo ¢ constante e apresenta sucesso para executar
suas fun¢des de acordo com sua morfologia e composi¢ao adequada (Jiang et al., 2023).

Os neutrofilos maduros sdo polimorfonucleares segmentados (Kolaczkowska; Kubes,
2013), este formato contribui para a execucao das suas funcdes celulares, como a fagocitose,
na qual os neutrdfilos apresentam maior espago para comportar os patdgenos no citoplasma
devido ao formato do nucleo, e a diapedese por causa do aumento da motilidade celular para
atravessar os espagos estreitos entre a corrente sanguinea e os tecidos para chegar ao local de
acdo (Keenan et al., 2021).

O citoplasma apresenta granulos, que se formam durante a maturagdo destas células,
sendo classificados em dois tipos principais: os granulos azuréfilos, que possuem atividade
semelhante aos lisossomos, degradando o material fagocitado pelo neutrofilo
(Donis-Maturano et al., 2015); e os granulos especificos que atuam como secretores, pois
realizam a fun¢do inicial durante a resposta inflamatoria (Eipper et al., 2016).

Ambos se diferenciam de acordo com a presenca ou auséncia da mieloperoxidase
(MPO), que esta presente nos granulos azurdfilos enquanto nos especificos se apresenta
ausente, sendo uma enzima importante para os leucocitos, pois participa diretamente da
resposta imune e inflamatoria, j& que produz ROS para a eliminagdo de patdgenos durante a
fagocitose (Semenkova et al., 2023).

A fagocitose ¢ um processo realizado pelos glébulos brancos, que englobam o patdégeno
para que seja degradado no interior do citoplasma da célula (Gordon, 2016). Durante a

fagocitose, os mecanismos de defesa oxidativo e ndo oxidativo sdo ativados como a produgdo
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de ROS como defesa oxidativa e a mobilizacdo dos granulos como defesa ndo oxidativa
(Deleo; Allen, 2020).

A mobilizagdo dos granulos ¢ conhecida como um processo de degranulacdo, no qual
ocorre a producdo ou liberagdo de substancias pro-inflamatdrias que estdo presentes nestes
granulos ap6s uma estimulacdo de receptores presentes na membrana do neutrofilo (Gao et
al., 2022). Durante a ativagdo de mediadores quando os neutréfilos sdo estimulados, como
interleucina-8 (IL-8), lipopolissacarideos e interferon-o com a proteina C5a, acaba
produzindo uma rede de fibras extracelulares que sdo conhecidas como Armadilhas
Extracelulares de Neutrofilos (NETs) (Dinallo et al., 2019; Long et al., 2024).

As NETs s3o compostas pelo DNA dos neutréfilos, histonas e proteinas granulares
antimicrobianas para que se possa capturar bactérias e eliminé-las, pois sdo capazes de se
inserir nos tecidos (Reusch ef al, 2021). Ainda ndo ha respostas sobre os mecanismos
moleculares envolvidos na ativa¢ao e formagao das NETs, porém ¢ bem estabelecido que ha
participagdo de ROS no mecanismo e também do complexo NADPH-oxidase, mostrando a
defesa inflamatodria e oxidativa (Papayannopoulos et al., 2010; Rosazza; Warner; Sollberger,
2021; Kolman et al., 2022).

A geracao de ROS como funcdo de eliminar patogenos presentes no organismo ¢
apresentada como uma explosdo oxidativa apds a fagocitose, que induz um grande consumo
de oxigénio, sendo convertido em radicais de superdxido ao ativar o complexo enzimatico
NADPH oxidase, conhecida também como NOX2 (Winterbourn; Kettle; Hampton, 2016). A
MPO ira gerar outros oxidantes para que possam atuar tanto na resposta imune, como na
inflamatoria e antimicrobiana, o que torna o processo citotoxico para células vizinhas por
causa da alta exposi¢do as ROS, podendo lisar as células proximas (Rayner; Love; Hawkins,
2014).

Ao se tratar de doengas pulmonares cronicas ou de infecgdes bacterianas, ha um
aumento de fluxo de neutroéfilos no tecido durante o influxo pulmonar (Guzik et al., 2011).
Em caso de tabagismo que acarreta em uma condi¢do fisiopatoldgica alterada, como a DPOC,
existe uma relagdo entre o aumento do nimero de neutréfilos, a fungdo pulmonar e o
enfisema (Wang et al., 2021). Essa relacdo pode ser explicada pela alteracdo anormal no
mecanismo de apoptose dos neutréfilos, demonstrando que estas células apresentam maior
duragdo de vida e sofrem necrose, o que pode acabar contribuindo para a inflamacdo
caracteristica da DPOC (Langereis et al., 2010).

O mecanismo inflamatério da DPOC também ¢ caracterizado pela quantidade

exacerbada de ROS produzidas pelos neutréfilos apds serem estimulados, normalmente uma
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pequena quantidade ¢ necessaria para garantir a viabilidade celular, prote¢do e apoptose
celular (Klaunig et al., 2011; Vaguliene et al., 2013). Contudo, as grandes quantidades de
ROS no meio afetam a estrutura do DNA e modulam a expressdo de um gene de estresse, o
que contribui para o estresse oxidativo (Manevski et al., 2022; Wang et al., 2024; Salehi et
al., 2023; Klaunig et al., 2011).

A atividade anormal dos neutréfilos na DPOC também inclui a liberagdo de NETs de
maneira prejudicial, pois elas sdo capazes de ocasionar uma liberagdo explosiva de proteases,
o que acaba agravando a condi¢do da doenca devido ao dano tecidual e mudancas mais
favoraveis para patégenos como bactérias (Keir et al., 2021; Long; Chalmers, 2022). Outras
funcdes dos neutrofilos sdo comprometidas na condi¢gdo da DPOC como redugdo na captura
de patdégenos durante os processos de fagocitose, diapedese prejudicada devido aos danos
teciduais presentes e degranulacao (Liew; Kubes, 2019).

Esses processos acentuados se tornam um resultado indesejado para o organismo e vem
tomando destaque para pesquisas que possam inibir estes efeitos, procurando maneiras

terapéuticas com substancias antioxidantes e anti-inflamatdrias.
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2.3. O uso de plantas medicinais

A fitoterapia ¢ uma forma terapéutica que utiliza derivados de plantas e plantas
medicinais que possuem principios ativos, que sdo capazes de tratar, prevenir e evitar
enfermidades (Trojan-Rodrigues et al., 2012). Essa terapia ¢ antiga e apresenta um grande
peso na histéria da medicina, os fitoterapicos sao usados desde os primordios da sociedade
humana, muitas civilizagdes antigas possuiam visdes terapéuticas diferentes sobre o uso de
plantas medicinais.

Alguns exemplos historicos mais referenciados na literatura, trazem nomes de destaque
como o Papiro Ebers, um antigo livro sobre o uso de plantas na medicina egipcia (1600 a.C),
sendo o registro mais precedente da historia da fitoterapia (Tahir et al., 2021). Durante os
periodos de conflitos e guerras, como a Guerra de Troia (1200 a.C), destaca-se o uso de
plantas medicinais como Achillea millefolium que foi utilizada para tratar soldados feridos,
estancando ferimentos e cura-los (Ferreira ef al., 2014). Em contrapartida, na Grécia antiga
(aproximadamente 400 a.C) os condenados a execu¢do como Sécrates tiveram como pena de
morte a ingestdo de venenos extraidos de plantas, apresentando o lado fatal de algumas
plantas devido sua alta toxicidade (Ferreira et al., 2014).

A partir do uso antigo das plantas medicinais, a fitoterapia tornou-se uma pratica bem
consolidada na popula¢do, sendo relatado na literatura que aproximadamente 85% da
populacao mundial utiliza plantas medicinais e fitoterapicos para fins terapéuticos (Mattos et
al., 2018). Seu uso se da, dentre outras razdes, pela falta de credibilidade na medicina
alopatica tradicional e pelo baixo custo do uso de plantas medicinais, sendo mais acessivel
para a populacdo (Alves; Silva, 2003). Contudo, o uso a longo prazo e sem controle destas
plantas podem ocasionar efeitos colaterais adversos como reacdes alérgicas, mutagdes,
intoxicagdo, teratogénese, carcinogénese (Lu, W.; Lu, D., 2014).

Hé muitas plantas com alto potencial terapéutico e bastante conhecidas na medicina
tradicional e popular, o que aumenta o leque de possibilidades, como as espécies do género

Cucurbita.
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2.4 Cucurbita maxima e Cucurbitacina E

O género Cucurbita ¢ um membro da familia Cucurbitaceae, também conhecida como
cucurbitaceas, sendo abundante nas Américas, principalmente paises tropicais e subtropicais,
contendo muitas espécies utilizadas para o consumo humano (Salehi er al., 2019). Os
produtos gerados da Cucurbita apresentam um importante papel nutricional, sendo uma boa
fonte de vitaminas, além de estar bem consolidada na culindria, pois produz biscoitos, paes,
sobremesas, sopas e bebidas (Dubey S. D.; Dubey S, 2012; Andolfo et al,, 2017;).

Estes produtos sdo ricos em carboidratos, proteinas ¢ em vitamina C, piridoxina (B6) e
riboflavina (B2), a gordura presente ¢ insignificante, o que da riqueza nutricional ao alimento
(Adnan et al, 2017). As partes mais ricas da Cucurbita sdo as sementes e as cascas
comparadas com a polpa, as espécies Cucurbita maxima e Cucurbita pepo apresentaram
niveis mais altos de carboidratos comparados com Cucurbita moschata. As sementes possuem
uma grande quantidade de proteinas e gorduras, além de ser uma boa fonte de aminoacidos,
apresentando 17 aminoacidos essenciais em sua composi¢cdo (Kim et al., 2012; Badr et al.,
2011).

As espécies comestiveis da Cucurbita, como C. ficifolia, C. maxima, C. moschata e C.
pepo apresentam, dentre seus componentes, os bioativos naturais, sendo extremamente ricas
em tocoferdis e carotenoides, especialmente as sementes e a casca da fruta, respectivamente
(Kim et al., 2012). Os carotenoides sao bastante presentes no género Cucurbita, apresentando
uma quantidade variavel de uma espécie para outra, estando presente em maior quantidade na
C. maxima (Chandrika et al., 2010), C. moschata e C. pepo (Itle; Kabelka, 2009; Yoshida et
al., 2016; Borecka; Karas, 2025).

Segundo o estudo de Rezig e colaboradores (2012), o 6leo de semente da C. maxima
apresentou ser rica em tocoferdis, no qual o-tocoferol se mostrou ser dominante em
comparagdo com os outros. Sobre os compostos fenolicos, da mesma forma, apresenta uma
quantidade variavel de uma espécie para outra, porém apresenta uma quantidade baixa na
maioria dos estudos. Como o estudo de Yang e colaboradores (2008) que mostrou a auséncia
de flavondides em frutos imaturos e maduros de C. maxima. Ja o estudo de Mien e Mohamed
(2001) comprovou a presenga de um flavonoide chamado kaempferol em uma alta
concentragdo, 371.0 mg/kg na C. maxima.

Outras substancias abundantes na familia Cucurbitaceae sdo triterpenodides, chamados
de cucurbitacinas, que apresentam mais de 18 tipos na natureza, sendo um grupo
extremamente oxigenado (Borecka; Karas, 2025). H4 diversos estudos que relatam o
potencial farmacolégico das cucurbitacinas como antitumorais, anti-inflamatodrios,

anti-ateroscleroticos,
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antidiabéticos, imunomoduladores, neuroprotetora, hepatoprotetora e anti microbiana (Aeri;
Kaushik; Mir, 2015; Silvestre; De Lucena; Da Silva Alves, 2022; Dai et al., 2023).

As cucurbitacinas B, D e E isoladas da C. andreana mostraram ser capazes de inibir o
crescimento e desenvolvimento de células tumorais da mama humana, célon, pulmao e
sistema nervoso central, além de também inibir a atividade das enzimas ciclooxigenase-1
(COX-1) e ciclooxigenase-2 (COX-2) e a peroxidacdo lipidica, mostrando ter potencial
antitumoral e anti-inflamatorio (Jayaprakasam; Seeram; Nair, 2003).

A Cucurbitacina E € um dos tipos de cucurbitacinas explorada na literatura, sendo usada
em pesquisas para acdo hepatoprotetora, neuroprotetora, anticancerigena, antidiabética,
antioxidante, anti-inflamatéria e entre outros (Hsu et al., 2023; Chen et al, 2015;
Jayaprakasam; Seeram; Nair, 2003). Em estudo como de Zheng e colaboradores (2024), a
cucurbitacina E foi usada para investigar o potencial anticancerigeno para inibir a proliferacao
de células cancerosas por apoptose através do mecanismo de disfungdo mitocondrial regulada
por ROS e da via de estresse do reticulo endoplasmatico, no qual mostrou efeito positivo.

A pesquisa de Abdelwahab e colaboradores (2011) realizou testes in vitro € in vivo com
a cucurbitacina E a partir da Citrullus lanatus var. citroides para inibir a producao de espécies
reativas de nitrogénio e a agdo das enzimas COX-1 e COX-2 em macrofagos de rato e em
ratos, apresentando resposta anti-inflamatoria, na qual a cucurbitacina conseguiu inibir ambas
as enzimas, mas com mais seletividade para COX-2, provando sua atividade farmacologica
desejada.

Com isso, a cucurbitacina E se tornou uma substancia de interesse para a presente
pesquisa, visando investigar seu possivel efeito antioxidante e anti-inflamatoério em

neutrofilos humanos.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Investigar a atividade antioxidante e anti-inflamatoria do extrato hidroalcodlico da
semente de abobora (Cucurbita maxima) e do composto Cucurbitacina E em neutréfilos

humanos.

3.2 Objetivos Especificos

e Avaliar qualitativamente o perfil fitoquimico das sementes de abobora
(Cucurbita maxima) e identificar os metabolitos secundarios presentes.

e Avaliar a citotoxicidade do extrato hidroalcodlico da semente de abdbora
(Cucurbita maxima) em neutréfilos humanos.

e Avaliar a atividade antioxidante do extrato hidroalcoodlico da semente de
abobora (Cucurbita maxima) e do composto Cucurbitacina E em neutrofilos
humanos expostos ao extrato da fumaca de cigarro.

e Avaliar a atividade antioxidante do extrato hidroalcodlico da semente de
abobora (Cucurbita maxima) e da Cucurbitacina E em neutr6filos humanos
estimulados por PMA (Phorbol-12-miristato-13-acetato).

e Avaliar o potencial de inibicdo de NETs (Armadilhas Extracelulares de
Neutrofilos) pelo extrato hidroalcodlico da semente de abdbora e do

composto Cucurbitacina E em neutr6filos humanos.



4. MATERIAL E METODOS

Essa pesquisa ¢ de cardter experimental e foi desenvolvida no Laboratério de
Morfofisiofarmacologia do Departamento Ciéncias da Saude da UFERSA, Laboratério de
Engenharia Genética e Protedmica (UFERSA) e Laboratério de Bioquimica e Biologia
Molecular da Faculdade de Ciéncias da Satide (UERN).

Todos os sais, drogas e reagentes utilizados nesta pesquisa foram de alto grau de
pureza analitica, obtidos das companhias Sigma Chemical Corporation (St. Louis, Missouri,

USA), Merck (Darmstandt, Germany) ou Reagen (Rio de Janeiro, RJ, Brasil).

4.1 Aspectos éticos e obtencio do sangue periférico

Participaram da pesquisa voluntarios saudaveis nao-fumantes com idade entre 18 e 40
anos, ambos o0s sexos e que ndo estavam fazendo tratamento medicamentoso. Foram
conscientizados sobre os objetivos da pesquisa e assinaram o termo de consentimento Livre e
Esclarecido. Foram coletadas aliquotas de 20 mL de sangue dos participantes por puncao
venosa na regido da fossa cubital por técnico capacitado, utilizando material estéril e
descartavel, aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da UERN

(CEP-UERN: 5.998.798).

4.2 Obtencao do extrato hidroalcodlico da semente de abobora (Cucurbita maxima)

Foi utilizado um exemplar obtido de sementes de cultivar comercial Moranga Coroa
adquiridas no mercado local de Mossor6-RN, registro numero 02241 (Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento), cedido pela Profa. Dra. Lindomar Maria da Silveira
do Departamento de Ciéncias Agronomicas e Florestais.

As sementes foram limpas e secas. Apds o processo de secagem, foram trituradas em
moinho. Em seguida, foram pesadas e submetidas a maceracao hidroalcodlica (70%) durante
10 dias com agitagdo didria. O extrato hidroalcoolico resultante foi concentrado em um
evaporador rotatério (50 °C) e banho-maria (40 °C) e, posteriormente, liofilizado para
obtengdo do extrato bruto (Matos, 1997). O extrato obtido foi mantido em freezer -20°C,

protegido da luz.

4.3 Analise fitoquimica das sementes de Cucurbita maxima
A andlise fitoquimica qualitativa das sementes de Cucurbita maxima foi realizada
através da metodologia descrita por Matos (2008), em que foi realizada a trituragdo das

sementes para que o po fosse submetido a reagdes colorimétricas, de precipitacao e
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fluorescéncia. Dessa forma, o teste de fluorescéncia foi realizado para as cumarinas, reacao da
cianidina ou shinoda para os flavonoides, reacdo de cloreto férrico para fenois, os testes com os
reagentes de Wagner e o reagente de Bertrand para alcaloides, a reagdo de Bortréger para as
antraquinonas, o teste de espuma para as saponinas, o teste de precipitacdo por gelatina para
taninos livres e o teste de Stiasny para taninos condensados e hidrolisaveis. Devido a
indisponibilidade do reagente diclorometano, ndo foi possivel a analise da presenca ou auséncia
de triterpenos na amostra. Esta andlise foi realizada no Laboratorio de Parasitologia de

Diagnostica e Experimental (LPDE) na UFERSA.

4.4 Obtencao da Cucurbitacina E
A Cucurbitacina E, com grau de pureza >95% (HPLC), foi obtida diretamente da

empresa de produtos quimicos Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, USA).

4.5 Obtencao do extrato da fumaca de cigarro

O extrato da fumaca de cigarro foi obtido através de um método adaptado (Oldenburger
et al.,, 2012), no qual um cigarro (Marlboro, sem filtros removidos) foi incinerado e a sua
fumaca foi tragada por um mecanismo adaptado (Figura 01) de um tubo falcon, com 20ml de
meio HBSS. A fumaga entrou em contato com o meio liquido quando a seringa puxou o ar
atmosférico, assim obtendo o extrato da fumaca de cigarro concentrado e, em seguida, foi
realizada a leitura em espectrofotdmetro para se obter a absorbancia de 320nm. A solugado foi
nomeada como 100% e diluida em meio HBSS para obter as solugdes trabalhadas de 3%, 5%

e 10% (Barbosa de Oliveira ef al., 2023).

Figura 01: Mecanismo de obtencdo do extrato da fumaga de cigarro, com o cigarro
incinerado no topo, em contato indireto com 20ml de meio RPMI no interior do tubo falcon, e

a seringa acoplada para tragar a fumaca. Fonte: Autoria propria.
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4.6 Separacio e preparacio de neutrofilos

O sangue colhido foi transferido a tubos falcon de 50 mL contendo 20 mL de alsever e
centrifugado (2500 rpm, 10 minutos, Acell 0, Brake 0 a 25°C). O plasma e as células
mononucleares presentes foram descartadas e a regido mais densa, contendo os granulocitos,
foi diluida em NaCl 0,15 com gelatina 2,5 % (gelatina Difco™) (Pedrosa; Leal; Lemes, 2021)
e deixada em repouso por 10 minutos em banho-maria, assim o sobrenadante foi utilizado e
transferido para tubos de fundo redondo, enquanto o restante foi desprezado. Os tubos foram
centrifugados novamente (2200 rpm, 10 minutos, Acell 5, Brake 5 a 25 °C), em seguida, as
hemadcias presentes foram lisadas com NH4Cl 0,83% por 5 minutos (37 °C em banho-maria).
As células foram centrifugadas outra vez (2200 rpm, 10 minutos, Acell 5, Brake 5 a 25 °C),
lavadas com NaCl, e em seguida foram suspensas em solu¢ao de meio HBSS com 0,1% de
gelatina. A contagem das células foi realizada na cdmara de Neubauer, diluida em solucao de
Turk, para a analise de viabilidade por citometria de fluxo, mensuragao de producgdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) e mensuracdo de inibicdo de Armadilhas Extracelulares

de Neutrofilos (NETs).

4.7 Teste de citotoxicidade por citometria de fluxo

A viabilidade celular foi avaliada por citometria de fluxo para detec¢dao de apoptose e
necrose dos neutréfilos usando os marcadores Anexina-V e lodeto de propideo (PI),
respectivamente. Em uma camara de fluxo laminar, os neutrofilos, antes separados e
preparados apds contagem, foram submetidos aos seguintes grupos, em duplicatas: Gate,
células em meio HBSS; Controle Negativo (CN), células com marcadores de morte celular;
Controle Solvente (CS), células em 2% de DMSO; Extrato da Fumaca de Cigarro (CSE) nas
concentracdes de 3%, 5% e 10%; Extrato da Semente de Abobora (ESA) nas concentragdes
de 0,01, 0,1 e 1 mg/mL.

Assim, as amostras foram mantidas em uma incubadora de CO2 a 37°C durante 7 horas.

Apos esse periodo, foi realizada a andlise de apoptose e necrose por citometria de fluxo.

4.8 Mensuracao de producao de espécies reativas de oxigénio

Os neutrofilos foram divididos nos seguintes grupos: Gate (G), células diluidas em meio
HBSS; Controle Negativo (CN), células diluidas em meio HBSS com adicdo da sonda
DCFDA (diacetato de 2',7'-diclorofluoresceina); Controle Positivo (CP), células diluidas em
meio HBSS com adicdo de PMA (Phorbol-12-miristato-13-acetato) e sonda DCFDA;
Controle Solvente (CS), células diluidas em meio HBSS com adi¢cdo de DMSO a 2% e sonda
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DCFDA; CSE 5%, células diluidas em meio HBSS com adicdo de CSE a 5% e sonda
DCFDA; CSE 5% + DPI, células diluidas em meio HBSS com adi¢ao de CSE a 5%, DPI
(difenileno-iodonio) e sonda DCFDA; Extrato da Semente de Abodbora (ESA) nas
concentracoes de 0,01, 0,1, 0,3 e 1 mg/mL a CSE 5% e sonda DCFDA para triagem,;
Cucurbitacina E (CuE) nas concentragdes de 1, 3 e 30 uM a CSE 5% e sonda DCFDA para
triagem.

As células foram submetidas a aclimatacdo celular e incubadas por 15 minutos a 37°C,
os reagentes foram preparados: PMA (Phorbol-12-miristato-13-acetato), que foram
adicionados 20 mL de HBSS em um tubo falcon e 2 ul de PMA; DPI (difenileno-iodonio),
que foram adicionados 2000 ul de HBSS em um eppendorf e 4 pl de DPI; Sonda DCFDA
(diacetato de 2',7'-diclorofluoresceina), que foram adicionados 3000 pl de HBSS em um tubo
falcon e 12 pl da sonda DCFDA em ambiente escuro por ser fotossensivel. Em seguida, cada
grupo, menos a Gate, tiveram a adigdo de 250 pl da sonda para serem incubados por 20
minutos a 37°C e centrifugados por 5 minutos em seguida.

Logo apds, os tratamentos foram adicionados, como PMA, DPI, CSE, as concentragdes
do extrato da semente de abobora (ESA) e as concentragdes da cucurbitacina E (CuE) para
serem incubados novamente por 30 minutos a 37°C e centrifugados por 5 minutos apods a
adi¢do de HBSS, o sobrenadante foi descartado e depois mais HBSS ¢ adicionado, depois as
amostras foram lidas no citometro. Apods os resultados da triagem, foram estabelecidas cinco

concentracdes de ESA para o célculo de IC50, nas quais sao 0,01, 0,05, 0,1, 0,5 ¢ 1 mg/mL.

4.9 Mensuracio de producio de Armadilhas Extracelulares de Neutrofilos

Os neutrofilos foram divididos nos seguintes grupos: Controle Negativo (CN), células
diluidas em meio HBSS; Controle Positivo (CP): cé€lulas diluidas em meio RPMI com adigao
de PMA (Phorbol-12-miristato-13-acetato); Extrato da Fumaga de Cigarro (CSE) nas
concentracdes de 3 e 5%; CSE + DPI, na qual as concentracdes de 3 ¢ 5% com a adi¢do de
DPI (difenileno-iodonio); Extrato da Semente de Abobora (ESA) nas concentragdes de 0,01 e
0,5 mg/mL com adi¢cdo de CSE 3% e 5% em cada concentragdao; Cucurbitacina E (CuE) nas
concentragdes de 1 € 30 uM com a adigao de CSE 3% e 5% em cada concentracao.

Os reagentes foram preparados apds a divisdo dos grupos da seguinte maneira: PMA
(Phorbol-12-miristato-13-acetato) em um tubo falcon com 20 mL de meio HBSS para
adicionar 2 pl de PMA para obter a solucdo intermediaria; DPI (difenileno-iodonio) em um
tubo falcon de 15 mL com 2000 ul de meio HBSS para adicionar 4 uL. de DPI para obter a

segunda solu¢do intermedidria.
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Ap6s a adicdo de todos os reagentes e todos os tratamentos em seus respectivos grupos,
ocorreu a incubagdo durante 7 horas em banho-maria (37°C) para a adi¢do, em cada grupo, de
2,5 uL. de DNAse, que foi preparada a partir de 1500 uL. de HBSS em um tubo falcon de 15
mL para adicionar 0,5 uL de DNAse. Por fim, foram adicionados 50 uL. de EDTA em cada
grupo para serem submetidos a centrifugacdo por 5 minutos para que o sobrenadante seja
coletado ¢ foi armazenado em um freezer -80°C até o momento da mensuracao através de um
espectrofluorimetro (Fluoromax) associado a um leitor de placa de 96 pogos (MicroMax 384),
como uma analise quantitativa do material genético liberado pelos neutrdfilos através da

sonda fluorescente PicoGreen (Duarte de Almeida et al., 2021).

4.10 Analise estatistica

A maior parte dos valores foi expressada pelas médias aritméticas + erro padrao da média
(E.P.M.), com a representagao do nimero de observagdes experimentais (n). Para comparagao
dos resultados entre os grupos experimentais das analises, foi realizada andlise de variancia
(ANOVA) seguida de um teste de multipla comparagao, conforme apropriado. A significancia
estatistica foi considerada quando a probabilidade de ocorréncia da hipdtese de nulidade for
menor que 5% (p < 0,05). As analises estatisticas foram realizadas pelo programa GraphPad

Prism 8 (GraphPad Prism version 8.0, San Diego, CA).
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5. RESULTADOS
5.1 Perfil fitoquimica das sementes de Cucurbita maxima

ApoOs a realizacdo da analise fitoquimica qualitativa, foram apresentados como
metabolitos secundarios presentes nas sementes de C. maxima: alcaldides, flavondides do tipo

flavonas e taninos do tipo condensados (Tabela 01).

Tabela 01: Dados da analise fitoquimica qualitativa de metabolitos secundarios nas sementes de

C. maxima e a atividade biologica relatada na literatura.

Metabolito Secundario Presenga (+) ou Auséncia (-) Atividade biologica

Alcaldides + Anticancerigena,
imunomoduladora, antiviral,
anti-inflamatoria, analgésica e
antimicrobiana (Adamski et
al., 2020).

Antraquinonas - Anticancerigena, anti-tumor,
anti-inflamatoéria, antifingica e
antimicrobiana (Diaz-Mufioz
etal.,2018).

Cumarinas - Anti-tumor, anti-inflamatoria,
antiviral e antimicrobiana (Zhu;
Jiang, 2018).

Fenois - Antioxidante e antimicrobiana
(Saini et al., 2024).

Flavonodides + Antioxidante, anti-inflamatoria,
analgésica, anti-tumoral,
antimicrobiana, anti-ansiedade
e antidiabética (Hao et al.,
2024).

Saponinas - Anti-inflamatoria, antioxidante,
imunomoduladora,
antimicrobiana e antifiungica
(Desai, S; Desai, D; Kaur
2009)

Taninos + Antimicrobiana, antioxidante,
antiviral e antitumoral (Bruyne
et al., 1999)

Fonte: Autoria propria.



5.2 Teste de citotoxicidade por citometria de fluxo

E possivel observar que os grupos G, CSE 3% e CSE 5% apresentaram viabilidade
acima de 90% apds a andlise de 4 amostras em duplicatas, indicando que ndo ha
citotoxicidade. Contudo, o grupo CSE 10% apresentou viabilidade de apenas 15,62% =+
22,80%, indicando uma alta porcentagem de apoptose em relacdo aos demais (p < 0,05).
Dessa forma, como esta concentragdo apresentou um potencial citotdxico para os neutrofilos,

nao foi utilizada nos protocolos subsequentes (Figura 02).
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Figura 02: Citotoxicidade celular do extrato da fumaca de cigarro: Avaliacio da
citotoxicidade celular das concentragdes de CSE 3%, 5% e 10%. Abreviaturas: G (Gate), CSE
3%, CSE 5% e CSE 10% (Extrato da Fumaca de Cigarro). Valores expressos como média +
desvio padrao (p <0,05). Simbolo * expressa diferencga estatistica. One-way ANOVA teste de
Tukey. Grafico gerado através do software Graphpad prism.

Em relagdo ao ESA nas concentracdes de 0,01, 0,1 e 1 mg/mL, observa-se que os
grupos CS, ESA 0,01, 0,1 e 1 mg/mL apresentaram viabilidade acima de 90%, indicando que
ndo ha citotoxicidade (p > 0,05) (Figura 03).
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Figura 03: Citotoxicidade celular do extrato da semente de abdébora: Avaliagdo da
citotoxicidade celular das concentragcdes de ESA 0,01, 0,1 e 1 mg/mL. Abreviaturas: G
(Gate), CS (Controle Solvente), ESA 0, 01, ESA 0,1 e 1 mg/mL (Extrato da Semente de
Abodbora). Valores expressos como média + desvio padrao (p > 0,05). One-way ANOVA teste

de Tukey. Grafico gerado através do software Graphpad prism.



5.3 Mensuracio da producio de Espécies Reativas de Oxigénio

O potencial de produgdo de ROS para os grupos CN, CP (PMA) e CSE 5% foi
calculado a partir da Mediana de Intensidade de Fluorescéncia (MFI) a partir de 3 amostras
em duplicatas. Ao observar a figura 04, nota-se que o grupo CP apresenta a produgao de ROS
esperada de 1,2 x 107 + 3,1 x 10° pela adi¢io de PMA 10"M em comparagdo com CN e CSE
5% (p < 0,05). Contudo, o CSE 5% ndo apresentou uma produgdo satisfatéria de ROS como

estimulo comparado ao CP, se assemelhando ao CN (p > 0,05).

2x107

1.5%107—

12107

MIF
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Figura 04: Mensuracio de producio de ROS estimulados por PMA 10"M e CSE 5%:
Avaliagdo da mensuracdo de produc¢do de ROS estimulados por PMA 10'M e CSE 5%.
Abreviaturas: CN (Controle Negativo) e CSE 5% (Extrato da Fumaca de Cigarro). Simbolos
diferentes expressam diferenca estatistica (p < 0,05). One-way ANOVA teste de Tukey.

Grafico gerado através do software Graphpad prism.

Uma vez que o CSE 5% ndo estimulou uma quantidade significativa de ROS, optou-se
induzir a produ¢io de ROS com o PMA 107M, visto este ser considerado padrdo na producio
de ROS (Damascena ef al., 2022).

Em seguida, foi realizado uma triagem das concentragdoes de ESA 0,01, 0,1 e I mg/mL
para investigar o potencial antioxidante calculado a partir da Mediana de Intensidade de
Fluorescéncia (MFI) em funcdo dos grupos CN, CP, ESA 0,01, 0,1 e 1 mg/mL através de 3
amostras em duplicatas. Foi possivel observar que o grupo ESA 1 mg/mL apresentou uma

reducdo significativa 2,3 x 10° + 1,4 x 10° da produ¢do de ROS em relag¢do ao grupo CP 1,2
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x 107 £ 3,1 x 10%, indicando um possivel potencial antioxidante (p < 0,05). Enquanto que nas
demais concentracdes, ndo houve uma diferenca significativa em relagdo ao grupo CP (p >

0,05) (Figura 05).
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Figura 05: Avaliacdo do potencial de inibicio de ROS por concentracées de ESA:
Avaliacdo do potencial de inibi¢do de ROS por concentracdes de ESA. Abreviaturas: CN
(Controle Negativo), CP (Controle Positivo), ESA 0,01, 0,1 ¢ 1 mg/mL (Extrato de Semente
de Abobora). Simbolos diferentes expressam diferenca estatistica (p < 0,05). One-way

ANOVA teste de Tukey. Grafico gerado através do software Graphpad prism.

A partir dos resultados obtidos e indicados na figura 05, foi realizado o célculo da
concentracdo inibitéria 50% (IC50) através de cinco concentragdes de ESA (0,01, 0,05, 0,1,
0,5 e 1 mg/mL) a partir de 9 amostras em duplicatas. Observou-se que o ESA apresentou um
efeito concentragdo dependente (p < 0,05) com valor de IC50 de 0,172 + 0,120 mg/mL
(Figura 06).
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Figura 06: Curva concentracio efeito do percentual de inibicio de ROS por ESA: O
grafico mostra inibi¢do concentra¢ao dependente do ESA na producao de ROS em neutréfilos
humanos. Valores expressos como média + desvio padrao (p < 0,05). One-way ANOVA teste

de Tukey. Grafico gerado através do software Graphpad prism.

O potencial antioxidante da CuE foi avaliado a partir dos grupos CN, CP, DPI, CuE 1, 3
e 30 uM através de 3 amostras em duplicatas. Observou-se que todos os grupos tratados com
CuE ndo apresentaram uma diferencga significativa em relagdo ao grupo CP, indicando que a
CuE nao possui potencial antioxidante para inibir a producdo de ROS em comparacdo ao

grupo DPI que apresentou valores de 1,2 x 10°+ 6,6 x 10* (p > 0,05) (Figura 07).
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Figura 07: Avaliacao do potencial de inibicao de ROS pela CuE: Avaliacdo do potencial
de inibicdo de ROS por diferentes concentragdes de CuE. Abreviaturas: CN (Controle
Negativo), CP (Controle Positivo), DPI (Controle DPI), CuE 1, 3 e 30 uM (Cucurbitacina E).
Valores expressos como média + desvio padrdo. Simbolos diferentes expressam diferenga
estatistica (p > 0,05). One-way ANOVA teste de Tukey. Grafico gerado através do software
Graphpad prism.



5.4 Mensuracao da produciao de Armadilhas Extracelulares de Neutroéfilos

O potencial anti-inflamatorio da CuE foi avaliado a partir dos valores de liberagao de
DNA em funcao dos grupos CN, CP, CSE 3%, CSE 5%, DPI, CuE 1 e 30 uM por 6 amostras
em duplicatas. Dessa forma, ¢ possivel notar que o grupo CN apresenta uma diferenga
significativa de produc¢do de NETs esperada de 24,64 ng/mL + 3,86 ng/mL em comparacao
com CP de 313,3 ng/mL + 212,8 ng/mL e CSE 5% 280,7 ng/mL + 164,6 ng/mL (p < 0,05).
Em contrapartida, os demais grupos nao apresentaram diferengas significativas na inibi¢ao de
NETs, indicando que ndo ha resposta anti-inflamatoria da CuE nas concentra¢des avaliadas

em um tempo de incubacdo de 7 horas (p > 0,05) (Figura 08).
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Figura 08: Avaliacdo do potencial de inibicio de NETs pela CuE por 7 horas: Avaliacao
do potencial de inibicdo de NETs por concentracdes de CuE. Abreviatura: CN (Controle
Negativo), CP (Controle Positivo), CSE 3% e 5% (Extrato da Fumaca de Cigarro), DPI
(Controle DPI), CuE 1 e 30 uM (Cucurbitacina E). Valores expressos como média + desvio
padrdo. Simbolos diferentes expressam diferenca estatistica (p > 0,05). Kruskal-Wallis teste

de Dunn. Gréafico gerado através do software Graphpad prism.
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6. DISCUSSAO

A abodbora (Cucurbita maxima Duchesne), pertencente a familia das cucurbitaceas, ¢
uma espécie amplamente cultivada no Brasil e tradicionalmente utilizada como fonte
alimentar e para fins medicinais (Wahid; Algahtani; Alan Khan, 2021). Suas sementes sao
ricas em lipidios e proteinas com grande quantidade de compostos bioativos como vitaminas,
antioxidantes e cucurbitacinas (Caili; Huan; Quanhong, 2006). Logo, o presente estudo teve
como objetivo investigar a atividade antioxidante e anti-inflamatdria do extrato hidroalcoolico
da semente de abdbora (Cucurbita maxima) e do terpeno tetraciclico esterdide Cucurbitacina
E em neutréfilos humanos.

No presente estudo, o extrato de semente de abdobora (ESA) ndo indicou efeito
citotoxico sobre os neutrofilos humanos nas concentragdes testadas, sendo a maior
concentracdo de 1 mg/mL. Em seguida, foi possivel avaliar a atividade antioxidante de ESA,
que apresentou um efeito concentracdo-dependente a partir das concentragdes 0,5 ¢ 1 mg/mL
ao inibir significativamente a produc¢do de ROS.

Por outro lado, a CuE nas concentragdes avaliadas no presente estudo nao apontou
potencial antioxidante, visto ndo inibir de maneira significativa a producdo de ROS, da
mesma forma em que ndo apresentou uma resposta anti-inflamatdria por ndo ser capaz de
inibir a producdo de NETs em um periodo de 7 horas. Embora o efeito antioxidante e
anti-inflamatorio da CuE seja descrito na literatura (Peters ef al., 1997 ; Hussein et al., 2017),
seus efeitos em neutrdfilos humanos precisam ser melhor investigados, pois héa estudos que
relatam que metabolitos como saponinas e cucurbitacinas (E, B e R) sdo capazes de afetar a
liberagdo e ativacao dos neutrofilos (Andrade et al., 2024).

Através da andlise do perfil fitoquimico qualitativo das sementes de C. maxima, a
resposta antioxidante de ESA pode estar relacionada com a presenga dos metabolitos
secundarios flavonodides do tipo flavonas e taninos do tipo condensados, por ambos
apresentarem atividade antioxidante (Hao ef al., 2024; Bruyne et al., 1999). Nao foi possivel
realizar a reagao de Salkowski para triterpenos durante a andlise fitoquimica, contudo ha
estudos na literatura que confirmam a riqueza de triterpenos nas sementes de C. maxima (Md,
P.; Md, T., 2017).

O que leva a interpretar a relagdo entre o resultado negativo da CuE e o resultado
positivo de ESA referente ao potencial antioxidante, ESA apresenta uma atividade
antioxidante que pode nao depender da CuE, mas sim de outros metabdlitos secundarios ou
outras substancias presentes no extrato.

De acordo com os dados obtidos sobre a citotoxicidade de ESA, foi aparente o alto
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percentual de neutrofilos vidveis em relacdo ao basal. Corroborando com outros estudos
descritos na literatura que apontam que o extrato hidroalcoolico da semente de C. maxima nao
apresenta toxicidade, sendo considerado seguro (Md, P.; Md, T., 2017). Contudo, um fator
importante a se ressaltar ¢ a relagcdo entre o solvente DMSO utilizado para diluir o extrato e os
neutroéfilos.

O estudo de Elisia e colaboradores (2016) mostrou que o DMSO possui um
comportamento de ser capaz de reduzir o recrutamento de neutréfilos de maneira sistematica
em camundongos com artrite, mas ndo ¢ capaz de afetar significativamente a viabilidade
celular de acordo com estudo in vitro realizado. Dessa maneira, quanto aos baixos percentuais
de morte celular na presenga do ESA reportados no presente estudo, o DMSO pode ser o
responsavel por essas pequenas taxas de apoptose e necrose nas concentragdes testadas de
ESA.

Ao analisar os dados de citotoxicidade do extrato da fumaca de cigarro (CSE), ¢
possivel notar a diferenca entre as concentracdes de 3% e 5% e a concentragdo de 10%,
devido a redugdo significativa da viabilidade celular na maior concentracao ¢ o aumento de
neutréfilos que sofreram apoptose, indicando que a relacdo neutrofilo e CSE ¢
concentracdo-dependente. Ha dados que confirmam que fumantes compulsivos (>15
cigarros/dia), possuem uma viabilidade de neutréfilos menor que individuos nio-fumantes
(Agarwal; Baron; Mehta, 2016).

Quando os neutréfilos estdo em contato com CSE durante um tempo de incubacdo de
120 minutos (2 horas), h4 a indugdo de uma morte celular atipica que apresenta caracteristicas
de apoptose, autofagia e necrose (Guzik et al., 2011), justificando os achados no presente
estudo. Ha a presenca de sinais moleculares que indicam o comeco da apoptose, mas ndo ¢
apresentada seu processo comprometido, o que confirma dados na literatura que mostram que
os neutrdfilos apoptoticos sao representados como uma pequena populacao de leucocitos em
todas as doengas ocasionadas pelo tabagismo (Matute-Bello ef al., 1997; Droemann et al.,
2000).

Enquanto ha outros dados que confirmam uma redu¢do significativa de neutréfilos que
sofrem apoptose espontdnea tanto em fumantes saudaveis, individuos com DPOC e nao
fumantes (Pletz et al., 2004). Além de modificar o padrao de morte celular dos neutrofilos, o
CSE também ¢ capaz de alterar outras funcionalidades dos neutréfilos como a capacidade de
capturar patdégenos para elimind-los (Guzik et al., 2011).

Muitos individuos fumantes apresentam uma maior suscetibilidade em contrair doengas

infecciosas como a pneumonia, sendo recorrente para pacientes com DPOC, podendo estar
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relacionada com a incapacidade de captura dos patdégenos (Labandeira-Rey et al., 2007;
Stringer et al., 2007; Bagaitkar, Demuth; Scott, 2008). Estudos apontam que a exposicao
exacerbada da fumaga de cigarro nos neutrdfilos prejudicou a capacidade fagocitica em
comparacao a individuos nao-fumantes (Agarwal; Baron; Mehta, 2016), além disso Chien e
colaboradores (2020) apontam a capacidade de captura e eliminacdo da bactéria
Pseudomonas aeruginosa em fung¢do do tempo e concentracdo ¢ considerada reduzida
significativamente.

Ao se tratar de uma exposi¢ao continua e acentuada, a fung¢ao dos neutréfilos pode estar
comprometida desde sua producdo e maturacdo. Durante a granulopoiese dos neutrofilos na
medula Ossea, ocorreram mudangas transcricionais que envolvem a funcionalidade das
células, como degranulacdo, apresentagdo de antigenos e sinalizagdo de interleucinas antes de
sua maturacdo enquanto progenitoras granulocitos-macréfagos (GMPs) (Kapellos et al.,
2023). Apds a maturagdo, uma grande concentragdo de neutréfilos sao enviados para o sangue
periférico e para os respectivos tecidos e 6rgdos completamente afetados (Schwartz; Weiss,
1994; Alkhedaide, 2020).

Devido aos resultados obtidos ao utilizar CSE como estimulo de ROS, recorreu ao uso
de PMA 10"M (Phorbol-12-miristato-13-acetato), apresentado na literatura como reagente
que mais estimula a producdo de ROS e NETs em neutrofilos (Damascena ef al., 2022). O
extrato hidroalcoolico indicou atividade antioxidante com maior clareza ap6s o estimulo com
PMA, confirmando o potencial antioxidante das sementes de C. maxima corroborando com
dados descritos sobre diferentes extratos, como aquoso, etanodlico e acetonico (Ethiraj;
Balasundaram, 2016).

Em suma, o presente estudo abordou limitagdes diante da metodologia utilizada para
mensurar a produ¢do de ROS com o uso da sonda DCFDA (diacetato de
2" 7'-diclorofluoresceina). Ha estudos que confirmam o amplo uso de DCFDA para
quantificar por fluorescéncia as ROS produzidas em meio intracelular, contudo a
concentragdo e tempo de exposicdo da sonda deve ser limitado (Eruslanov; Kusmartsev,
2010). Ao afetar estes fatores, a sonda DCFDA pode resultar em uma oxidagdo fotoquimica
artificial e confundir com os resultados reais de geragdo de ROS, ndo sendo recomendado
(Eruslanov; Kusmartsev, 2010).

Diante disso, o0 modelo de estudo observou que 30 minutos de incubagdo apds estimular
os neutrofilos com CSE era um tempo curto de estimulacdo, além de CSE afetar as
funcionalidades das células. Desta forma, foi necessario utilizar o PMA 107M para investigar
o potencial antioxidante das substancias testadas.

Contudo, o atual estudo visa mudangas de metodologias que possam investigar mais
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devidamente a atividade antioxidante e anti-inflamatoria de ESA e CuE, como recorrer a
metodologia do teste de nitroazul tetrazélio (NBT) e reduzir o tempo de incubagdo da
producdo de NETs de 7 horas para 4 horas.

O teste NBT ¢ utilizado para mensurar a produgao de ROS em neutrofilos através da
formagdo de cristais e mudanca de colora¢do nos pogos de uma placa, sendo lidos em seguida
por um leitor de microplacas para calcular a absorbancia do produto final (Baisya et al.,
2023). Esta metodologia ¢ amplamente utilizada na literatura, apresentando muitos estudos
com neutrofilos, como o estudo de Baisya e colaboradores (2023) que mediu a atividade do
complexo enzimatico NADPH-oxidase, responsavel por produzir ROS em neutréfilos, em
pacientes com Lupus para analisar os graus de gravidade da doenca.

Os dados obtidos sobre a producdo de NETs apresentam uma producdo exagerada, o
que acaba dificultando na interpretagao dos dados e avaliar o potencial anti-inflamatorio das
substancias estudadas. Na literatura, ha estudos que demonstram que o tempo de 4 horas de
incubacdo, ha uma producdo efetiva de NETs com diferentes estimulos e tratamentos para
investigar o potencial de inibicdo (Amulic et al., 2017; Gray et al., 2018; Folco et al., 2018).
Logo, uma redu¢ao neste tempo poderd fazer uma diferenca significativa na interpretagao dos

dados e analisar a atividade de ESA e CuE.
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7. CONCLUSAO

A partir dos dados apresentados, pode-se observar que as sementes de C. maxima
apresentam a presenga de taninos condensados, alcaloides e flavonoides do tipo flavonas.
Além disso, ESA promoveu uma viabilidade celular acima de 90 % nas concentragdes
avaliadas enquanto que o extrato da fumaca de cigarro (CSE) ndo apresenta ser um bom
estimulo para producdo de ROS em neutrofilos por seu carater prejudicial as células. Em
contrapartida, ao utilizar um novo estimulo, o extrato da semente de aboébora (ESA) apresenta
atividade antioxidante através das concentragdes 0,5 mg/mL e 1 mg/mL ao inibir
significativamente a produ¢do de ROS em neutr6filos humanos. Contudo, a Cucurbitacina E
(CuE) ndo apresenta atividade antioxidante e anti-inflamatéria em nenhuma das
concentragdes utilizadas em neutr6filos humanos.

Dessa maneira, pode-se concluir que ESA ndo apresenta potencial citotdoxico para os
neutréfilos e possui uma atividade antioxidante ao inibir a produgao de ROS em neutrofilos
humanos. Porém, serdo necessarios mais estudos para analisar de maneira mais profunda e
complexa sobre a atividade de ESA como estudos in vivo para compreender a atuagdo

sistémica da substancia.
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