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RESUMO

Algas marinhas sdo fontes naturais de polissacarideos sulfatados (PLS), biopolimeros da
matriz extracelular que possuem propriedades farmacoldgicas. Os PLSs de algas vermelhas
do género Gracilaria possuem agdes biologicas capazes de atenuar componentes do processo
inflamatorio incluindo edema, citocinas, migracdo celular e dor. Por esse motivo, estes
bioprodutos encontrados na biodiversidade regional, constituem uma alternativa a abordagem
terapéutica anti-inflamatoria convencional. Assim, o presente trabalho teve como objetivo
avaliar o potencial anti-inflamatério e antinociceptivo do PLS extraido da espécie Gracilaria
domingensis em modelo animal. Inicialmente, foi feita a coleta da alga e extra¢do do PLS com
subsequente registro no patrimdnio genético com o n° AOOBA4D. O trabalho também obteve
aprovacio da Comissdo de Etica em Uso Animal (CEUA) com o n° 480/018. Posteriormente,
foram realizados os estudos farmacol6gicos em camundongos swiss fémeas (25-30 g), sendo
divididos em grupo de 6 animais. Os animais foram tratados com o PLS de G. domingensis
nas doses de 2,5; 5 ou 10 mg/Kg por via intraperitonial e submetidos ao edema de carragenina
com a finalidade de se obter a melhor dose com efeito anti-inflamatorio. Em seguida, foram
induzidos os edemas de histamina, serotonina, bradicinina, prostaglandina E> (PGEz) e
composto 48/80, assim como foi induzida a peritonite nos camundongos e o liquido peritoneal
foi avaliado quanto a migracdo de leucdcitos, mensuracdo da atividade da mieloperoxidase
(MPQ) e dos niveis de glutationa (GSH) e malondialdeido (MDA). Os animais ainda foram
submetidos a testes nociceptivos por agentes quimicos (&cido acético 0,6% e formalina 2,5%).
Como resultados obtidos, a dose de 10 mg/kg demonstrou uma reducéo significativa (p<0,05)
do edema de pata induzido por carragenina em relacdo as outras doses testadas, bem como
também atenuou de modo sgnificativo (p<0,05) os edemas dos agentes inflamégenos
histamina, serotonina, bradicinina, PGE>, composto 48/80. Além disso, o PLS apresentou
capacidade de diminuir de maneira significativa (p<0,05) a migracdo de leucdcitos, os niveis
de MPO e MDA, e preservou o0s niveis de GSH no exudato peritoneal dos animais que
sofreram peritonite. A melhor dose do PLS mostrou acdo antinociceptiva no teste de
contorcdo abdominal e no teste da formalina. Assim, os resultados obtidos permitem inferir
que o PLS extraido da G. domingensis na dose de 10 mg/kg possui efeito anti-inflamatorio e
antinociceptivo.

Palavras-chave: Inflamacéo, Nocicepg¢do, Biopolimeros, Gracilaria domingensis.



ABSTRACT

Marine algae are natural sources of sulfated polysaccharides (PLS), extracellular matrix
biopolymers that have pharmacological properties. PLSs from red algae of the genus
Gracilaria have biological actions capable of attenuating components of the inflammatory
process including edema, cytokines, cell migration and pain. For this reason, these
bioproducts found in regional biodiversity constitute an alternative to the conventional anti-
inflammatory therapeutic approach. Thus, the present study aimed to evaluate the anti-
inflammatory and antinociceptive potential of PLS extracted from the Gracilaria domingensis
species in an animal model. Initially, the seaweed was collected and the PLS extracted with
subsequent registration in the genetic heritage with the number AOOBA4D. The work was also
approved by the Committee on Ethics in Animal Use (CEUA) under number 480/018.
Subsequently, pharmacological studies were carried out in female Swiss mice (25-30 g),
divided into groups of 6 animals. The animals were treated with G. domingensis PLS at doses
of 2.5; 5 or 10 mg/Kg intraperitoneally and subjected to carrageenan edema in order to obtain
the best dose with an anti-inflammatory effect. Then, histamine, serotonin, bradykinin,
prostaglandin E2 (PGE2) and compound 48/80 edemas were induced, as well as peritonitis in
mice and the peritoneal fluid was evaluated for leukocyte migration, measurement of
myeloperoxidase activity (MPO) and glutathione (GSH) and malondialdehyde (MDA) levels.
The animals were also submitted to nociceptive tests by chemical agents (0.6% acetic acid
and 2.5% formalin). As results obtained, the dose of 10 mg/kg demonstrated a significant
reduction (p<0.05) of the paw edema induced by carrageenan in relation to the other tested
doses, as well as significantly attenuated (p<0.05) edema from the inflammatory agents
histamine, serotonin, bradykinin, PGE2, compound 48/80. In addition, PLS showed the ability
to significantly decrease (p<0.05) leukocyte migration, MPO and MDA levels, and preserved
GSH levels in the peritoneal exudate of animals that suffered peritonitis. The best dose of PLS
showed antinociceptive action in the abdominal writhing test and in the formalin test. Thus,
the results obtained allow us to infer that PLS extracted from G. domingensis at a dose of 10
mg/kg has an anti-inflammatory and antinociceptive effect.

Keywords: Inflammation, Nociception, Biopolymers, Gracilaria domingensis.
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1. INTRODUCAO

Os produtos naturais e seus derivados sdo fontes expressivas para novas drogas, iSSO
pode ser notado pelo fato que, nas Ultimas décadas as principais drogas que tem surgido, tem
como origem as plantas, animais, microrganismos ou organismos marinhos (NEWMAN &
CRAGG, 2020). Pesquisas concentradas no estudo de compostos de macroalgas e suas
caracterizacdes ja revelaram um grande namero de propriedades bioldgicas significativas de
seus metabolitos secundarios. Esses biometabdlitos possuem plasticidade que traz vantagens
de defesa para as algas em ambientes com condicdes extremas, caracteristica que faz dessas
moléculas de defesa bioquimicamente ativas alvos de interesse para terapéutica de diversas
patologias (ROCHA; SECA; PINTO, 2018; ROSA et al., 2020; VERISSIMO et al., 2021;
NAGAMALLA, 2022).

Dentre os metabdlitos bioativos sintetizados por algas marinhas, os polissacarideos
sulfatados vem chamando atencdo por estarem envolvidos em diversos processos celulares e
por apresentarem diversas agOes farmacoldgicas eficientes, incluindo atividade antiviral
(RAPOSO et al., 2013; NAGLE et al.,, 2020), antibacteriana (WASSIE et al., 2021);
antidiabético (YE et al., 2019), antiaterosclerotica (HUWAIT; AL-SAEDI; MIRZA, 2022),
anticancer (PRADHAN et al., 2020), antioxidante e anti-inflamatéria (BRITO et al., 2016;
JUNIOR et al., 2020).

Os polissacarideos de algas vermelhas estdo entre 0s mais atraentes polimeros com
atividades biologicas, estes componentes da matriz intercelular apresentam caracteristicas
valiosas (embora ndo exclusivas) que fazem deles candidatos favoritos a bioativos naturais,
tais como propriedades fisico-quimicas (peso molecular e cadeia de conformacéo), compostos
que apresentam baixo risco de contaminacao por particulas virais por serem de origem nao-
animal e toxicidade relativamente minima (TALARICO et al., 2005; MUHAMAD et al.,
2019). Neste contexto, PLS de algas vermelhas do género Gracilaria, que sdo amplamente
distribuidas ao longo da costa do litoral brasileiro, tem sido implicado em inUmeras acGes
farmacoldgicas, dentre as quais estdo bem documentadas as atividades anti-inflamatérias e
antinociceptivas (CHAVES et al., 2013; JUNIOR et al., 2020).

Uma espécie deste género que é facilmente encontrada em nossa biodiversidade
marinha, sdo as algas da espécie Gracilaria domingensis, no entanto, a respeito de atividades
biolégicas que podem ser utilizadas como potencial terapéutico, existe ainda até 0 momento,

uma caréncia de estudos que demonstre o seu potencial farmacolégico.
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O ser humano em algum momento da vida passa pela experiéncia de episodios
inflamatorios, que se trata de um mecanismo evolutivo para combater ameagas sempre
presentes de infecgdes ou restaurar a funcdo normal nos casos de eventos lesivos,
promovendo a cura. Contudo, a inflamacdo estd envolvida em um namero significativo de
doencas que requerem tratamento farmacol6gico. Nesse sentido, para inibir ou atenuar o
processo inflamatério, sdo comumente utilizados medicamentos anti-inflamatérios néo
esteroidais (AINES) e anti-inflamatdrios esteoidais (AIEs), porém o uso prolongado e abusivo
de AINEs, que recebem destaque por serem farmacos de venda livre e por isso sdo
mundialmente os mais consumidos, podem desencadear sérios efeitos adversos, como
osteoporose, complicacbes cardiovasculares, gastrointestinais, hepatica e renal.
Consequentemente, essas reacdes adversas associadas ao uso de AINEs provocam impactos
na vida do usuario por prejudicar o seu bem estar fisico e social, levando as pessoas a
procurar com mais frequéncia a rede publica de saude ou se isolarem de suas atividades
sociais (OLIVEIRA et al., 2019; ROMAINE; LOUREIRO; SILVA, 2021).

Alternativamente, tem sido utilizado produtos naturais como opcao para o tratamento
de desordens inflamatorias. Os compostos derivados de plantas tem mostrado serem capazes
de ativar a resposta tanto celular quanto humoral do sistema imune através de varios efeitos
imunomoduladores. A literatura cientifica tem publicizado que compostos vegetais sao
capazes de inibir a migracdo leucocitaria, secre¢do de citocinas, liberacdo de histamina,
proliferacdo e diferenciacdo de linfocitos (SOUSA et al., 2018; VAN WEELDEN et al.,
2019; MESQUITA et al., 2021).

Com base nas propriedades bioldgicas fortemente evideciadas de algas do género
Gracilaria e na importancia de organismos marinhos da biodiversidade regional como fonte
para descoberta de novos medicamentos que sejam utilizados em desordens inflamatérias, o
presente estudo teve como objetivo avaliar o potencial anti-inflamatério e antinociceptivo do
polissacarideo extraido da espécie de alga vermelha Gracilaria domingensis, até entdo

inesplorado.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 Fisiopatologia da inflamacéao

A inflamagdo é um componente complexo e necessario da resposta de um organismo a
estimulos biol6gicos, quimicos e/ou fisicos. Essa capacidade dos seres vivos em responder
defensivamente a esses estimulos é essencial para a sobrevivéncia (GERMOLEC et al., 2018).
A resposta inflamatoria caracteriza-se morfologicamente pela saida de liquidos e de células do
sangue para o intersticio, e representa um dos componentes mais importantes da execucao da
resposta imunitaria. Porém, embora faca parte dos mecanismos defensivos, em muitos casos
ela propria pode também causar danos ao organismo (OLIVEIRA et al., 2019).

A descricdo classica da inflamagdo (Figura 1) surgiu por meio da observacao visual.
Partindo das alteracbes observadas, Celsius (30 a.C. — 38 d.C.) propds quatro sinais que
caracterizam a inflamacdo, isto é, vermelhiddo (rubor), calor, inchago (tumor) e dor. Muitos
anos depois, Virchow (1821-1902), descreveu o quinto sinal classico da inflamacéo, que é a
perda de funcdo do 6rgéo ou tecido inflamado (TRACY, 2006).

Figura 1 - Processo inflamatdrio e os cinco sinais cardinais da inflamacéo

[ Processo Inflamatério |
[ Sinais Cardinais |
I | | | ]

Calor Rubor Edema Dor Perda
3 $ s | de funcgao

Estimulo
Nervoso

Fonte: Autoria propria, 2023.

No geral, a inflamagdo é descrita como constituindo-se em fases aguda e cronica,
embora haja sobreposicdo entre esses processos. A resposta inflamatoria aguda é a reacéo
imediata do organismo frente a um estimulo, em que componentes moleculares e celulares sdo

direcionados ao local da lesdo em um processo dindmico e vital ao organismo
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(PANIGRAHY, 2021). Arquitetada para proteger o hospedeiro contra a ameaca de infecgdo
patogénica ou leséo, a inflamacdo aguda atua de forma localizada e limitada para iniciar a
remocdo de danos e restaurar a homeostase tecidual (AGHASAFARI et al., 2019).

A fase aguda caracteriza-se por dilatacdo vascular e aumento da permeabilidade
capilar, seguido por aumento do fluxo sanguineo e o recrutamento de leucdcitos, incluindo
neutréfilos, mondcitos, macréfagos e linfocitos. Estas células migram por meio de um
gradiente quimiotatico para o local da lesdo de forma cuidadosamente orquestrada mediado
por citocinas e proteinas de fase aguda. Dependendo do grau de lesdo, esta fase pode ser
suficiente para resolver qualquer dano (SERHAN, 2017; SERHAN; LEVY, 2018).

A inflamagdo persistente devido a uma exposicdo prolongada a estimulos
inflamatdrios ou uma reacdo inadequada a moléculas proprias, pode levar a fase cronica, na
qual populacbes de células imunes mudam para um fen6tipo mononuclear, resultando em
dano tecidual e fibrose. Além disso, a inflamagdo cronica contribui para inUmeras doencas
incluindo artrite, asma, aterosclerose, doencas autoimunes, diabetes, e cancer, e as condi¢oes
de envelhecimento (CASTANHEIRA & KUBES, 2019).

O processo inflamatorio envolve uma série de eventos que se iniciam com o
reconhecimento da agressdo, seguido da liberacdo de mediadores inflamatdrios que induzem
modificagdes na microcirculagdo para a saida de plasma e de leucdcitos dos vasos,
concomitantemente ocorrem estimulos para reparar 0s danos produzidos (SUN et al., 2021).

As agressdes sdo reconhecidas por meio de moléculas existentes no agente agressor ou
geradas pela atividade deste em componentes do hospedeiro. As moléculas existentes em
patdgenos que podem ser reconhecidas pelo organismo recebem o nome de PAMP (padrdo
molecular associado patdgeno), enquanto as resultantes de alteracbes em moléculas do
organismo ou de estresse metabolico por agressdes diversas sdo denominadas DAMP (padrédo
molecular associado ao dano). O conjunto formado pelos padrdes PAMP e DAMP ¢
denominado alarmina, moléculas de alarme ou moléculas sinalizadores de agressdo. A
combinacdo da molécula padrdo com os receptores de reconhecimentos de padrdes (PRRs)
presentes nas superficies de fagocitos ou sollveis no sangue e fluidos extracelulares,
fornecem um sinal de perigo que alerta o sistema imunoldgico e estimula uma série de acdes
pré-inflamatorias e antimicrobianas contra invasores estranhos (ZINDEL & KUBES, 2020;
SUN et al., 2021).
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2.1.1 Células envolvidas na inflamagéo

As células envolvidas na inflamacdo podem ser residentes no tecido no qual houve a
injuria como 0s mastocitos e macrofagos, ser constituintes de tecido como as células
endoteliais ou ser como as plaquetas e os leucdcitos, que apds serem ativados, tem acesso a
area da inflamacéo a partir do sangue (ALESSANDRI et al., 2013).

Quando ocorre um processo inflamatorio, leucécitos podem migrar a partir da corrente
sanguinea para o tecido lesado, esta passagem do sangue para o tecido é chamada de
diapedese, processo essencial para a respostas inflamatoria. Este grupo celular é diversificado
e apos ser recrutado para os locais de lesdo tecidual, ali passam a agir na captura, na
eliminacdo de patdgenos invasores, na fagocitose de resto de tecidos e na producdo de
citocinas e anticorpos (ABDULKHALEQ et al., 2018).

Os neutrofilos, tambeém referidos comumente como polimorfonucleares (PMNS) por
possuirem nucleos com natureza lobulada, sdo a populacdo leucocitaria predominante no
sangue humano. Estas células sdo os principais atores do sistema imunologico inato, atuam
como mediadores celulares primarios coordenando o inicio, a propagacdo e a resolucédo da
inflamacdo. Em seus nucleos sdo encontrados granulos que podem conter uma variedade de
enzimas, peptideos, e proteinas, além de espécies reativas de oxigénio que podem ser
liberadas rapidamente deste compartimento celular. Algumas moléculas que se encontram
nesse compartimento servem para digerir e destruir microrganismos ou materiais estranhos
apos a fagocitose, porém estas moléculas podem ser liberadas dos granulos, danificam o
tecido do hospedeiro, intensificando assim o processo inflamatdrio e a producdo de radicais
livres (MARGRAF; LOWELL; ZARBOCK, 2022).

Os neutréfilos ativam-se rapidamente em resposta a estimulos inflamatorios e migram
da circulacdo para os locais de inflamacdo atravessando o endotélio dos vasos sanguineos. O
processo de migracdo de neutrofilos ocorre por quimiotaxia, no qual eles sdo atraidos até o
sitio inflamatério seguindo um gradiente quimico, fendmeno especifico e altamente regulado
que envolve quatro etapas fundamentais: captura, rolamento, adesdo e a transmigracdo da
célula (MICHAEL & VERMEREN, 2019). Para que estas etapas ocorram Sao Nnecessarios a
acdo de moléculas de adesdo presentes nas membranas dos neutrofilos e nas células
endoteliais que se encaixam de maneira complementar, bem como, a acdo de fatores
quimiotaticos, como por exemplo as quimiocinas, que contribuem para o direcionamento do
processo de recrutamento (PETRI & SANZ, 2018).
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A cascata inicial de recrutamento de neutréfilos é desencadeada por alteracbes na
superficie das células endoteliais como resultado da acdo de mediadores inflamatorios, a
exemplo de citocinas inflamatérias (TNF-a, interleucina IL-1f), histamina e dos leucotrienos,
que sdo liberados por leucdcitos residentes nos tecidos que se encontram lesionados ou
infeccionados. Além disso, as células endoteliais também podem ser ativadas diretamente por
patdgeno, através do reconhecimento por receptores do tipo PRR, ou ainda por produtos
intracelulares resultantes do dano tecidual. Apés ativacdo do endotélio ocorre a expressdo de
selectinas nas células endoteliais onde sdo expressados dois tipos, a P-selectinas, que é
previamente produzida e armazenada nos corpos de Weibel-Palade, e as E-selectinas. Um
terceiro tipo de selectina, as L-selectinas, sdo expressas pelos leucécitos
(KOLACZKOWSKA & KUBES, 2013; CHU et al., 2018).

Essas moléculas de adesdo maximizam o recrutamento por meio da interacdo com
ligantes glicosilados expressos tanto nos neutrofilos quanto no endotélio, a exemplo da
glicoproteina P-selectina-1 (PSGL1), molécula de adesdo intercelulares-1 (ICAM-1),
molécula de adesdo da célula vascular-1 (VCAM-1), molécula de adesdo celular endotélio-
plaqueta-1 (PECAM-1). As selectinas estdo localizadas nas extremidades das vilosidades da
membrana das células, apos a captura, a forca que o fluxo sanguineo exerce sobre a parede do
endotélio faz com que a ligacdo selectina-ligante, que ¢ uma ligacdo de baixa afinidade, seja
constantemente desfeita e refeita. Esse processo permite que as células deslizem ao longo do
endotélio vascular, reduzindo a velocidade com que elas percorrem o vaso, completando a
etapa de rolamento (CHU et al., 2018; LEW & KUBES, 2019).

O processo de rolagem de neutréfilos desencadeia uma ativacéo adicional em razéo da
interacdo de neutr6filos com quimiocinas presentes na superficie do endotélio. A medida que
as células rolam e se aproximam do foco inflamatorio, o padréo de expressdo de moléculas de
adesdo muda e as integrinas passam a assumir esse processo. Quando os leucocitos entram em
contato com as quimiocinas depositadas na superficie do endotélio, as L-selectinas séo
clivadas através da acdo de enzimas e a célula passa a expressar moléculas de alta afinidade
conhecidas como integrinas, notoriamente o antigeno associado a funcéo linfocitaria-1 (LFA-
1) e antigeno de macrofago (MAC-1) (PULIKKOT et al., 2022).

Na etapa final ocorre a transmigracdo, que pode acontecer por duas vias, normalmente
as células rastejam sob o endotélio vascular a procura de um local adequado para
transmigracdo por entre as células epiteliais, essa rota € conhecida como paracelular. No
entanto, a transmigracdo pode ocorrer atraves da via transcelular, neste processo a célula

epitelial envolve o neutrofilo através de projecfes semelhantes a microvilosidades, formando



20

uma espécie de clpula. Por essa segunda rota os neutréfilos necessitam da ajuda das
integrinas PECAM-1, ICAM-1, LFA-1 e MAC-1 para atravessar a barreira de células
endoteliais (Figura 2) (FILIPPI, 2016; FILIPPI, 2019).

Figura 2 - Etapas da cascata de migragdo de neutrofilos
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Fonte: Hordijk, 2022.

Ao chegar no local da inflamacdo, os neutréfilos séo eficientes em conter e erradicar
0s patdgenos invasores. Para isso, 0s neutrofilos ativados utilizam diferentes mecanismos de
defesa para conter e eliminar o agente agressor com a finalidade de manter a integridade do
organismo. Dentre 0s mecanismos que estas células utilizam estdo a fagocitose, a
degranulacéo e a liberacdo de armadilhas extracelulares de neutréfilos denominadas de NETS
(NAUSEEF & BORREGAARD, 2014). Os NETs sdo filamentos de cromatina e DNA
nuclear liberados no meio extracelular agregadas a proteases de neutréfilos como a elastase e
moléculas antimicrobianas como histonas, bem como outras moléculas toxicas que matam
patdgenos. Essas armadilhas foram desenvolvidas pelos neutrofilos a fim de aumentar a
eficAcia de capturar patdgenos circulantes no sangue e sdo ativadas sob condicbes de
cisalhamento (PAPAYANNOPOULOQOS, 2018).

Outros mecanismos de defesa importantes culminam com a liberacdo de enzimas e
agentes microbicidas como a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e a enzima

mieloperoxidase (MPO). Os neutréfilos produzem EROs pela ativacdo da enzima NDPH
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oxidase, também chamada de oxidase de fagdcitos, que ao oxidar a NADPH reduz o oxigénio
em anion superdxido (O%). Dentro do lisossomo e fagolisossomo o O é convertido em
peroxido de hidrogénio (H202) devido a dismutacdo espontanea. O H»O; isolado ndo tem uma
acdo bactericida eficiente, mas ao formar um sistema de haletos com a MPO forma um
poderoso microbicida. A mieloperoxidase na presenca de haletos como o cloreto (CI),
converte 0 H2O. em &cido hipocloroso (HCIO), que tem acdo semelhante aos alvejantes
domésticos. O hipoclorito é um potente agente antimicrobiano, destr6i 0s microrganismos por
halogenacdo ou oxidacdo de proteinas e lipideos. A MPO como produto de neutréfilos pode
ser usada para avaliar a gravidade da inflamagdo. (KUMAR; ABBAS; ASTER, 2018;
GERMOLEC et al., 2018).

A composicdo do infiltrado de leucocitos varia de acordo com o tempo da resposta
inflamatdria e com o tipo de estimulo. Na inflamacdo aguda, as células predominantes no
infiltrado inflamatorio, na maioria dos estimulos, sdo os neutrofilos que podem ser
encontrados durante as 6 primeiras horas podendo migrar até as 24 horas apos o inicio do
estimulo, apos esse tempo sdo substituidos por monocitos (KRATOFIL et al., 2022).

Os mondcitos sdo leucdcitos circulantes no sangue que ndo proliferam em estado
normal. No entanto, estas células demonstram importancia na imunidade inata e adaptativa,
atuando principalmente na defesa imunologica, inflamacéo e remodelacéo tecidual. Durante a
inflamacdo extravasam da circulagdo sanguinea para os tecidos inflamados seguindo o
paradigma geral da cascata do recrutamento de leucocitos. Nos tecidos, sdo as células
precursoras das células apresentadoras de antigenos profissionais, macréfagos e células
dendriticas, que ao se diferenciar nestas, sdo capazes entdo, de resolver a inflamacdo e
facilitar reparacdo de feridas (YANEZ et al., 2017).

Os monacitos expressam diferentes perfis de citocinas ao longo do curso inflamatério,
no inicio os niveis mais elevados sédo de IL-p ¢ TNF-o, enquanto ao longo do curso de
cicatrizacdo de feridas expressam TGF-B (transformando o fator de crescimento beta) e VEGF
(vascular fator de crescimento endotelial), congruente com um efeito mais reparador
(KRATOFIL; KUBES JUSTIN, 2016). Esses leucocitos também tem a capacidade de limpar
os detritos celulares e contribuir para a deposicéo de colageno na area lesada, além de ser um
efetor microbicida exterminando agentes patogénicos através da fagocitose, producdo de
ERQOs, 6xido nitrico, MPO e citocinas inflamatorias (SAMPATH et al., 2018; KRATOFIL et
al., 2022).

Macrofagos sdo células residentes de tecidos e sdo derivados de mondcitos circulantes.

Representam uma populacdo de células imunes dedicadas a fagocitose, processo pelo qual as
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celulas ingerem e destroem particulas estranhas, seja uma célula danificada ou morta, uma
bactéria ou qualquer outro corpo estranho (GINHOUX & GUILLIAMS, 2016; GUILLIAMS
et al., 2020). Os macréfagos sdo amplamente presentes no corpo, equipados com capacidade
de sentir e responder a alteragdes nos locais onde se encontram, desempenham importantes
funcdes homeostéticas e de resisténcia a invasdo de patdgenos (OKABE & MEDZHITOV,
2016).

Presentes em diferentes tecidos, estas células polarizam-se de acordo com a mudanga
no seu ambiente, formando diferentes subtipos de macréfagos, os classicamente ativados M1
e os alternativamente ativados M2 (MARTINEZ & GORDON, 2014; TSAI et al., 2022). Os
macréfagos M1 sdo capazes de respostas pré-inflamatérias devido a estimulos de produtos
microbianos como LPSs ou TNF-a e IFN-y e produzem fatores pro-inflamatérios como IL-1,
IL-6, IL-12. Em contraste, 0s macréfagos M2 sdo capazes de respostas anti-inflamatérias e
reparo de tecidos danificados devido a estimulo de citocinas IL-4 e IL-13. Em tecidos
infectados, os macréfagos sdo primeiro polarizados para o fendtipo pro-inflamatorio M1 para
auxiliar o hospedeiro contra patdgenos. Posteriormente, os macréfagos séo polarizados para
formar uma resposta anti-inflamatoria ao fendtipo M2 e reparar o tecido danificado. A
regulacdo da polarizacdo de macréfagos desponta como um aspecto chave para o sucesso da
funcdo imunoldgica. Além disso, produzem niveis elevados de arginase, fibronectina e
proteinas associadas a matriz, mostrando assim que os macréfagos sdo essenciais para inicio,
propagacao e resolucdo do processo inflamatorio (WANG et al., 2019; YUNNA et al., 2022).

Dentre os componentes celulares da resposta inflamatéria detentores de granulos
citoplasmaticos tem-se ainda os basofilos e mastocitos, seus granulos servem como
reservatorios para mediadores solGveis que atuam em muitos aspectos no curso da inflamacéo.
Reagentes na fase inicial, os mastdcitos, sdo ativados por meios de processos mediados por
IgE e por meio de outros processos que nao requer participacdo de IgE, como via de
receptores toll-like, citocinas, substancia P, composto 48/80 (C48/80), dentre outros
estimulos, que levam a ativacdo de mastdcitos iniciando uma cascata de vias de sinalizacao
que eventualmente levam a degranulacdo e liberacdo rapida de granulos pré-formados,
contendo histamina e B-hexosaminidase, B-glucuronidase, amiloidase, e quimase. Eles
também secretam e liberam produtos do metabolismo do acido araquiddnico (prostaglandinas
e leucotrienos) que mediam a vasodilatagdo e o aumento da permeabilidade vascular
caracteristicos da resposta vascular aguda (GERMOLEC et al., 2018).

A secrecdo do fator ativador de plaquetas (PAF) pelos mastocitos também pode levar

ao aumento da permeabilidade e, a0 mesmo tempo, estimula a ativacdo e agregagéo
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plaquetéria, resultando na ativacdo de neutrofilos, cumprindo o seu principal papel na
imunidade inata que é recrutar neutréfilos, que podem aumentar a defesa do hospedeiro ou
pode levar a imunopatologia (HUANJIN et al., 2020). Assim como nos mondcitos, basofilos
também possuem receptor Fc3RI de alta afinidade para IgE, portanto, sdo células importantes
na alergia. Uma vez que ocorra a ligagdo de IgE com esses receptores ha a liberacdo de
histamina, mediadores lipidicos e uma variedade de moléculas biologicamente ativas
(HAMEY et al., 2020).

Os eosinofilos sdo granuldcitos diferenciados que circulam no sangue periférico e se
alojam em varios tecidos do corpo. Possuem relevancia na imunidade ndo s6 pelo seu
tradicional envolvimento em processos alérgicos e em infec¢fes helminticas, mas também por
estarem envolvidos em diversos processos patologicos inflamatorios como nos disturbios
autoimunes (esofagite eosinofilica, gastroenterite eosinofilica, pneumonia eosinofilica aguda),
canceres solidos e hematologicos. Em seus granulos sdo encontradas proteinas catiénicas que
sdo capazes de induzir lesdo tecidual como a proteina basica principal (MBP), proteina
catibnica eosinofilica (ECP), peroxidase eosinofilica (EPO) e neurotoxina derivada de
eosintfilos (EDN). Suas caracteristicas biologicas e comportamento fisiolégico incluem
sintese e expressdo de quimiocinas, citocinas, contetdo granular e armadilhas extracelulares,
que por intermédio destas podem modular as funcbes de outros leucdcitos, por exemplo,
podem expressar 0 complexo de histocompatibilidade de classe Il (MHC I1) e moléculas co-
estimuladoras, processando antigenos e estimulando células T a proliferar e produzir citocinas
de forma antigeno-especifica (BOZZA et al., 2020; WECHSLER et al., 2021; FOLCI et al.,
2021).

Embora a inflamacdo seja geralmente analisada sob a perspectiva da infiltracdo
tecidual, as células endoteliais vasculares tém um papel importante nesses processos,
alterando seus fendtipos para apoiar as varias fases do processo inflamatério. As propriedades
das células do endotélio mudam durante a transicdo da inflamacdo aguda para cronica e
durante a transicdo da imunidade inata para a adaptativa. Mediadores que atuam nas células
endoteliais também agem sobre os leucocitos e vice-versa. As células endoteliais tem funcgéo
ativa na inflamac&o, por secretarem éxido nitrico, que promove vasodilatacdo, aumento da
liberacdo de plasma e de células sanguineas para a area da inflamacdo (STURTZEL, 2017;
DALAL; MULLER; SULLIVAN, 2020).
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2.1.2 Mediadores da inflamacéo

A resposta inflamatéria é mediada por componentes quimicos, rigidamente
controlados, que possuem funcdes especificas na coordenagdo de inicio e evolucdo das
reacOes inflamatorias (PANIGRAHRY et al., 2021). Os componentes quimicos sdo substancias
bioldgicas que derivam de proteinas do plasma, células residentes no tecido agredido ou
secretados por outras células. Os mediadores inflamatorios que derivam do plasma tem como
principal fonte o figado e estdo presentes em formas precursoras, como o0 sistema
complemento e o sistema cinina, que para adquirir suas propriedades biolégicas precisam ser
ativadas através de uma série de clivagens proteoliticas. Os macréfagos locais liberam NO e
citocinas no local inflamado. Mediadores de origem celular estdo contidos em grénulos
intracelulares, os quais precisam ser secretados, como a histamina, serotonina e enzimas
lisossomais, estas moléculas sdo as primeiras a atuar na resposta inflamatoria, pois se
encontram pré-formados em granulos secretorios. A histamina é produzida por mastocitos,
basofilos e plaquetas; a serotonina encontrasse pré-formada nas plaquetas e as enzimas
lisossomais sdo produzidas pelas celulas fagocitarias como neutrofilo e macrofago. Depois de
instaurada a inflamacgdo, os leucdcitos e ceélulas endoteiais produzem e secretam o0s
subprodutos do acido aracdonico, as prostaglandinas e leucotrienos (SERHAN; LEVY, 2018;
POLUHA; GROSSMANN, 2018; FEEHAN; GILROY, 2019; MEIZLISH et al., 2021).

A maioria dos mediadores agem por meio de ligacdo com receptores especificos,
outros por meio de acdo enzimatica direta ou por meio de danos devido a geracdo de radicais
livres. Juntos, os mediadores da inflamacéo orquestram todos os eventos inflamatorios, como
dilatacdo dos vasos sanguineos, permeabilidade vascular, migracdo de leucécitos para o tecido
afetado e dor. Além disso, podem desencadear uma cascata capaz de gerar ampliagdo, com
formacdo de mais mediadores. No entanto, a maioria dos mediadores tem meia-vida curta,
deteriorando-se rapidamente, sendo inativados por enzimas ou inibidos por inibidores
(ABDULKHALEQ et al., 2018; BESEDOVSKY; LANGE; HAACK, 2019).

Os mediadores inflamatérios podem ser classificados de acordo com as suas
propriedades bioguimicas. Dentre os principais grupos de mediadores, incluem-se: aminas
vasoativas (histamina e serotonina); proteases plasmaticas (sistema de cinina-bradicinina,
sistema complemento, sistema coagulacao-fibrinolitico); metabdlitos do acido araquiddnico
(via ciclo-oxigenase e lipo-oxigenase); proteases lisossomicas; radicais livres derivados do
oxigénio; fatores ativadores de plaquetas (PAF); quimiocinas e citocinas (ABDULKHALEQ
et al., 2018; SUGIMOTO et al., 2019).
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2.1.3 Aminas e peptideos vasoativos

As aminas vasoativas sdo as primeiras substancias a serem liberadas durante a ativagao
da cascata da inflamacgdo. Elas tém papel importante no processo inflamatério, uma vez que
tem a capacidade de causar contracdo do musculo liso, vasodilatacdo e permeabilidade
vascular. As principais aminas vasoativas com esta capacidade sdo histamina e serotonina
(GALVAO et al., 2018).

Aminas vasoativas podem atuar sinergicamente com peptideos, como a bradicinina,
induzindo a elevacdo do extravasamento de liquidos para o espaco intercelular, gerando
edema (tumor), hiperemia (rubor) e elevacdo da temperatura (calor) e ainda participam de
processos de nocicepcao no local da inflamacdo. Estes eventos, associados com a liberacao de
quimiocinas, estimulam a migracédo de leucdcitos para o sitio da inflamagdo (RANKIN, 2004;
MEDZHITQOV, 2008).

A histamina apresenta uma natureza dicotdmica, sendo capaz de promover respostas
inflamatdrias e regulatorias que contribuem para processos patologicos, e igualmente, pode
atuar em funcbes homeostaticas. Na inflamacdo desempenha papel importante, causando
vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular. Essa molécula vasoativa € liberada
principalmente por mastocitos, onde se encontra pré-formada nos granulos mastocitarios, mas
também pode ser encontrada em outras células em menor percentual como basofilos,
plaquetas e neurénios. A liberacdo desse mediador ocorre pela degranulacdo dos mastocitos
em resposta a varios estimulos, por exemplo, lesdo fisica, frio, calor, anticorpos ligados aos
mastocitos, fragmentos do complemento (anafilatoxinas C3a e C5a), proteinas de liberacdo da
histamina derivadas dos leucdcitos, neuropeptideos (substancia P), citocinas (IL-1, I1L-8) e
compostos 48/80 (CASTELO BRANCO et al., 2018).

Os efeitos pleiotrépicos da histamina ocorrem por meio de sua ligacdo com quatro
subtipos de receptores histaminicos especificos (H1, H2, H3 e H4) associados a proteina G. A
ativacdo e inativacdo desses receptores coexistem em equilibrio. O receptor H1 é expresso em
varios tipos de células, tais como neurdnios, células endoteliais, medula adrenal, células
musculares, hepatdcitos, condrdcitos, mondcitos, neutrofilos, eosinofilos, células dendriticas,
células T e células B. A sinalizacdo por meio de H1 resulta na sintese de prostaciclinas,
ativacdo do fator plaquetario, sintese de éxido nitrico, acido araquiddnico e seus metabdlitos,
tromboxano e contracdo das células musculares lisas. Além disso, a ativacdo de H1 leva ao
aumento da quimiotaxia de eosinofilos e neutrofilos no local da inflamagéo, maior capacidade

funcional das células apresentadoras de antigenos (APCs) e ativacao de linfocitos Thl
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(JUTEL; BLASER; AKDIS, 2006; OMAHONY; AKDIS; AKDIS, 2011; SARASOLA et al.,
2021). O receptor H2 estimula a secrecéo gastrica, enquanto que o receptor H3 esté localizado
no SNC e periférico e inibe a liberacdo e sintese de histamina, e o receptor H4 estimula a
quimiotaxia de eosinofilos e mastécitos (BEERMANN et al.,, 2015; SCHIRMER &
NEUMANN, 2021).

A serotonina, conhecida também como 5-hidroxitriptamina (5-HT), é um metabdlito
do triptofano, que além de ser um importante neurotransmissor, desempenha papel na
modulacdo do processo inflamatério com agdes semelhantes as da histamina (LIU et al.,
2021). Este mediador vasoativo esta presente nos mastocitos de algumas espécies como rato e
camundongo, porém nos seres humanos, encontra-se pré-formada nas plaquetas e células da
mucosa gastrointestinal (BANSKOTA; GHIA; KHAN, 2019). A serotonina tem uma
importante atribuicdo na alteragcdo do tonus e permeabilidade vascular, o que contribui para o
extravasamento de fluidos. A 5-HT age como um poderoso agente estimulante das
terminagdes nervosas sensitivas para dor e prurido, além disso, produz rubor, um dos sinais
cardinais da inflamacdo, tendo como possivel explicacdo para esse fato, a constricdo venosa
com consequente aumento no enchimento capilar (SEPIASHVILI; BALMASOVA,
STAURINA, 2013; SHAJIB & KHAN, 2015; WU et al., 2019).

A Dbradicinina € um peptideo vasoativo clivado do cininogénio por uma enzima
proteolitica, a calicreina. Na inflamacéo, a bradicinina, juntamente com as prostaglandinas e a
histamina, sdo mediadores da vasodilatacdo, na qual relaxa o masculo liso arteriolar e, por sua
vez, aumenta o fluxo sanguineo. Esse aumento do fluxo sanguineo causa rubor e calor
caracteristicas do processo inflamatério. A bradicinina, juntamente com a prostaglandina E>
(PGE>), também desempenha um papel na sensibilizacdo das terminagdes nervosas sensoriais,
que causa a dor, outro componente do processo inflamatorio. Assim, no processo de
inflamacdo, a bradicinina causa aumento da vasodilatacdo, aumento da permeabilidade e
aumento da dor (HOFMAN et al., 2016; QADRI & BADER, 2018; CHOI & HWANG, 2018;
PIRAHANCHI & SHARMA, 2022).

2.1.4 Metabolitos do acido araquiddnico

Os mediadores lipidicos sdo moléculas organicas liberadas no processo inflamatério
por meio da acdo de enzimas, que quando ativadas, clivam fosfolipideos constituintes da
membrana celular para formar esses mediadores lipidicos (CALDER, 2020). As fosfolipases

(A, C, D) hidrolisam tais fosfolipideos da membrana e liberam &cido araquidonico (AA), apds
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estimulos mecénicos, quimicos e fisicos ou outros mediadores. Uma vez na forma livre, 0 AA
pode ser rapidamente metabolizado por varios complexos multienzimaticos, formando
produtos intermediarios oxigenados. Através da atividade das enzimas ciclo-oxigenases
(COXs) da origem a formacédo de prostaglandinas (PGs), prostaciclinas (PIs) e tromboxanos
(TXs), enquanto que por meio das lipo-oxigenases (LOXSs) levam a sintese dos leucotrienos e
lipoxinas e outros compostos. Os produtos derivados do metabolismo do AA séo conhecidos
coletivamente como eicosanoides e geralmente ndo tem atuacdo a distancia do local de sua
producdo (acdo enddcrina) pois sdo rapidamente metabolizados no proprio local da sintese ou
no pulmdo e figado (ROGERIO; SORGI; SADIKOT, 2015; NORE et al., 2020;
YAMAGUCHI; BOTTA; HOLINSTAT, 2022).

As prostaglandinas mais importantes sdo as que apresentam duas duplas ligacdes
(PG2), dentre as quais PGD3, PGI; (prostaciclina), PGE2 e TXA: (tromboxano) tem papel de
destaque. S@o geradas pelas agcdes de duas ciclo-oxigenases chamadas COX-1 e COX-2. A
COX-1 é expressa constitutivamente na maioria dos tecidos desempenhando funcgdes
homeostatica (principalmente no trato gastrointestinal), ndo apresenta o protagonismo na
resposta a estimulos inflamatérios mesmo quando expressa. Em contraste, a COX-2 €
induzida por estimulos inflamatorios e, portanto, gera as PGs que estdo envolvidas nas
reacOes inflamatdrias, por isso, na maioria dos tecidos normais a COX-2 esta ausente ou
apresenta baixa concentracdo (MITCHELL & KIRKBY, 2019).

As prostaglandinas atuam em varias células e produzem uma vasta gama de efeitos,
assim, PGD2 € o maior produto da via COX em vérios tipos de células, incluindo
macrofagos, células dendriticas e mastocitos ativados, PGl é sintetizada principalmente em
células endoteliais onde produz efeitos antiagregadora plaquetaria e vasodilatadora, PGE; é
sintetizado em muitos tipos diferentes de células, principalmente em macrofagos com
atividades vasodilatadora, controla a atividade de linfocitos, citoprotetora e algigénica e
TXA: € o principal produto da via da COX em plaquetas com acdo de agregante plaquetario e
potente vasoconstritor (RICCIOTTI & FITZGERALD, 2011; YAO & NARUMIYA, 2019;
CHENG et al., 2021).

De modo geral, os eicosandides produzidos a partir do AA participam de varios
processos fisiologicos e fisiopatoldgicos, nas respostas inflamatdrias age modulando por meio
da quimiotaxia de leucdcitos, sobre a producéo e liberagdo de outros mediadores lipidicos e
peptidicos. Sendo potentes mediadores pro-inflamatérios, os eicosandides e a sua supressao
tem sido um importante alvo terapéutico (CUI & JIA, 2021; JAGUSCH; BAUMEISTER;
POHNERT, 2020; JAGUSCH ET et al., 2021; ROBB et al., 2020).
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2.1.5 Estresse oxidativo

O estresse oxidativo refere-se a producdo excessiva de espécies reativas de oxigénio
(EROs) nas células e tecidos, manifestando-se quando o sistema antioxidante do organismo
ndo € capaz de neutraliza-los. Normalmente o corpo produz espécies reativas de oxigénio,
porém em quantidades limitadas, sendo compostos importantes envolvidos na regulacdo de
processos que envolvem a manutencdo da homeostase celular e fungdes como transducdo de
sinal, expressdo e ativacdo de receptores. No entanto, o desequilibrio nos mecanismos de
protecdo pode ocasionar lesdo nas estruturas celulares ao causar danos de moléculas como
DNA, proteinas e lipidios (RAMOS-GONZALEZ et al., 2021; MORRIS et al., 2022).

No processo de respiracdo celular durante o metabolismo oxidativo sdo produzidos
EROs e peroxidos organicos. Em condi¢cdes hipoxicas, € produzido o éxido nitrico (NO)
durante a reacdo em cadeia respiratoria. O NO é uma espécie reativa de nitrogénio (ERNS)
que pode levar a mais producédo de espécies reativas, como aldeidos reativos, malondioaldeido
(MDA) e 4-hidroxinonenal. A superproducao de EROs e ERNs notadamente em um periodo
prolongado de tempo pode causar danos a estrutura e funcbes celular, uma vez que, 0s
principais alvos do estresse oxidativo sdo proteinas, lipidios e moléculas de DNA/RNA, e
modificagdes nessas moléculas podem aumentar as chances de mutagénese. Assim, a
producdo excessiva de EROs nas células e tecidos pode ser deletério se ndo for removido
rapidamente, podendo causar danos irreversiveis resultando em morte celular por processos
necroticos e apoptoticos (HUSSAIN et al., 2016; KARKUCINSKA-WIECKOWSKA et al.,
2022).

As espécies reativas produzidas durante o processo oxidativo no metabolismo ou por
alguns produtos quimicos naturais ou artificiais e agentes microbianos podem iniciar o
processo inflamatorio resultando em sintese e secrecdo de citocinas pré-inflamatérias. Essas
espécies reativas induzem a ativacdo do fator nuclear kappa B, o que leva a sintese de fator de
necrose tumoral-alfa (TNF-a) e outros mediadores quimicos. Além disso, oxidacdo de
proteinas induz a liberacdo de moléculas sinalizadoras inflamatérias como peroxirredoxina 2
(PRDX2), esta proteina ubiqua dependente de estado redox, atua ativando macrofagos para
produzir e liberar mediadores quimicos (BLASER et al., 2016).

A relacdo entre estresse oxidativo e inflamacao tem sido exaustivamente evidenciadas,
mostrando que 0 estresse oxidativo desempenha um papel patogénico nas doengas
inflamatérias (KASSIANIDES; WHITE; BHANDARI, 2022). Em contrapartida, os sistemas

biolégicos contém algumas defesas antioxidantes robustas que incluem um sistema
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enzimatico, como as enzimas superéxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx) e
catalase (CAT), e outros sistemas ndo enzimaticos, como a glutationa (GSH). Estes sistemas
fisiologicos atuam na eliminagdo de radicais livres, levando o organismo ao estado redox,
protegendo a integridade das células e tecidos, evitando possiveis danos (CHATTERJEE,
2016; MARTINS; FONSECA,; REBELO, 2021).

A enzima SOD é a primeira a combater os radicais livres, ela age dismutando o anion
superoxido (O2™) a peroxido de hidrogénio (H202). As enzimas CAT e GPx se integram para
impedir o acimulo de H20O., que possibilita a geracdo do radical hidroxila (OHe), contra o
qual ndo existe defesa enziméatica. A GPx reduz o H20O, a 4gua por meio da conversdo da
glutationa reduzida (GSH) em oxidada (GSSG). Assim, é fundamental a acdo da glutationa
redutase, responsavel pela recuperagdo da GSH, o que possibilita a manutencdo da
integralidade do ciclo redox da glutationa e, consequentemente, a eficacia do sistema de
defesa enzimatico (GUEDES et al., 2022; SWITZER & FUKUTO, 2022).

2.1.6 Dor inflamatoria

Uma das caracteristicas fundamentais do estado inflamatorio é que estimulos
normalmente indcuos produzem dor. Essa sensacdo desagradavel tem como funcgéo primaria a
protecdo do organismo, sendo uma caracteristica cardinal dos mecanismos protetores
fisiologicos normais; inversamente, na cronicidade a dor ndao auxilia a sobrevivéncia. Apesar
de ser uma reacdo complexa e de dificil definicdo, a Associacdo Internacional para o Estudo
da Dor (IASP, 2017), criou 0 seguinte conceito para dor: uma experiéncia sensitiva e
emocional desagradavel associada, ou semelhante aquela associada, a uma lesao tecidual real
ou potencial (AYDEDE, 2017; RAJA, et al., 2020; DESANTANA et al., 2020; LEE &
NEUMEISTER, 2020). A experiéncia de dor apresenta uma conotacao individual e sofre
influéncias de experiéncias anteriores. Ja 0 termo nocicepcao refere-se somente a percep¢do
de estimulos nocivos com a subsequente transmissdo de informacGes codificadas para o
sistema nervoso central, evocado pela ativacdo de receptores sensoriais especializados (0s
nociceptores) existentes no local da lesdo, que fornecem informacdes sobre a lesdo tecidual
ocasionada por estimulos nocivos (ALCOCK, 2017).

Geralmente a dor é descrita em termos de gravidade (leve, moderada, grave), duracao
(aguda, cronica), e tipo (nociceptiva, inflamatoria, neuropética). A percepcdo da dor ocorre
através dos mecanismos de transducdo, em que a transformacdo de um estimulo ndxico

mecanico, térmico ou quimico ativa nociceptores; pela transmissdo, por meio de um conjunto
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de vias que permitem a propagacdo do impulso nervoso gerado ao nivel de nociceptor chegar
até o sistema nervoso central (SNC); e modulacéo de supressdo da dor ativadas pelas proprias
vias nociceptivas (BUENO JR & NEUMEISTER, 2020; FINNERUP; KUNER; JENSEN,
2021).

A transmissdo da dor estd associada a atividade elétrica nas fibras nervosas aferentes
primarias que possuem terminacdes livres, estas estruturas livres sdo 0S nociceptores,
encontrados no tecido periférico (pele, masculos, articulagbes, visceras, conjuntivo dentre
outros). Nos nociceptores existem sensores moleculares especializados variados expressos,
como receptores acoplados a proteina G (GPCRs), canais potenciais de receptores transitorios
(TRPA1, TRPV1), canais de sodio (Nav1l.7 e Navl.8), e mecanorreceptores (canais Piezo).
Esses sensores ndo apenas detectam estimulos fisicos, como lesdes mecanicas e temperaturas
nocivas (calor e frio), mas também pode detectar uma variedade de mediadores inflamatdrios,
incluindo bradicinina, prostaglandinas, citocinas. Além disso, os microRNAs também podem
servir como mediadores da dor, bem como da coceira, uma sensacéo distinta que desencadeia
0 ato de cocar (MOORE et al., 2018; HAN et al., 2018; CHEN; DONNELLY; JI, 2020).

As fibras nervosas aferentes primarias podem ser amielinizadas ou mielinizadas.
Tomando como caracteristicas a estrutura, didmetro e velocidade de conducdo estas fibras de
primeira ordem séo classificadas em trés tipos: fibras C (ou tipo 1V), fibras A-B, fibras A-6
(ou tipo 111) (DAS, 2015; CHEN et al., 2022).

As fibras nervosas ndo mielinizadas séo fibras C que possuem pequeno diametro (0,4—
1,2 um) e velocidade de conducdo que varia de 0,5 a 2,0 m/s. Estas fibras apresentam
receptores termosensiveis (que respondem ao frio e ao calor), mecanonociceptores de baixo
limiar e respondem a uma ampla variedade de estimulos (mecanicos, quimicos, térmicos e
isquémicos), sendo, p ortant o, também denominados de nociceptores polimodais
(HOEGH, 2022).

As fibras nervosas aferentes primarias mielinizadas sdo as fibras A-6 (2-6 pm),
apresentam velocidade de 12 a 30 m/s. As fibras deste tipo transmitem informacdes de alta
intensidade e baixa laténcia, promovendo a sensa¢do dolorosa rapida da primeira fase da dor
aguda, desencadeando o reflexo de retirada. As fibras A-5 dividem-se em dois grupos. O
primeiro (tipo 1), corresponde as fibras com receptores de limiar alto, que respondem a
estimulos mecéanicos de alta intensidade e a estimulos térmicos ou quimicos de baixa
intensidade. O segundo grupo (tipo I1) apresenta receptores que sdo estimulados por altas
temperaturas (45-53°C) e alguns receptores para frio intenso (- 15°C). Ja as fibras nervosas A-

B sdo finamente mielinizadas e possuem grande diametro (>10 pum), tem velocidade de
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conducdo que varia entre 30 e 100 m/s e ndo propagam estimulos potencialmente ndxicos em
situacBes normais, além de estarem relacionadas a alodinia (PINTO et al., 2019; SOPACUA
et al., 2019; TINNIRELLO; MAZZOLENI; SANTI, 2021).

Os componentes do sistema nervoso central da via de propagacdo de estimulos
constituem conexdes anatdmicas particulares na medula espinhal, tronco encefalico, tdlamo e
cortex, conhecida como a “via da dor”, ligando o influxo sensorial gerado em fibras aferentes
primarias com as partes do SNC responsavel pela percepcdo consciente das sensacdes
dolorosas. Neste sentido, os nociceptores coletam informacdes de estimulos nocivos que sdo
transmitidos pelas fibras C e fibras A-6 através dos ganglios da raiz dorsal para as laminas
superficiais I/I1 do corno dorsal da medula espinhal. As fibras A-6 transmitem impulsos do
corno dorsal para as laminas mais profundas (Il1-1V) da medula espinhal e para centros
superiores no cérebro através dos tratos espinotalamicos (RINGKAMP; DOUGHERTY;
RAJA, 2018; MCCARTNEY, 2018; BRUMMETT, 2018).

Apo6s a lesdo tecidual, os nociceptores no tecido afetado tornam-se sensibilizados
devido a liberagdo de mediadores inflamatérios de células ndo neurais e neurais. A
sensibilidade é causada por substancias algogénicas produzidos por mastdcitos, neutréfilos,
plaquetas e fibroblastos presentes na area lesada. Substancias algogénicas produzidas por
estas células incluem bradicinina, histamina, serotonina, leucotrienos, prostaglandinas e
tromboxana-A, citocinas, interleucinas dentre outras. Ja 0os mediadores neuronais incluem
principalmente a substancia P (SP) e o peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGPR),
sendo estes mediadores neuronais liberados do pericario (corpo celular) para a periferia.
Dependendo da natureza e concentracdo do mediador ele pode ativar diretamente o nociceptor
ou reduzir seu limiar de ativacdo. Estas substancias algogénicas sensibilizam os nociceptores
e causam hiperalgesia e alodinia termomecanica primaria e vasodilatacdo apds lesdes
traumaticas, inflamatérias ou isquémicas (Figura 3) (RAFFAELI & ARNAUDO, 2017; DI
CARLO & SALAFFI, 2021).
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Figura 3 — Via da nocicepcao
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Fonte: Adaptado de VASKAR, 2015; LEE & NEUMEISTER, 2020.

2.1.7 Terapia anti-inflamatoria padréo

Hipdcrates, considerado por muitos como sendo o pai da medicina, ha
aproximadamente 500 anos a.C. ja escrevia relatos sobre o potencial da casca e das folhas de
salgueiro na cura da dor e da febre (BINDU; MAZUMDER; BANDYOPADHYAY, 2020).
Desde entdo, entusiastas da ciéncia trabalharam extensivamente e conduziram o
desenvolvimento de drogas com a finalidade de impedir ou diminuir os efeitos indesejados da
resposta inflamatoria. Contudo, somente no século XI1X, foi que a salicina e o acido salicilico
foram sintetizados a partir do salgueiro, culminando na pratica clinica do acido salicilico
(AAS), o primeiro medicamento anti-inflamatério cientificamente divulgado na historia da
humanidade (MONTINARI; MINELLI; DE CATERINA, 2019).

As terapias anti-inflamatorias atualmente em uso incluem principalmente drogas
esteroides e ndo esteroides. Ao contrario de seus efeitos colaterais, 0s hormonios esteroides
glicocorticoides, que sdo versbGes sintéticas do cortisol natural, sdo frequentemente
empregados para tratar uma variedade de disturbios inflamatérios. Outra classe de drogas de
escolha sdo as drogas ndo esteroides que visam principalmente a COX-2 e, portanto, a sintese

de prostaglandinas, particularmente a PGE> (MANJU et al., 2023).
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Os efeitos terapéuticos e adversos dos anti-inflamatdrios ndo esteroidais (AINES) s&o
devidos a inibicdo da enzima ciclo-oxigenase (COX). Os AINEs sdo classificados como
inibidores ndo seletivos e seletivos de COX-2 (COXIBS), com base em sua extensdo de
seletividade para inibicdo da enzima COX. No entanto, independentemente de sua
seletividade e extensa utilidade terapéutica, os AINEs sdo famosos por multiplos efeitos
colaterais graves, incluindo toxicidades gastrointestinais, riscos cardiovasculares, lesdes
renais e hepatotoxicidade, bem como hipertensdo e outros distirbios, muitas vezes
provocados até mesmo por doses terapéuticas (FERRER et al., 2019).

Em razdo disso, nas Ultimas décadas a seguranca dos AINEs comumente usados
(celecoxibe, diclofenaco, ibuprofeno, nimesulida e naproxeno) tem atraido consideravel
atencdo. Autoridades reguladoras de medicamentos, incluindo o FDA americana e a Agéncia
de Medicamento Europeia tem alertado sobre efeitos graves provocados por AINES em
pessoas com doencas preexistentes como pacientes cardiovasculares, no entanto, estes
farmacos ainda sdo os mais frequentemente usados (SCHJERNING; MCGETTIGAN;
GISLASON, 2020).

Existe uma grande preocupacdo para a saude publica, no que tange os efeitos graves
provocados por AINEs na populacdo mais velha, pois ao passo que uma pessoa vai
envelhecendo, é maior a probabilidade de apresentarem um conjunto de condicdes clinicas,
tais como doencas cardiacas e condicdes dolorosas cronicas, sendo necessario 0 USO
concomitantemente de farmacos assim como o seu uso prolongado. Além disso, em muitos
paises, alguns AINEs estdo disponiveis ao longo do balcdo em farmécias e podem ser
vendidos sem receita, bem como podem ser encontrados em pontos de venda online, sem
restricdes nas quantidades que podem ser compradas e muitas vezes com nenhuma exigéncia
para o varejista fornecer informacGes profissionais de aconselhamento aos consumidores
(SCHMIDT et al., 2016)

Embora as terapias anti-inflamatdrias existentes possam ser eficazes, elas geralmente
apresentam efeitos colaterais significativos, especialmente quando usadas por um longo
periodo. Os produtos naturais tém sido usados ha séculos na medicina tradicional e popular e
podem ser mais seguros, com menos ou nenhum efeito colateral (DENG et al., 2022;
TASNEEM et al., 2029; GANDHI et al., 2021).
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2.2 Algas marinhas e suas aplicagdes bioldgicas

As algas marinhas correspondem a um grupo com Vvarios  organismos
fotossintetizantes, que se constituem como significativos recursos de origem natural,
provendo alimento e abrigo para muitas espécies marinhas (MARINHO-SORIANO &
CARNEIRO, 2021; TORRES et al., 2019). Dependendo da pigmentacdo que apresentam,
essas macroalgas podem ser classificadas em trés grupos: algas verdes (Chlorophyceae), algas
marrons (Phaeophyceae) e algas vermelhas (Rhodophyceae) (MARINHO-SORIANO &
CARNEIRO, 2021). Segundo Belghit et al. (2017), essa classificagdo ndo ocorre somente
pelo aspecto da coloracdo das algas, mas também por diferencas entre elas no que diz respeito
aos metabdlitos peptidicos gerados, composicdo de aminoacidos e de seus derivados.

Esse grupo de diversos organismos comumente estdo inseridos em habitats com
circunstancias extremas e ainda assim ndo apresentam danos aparentes, fazendo com que uma
grande diversidade de metabodlitos secundarios seja produzida, funcionando como um
mecanismo de defesa. Deste modo, as algas marinhas apresentam plasticidade metabodlica,
que é tida como uma vantagem para o desenvolvimento de diversos metabolitos, como os
polissacarideos, as xantofilas, os compostos fenolicos, os tocoferois, dentre outros (COTAS et
al., 2020; REN et al., 2021).

Os polissacarideos provenientes das algas marinhas correspondem a uma combinagao
de diversos constituintes formada por monossacarideos unidos por ligacbes glicosidicas do
tipo 1,3 e 1,4, que se organizam dentro das células desses organismos ou entre elas. No que
diz respeito as suas caracteristicas, alguns possuem grupos sulfato que conferem grande
viscosidade ou capacidade de se solidificarem, além de normalmente apresentam solubilidade
em agua (ZHONG et al., 2020).

Deste modo, considerando sua composicdo rica em polissacarideos e a intensa
producdo desses e outros metabolitos, atualmente as algas marinhas séo utilizadas com vérias
finalidades. Por exemplo, sdo empregadas na industria como fonte de matérias-primas na
producdo de diversos produtos como agar, carragena e algina (VIEIRA et al., 2018). Além de
serem bastante utilizadas como fonte de alimento por populagdes de paises de cultura oriental,
como Japdo, Coréia e China (TORRES et al., 2019; MARINHO-SORIANO & CARNEIRO
2021), devido ao fato de algumas espécies de macroalgas apresentarem alto teor de proteinas
e outros nutrientes essenciais em sua composicéo (VIEIRA et al., 2018; MENAA et al., 2020;
BLEAKLEY; HAYES, 2017).
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As algas vermelhas, pertencentes ao filo Rhodophyta, por exemplo apresentam um
grande potencial econdmico e industrial (GOUVEA, 2022), pois possuem em sua parede
celular o 4gar, um importante heteropolissacarideo composto por pelo aglcar 3,6-anidro-1-
galactose. Esse agar apresenta caracteristicas estabilizantes e de geleificagdo, sendo um
potencial alvo para o desenvolvimento de produtos pela industria e para 0 uso em
experimentos (HYOUNG; LEE; HONG, 2020).

A maioria das espécies de algas desse filo sdo multicelulares, possuem vida marinha
livre (GOUVEA, 2021; TRIGUEIRO et al., 2017) e produzem varios outros metabdlitos que
possuem diversas aplicacdes no ramo de alimentos, fertilizantes, cosméticos, racdo animal e
de biotecnologia. Ademais, as substéncias biologicamente ativas encontradas nessas algas
podem ser utilizadas no desenvolvimento de compostos medicinais, sendo empregadas na
producdo de fitoterdpicos, antifungicos, suplementos, dentre outros (GOUVEA, 2022;
TORRES et al., 2019; MARINHO-SORIANO & CARNEIRO 2021).

Desse modo, ao observar as propriedades bioldgicas e as vantagens das algas marinhas
para a saude humana, a comunidade cientifica passou a se empenhar em estudar e explorar
componentes presentes em sua composicao (SANTOS et al., 2019). Além disso, considerando
que o atual tratamento de diversas doencas € pautado no uso de medicamentos que causam
significativos efeitos colaterais, percebeu-se a necessidade de buscar terapias farmacoldgicas
eficazes e com menos efeitos secundarios (MOTA,; VIGO; KUCHENBECKER, 2019; GOES
et al., 2020).

Neste cenario, as algas marinhas constituem-se como uma alternativa viavel e
inovadora para a extracdo de substancias, com vistas ao desenvolvimento de novos
medicamentos para o tratamento de véarias doencas (SHIKOV et. al., 2020). Entre essas
substancias esta a variedade de polissacarideos presentes em sua composicao, em especial 0s
polissadcarideos sulfatados, que sdo os responsaveis pela maioria das atividades bioldgicas
dessas algas. Pois, devido a sua composi¢cdo, sdo capazes de comunicar-se com Varias
proteinas de células e outros componentes do organismo (TANNA E MISHRA, 2019).

No que diz respeito as atividades bioldgicas atribuidas as algas marinhas, Jesus e
colaboradores (2019) relataram as acgdes antimicrobianas e antifingicas de compostos
proveniente de algas vermelhas, principalmente o éter bis-bromofenol (BDDE), isolado de
Polyopes lancifolius, e de compostos Bromo-1H-indole, isolado de Laurencia sp. Cicinskas et
al. (2020), por sua vez, estudaram o efeito antitumoral e imunotrépico in vitro de carrageninas

extraidas de Chondrus armatus (alga vermelha) e de seus produtos de degradacdo de baixo
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peso molecular, demonstrando possuirem, respetivamente, efeito antimetabdlico e citostatico
sobre celulas cancerosas (tipos KYSE30 e FLO1) de eséfago humano.

Adicionalmente, o estudo de Machado (2019) com a carragena extraida de algas
vermelhas demostrou que elas também possuem atividade anti-inflamatéria, por meio de
mecanismos regulatorios nos macréfagos e da estimulagdo do sistema imune humano. Além
disso, Sami, Ahmad e Fatma (2021) também estudaram as propriedades da carragena de algas
vermelhas das espécies Chondrus, Gigartina, Hypnea e Eucheuma, e constataram que ela
possui importante acdo antiviral, interferindo na ligacdo ou incorporagdo de alguns tipos de
virus nas células. Esses autores demonstraram ainda a acdo antiviral dos galactanos,
polissacarideos extracelulares compostos por cadeias lineares de galactoses, extraidos das
espécies Agardhiella tenera, Callophyllis variegate e Schizymenia binderiforam.

Costa (2014), estudou o potencial anti-inflamatdrio e antinociceptivo de uma fracdo de
polissacarideo sulfatado extraido Gracilaria intermedia, por meio de modelos experimentais
de inflamacdo e nocicepgdo. Como resultado o PLS demonstrou possuir alta acdo anti-
inflamatdria, conseguindo atuar de forma inibitoria em mediadores inflamatorios, e
apresentou atividade analgésica em dois dos trés testes realizados. Adicionalmente, Santos
(2015) tambem fez testes com espécies do género Gracilaria e, como resultados, a espécie G.
smithsoniensis destaou-se pela sua promissora atividade antioxidante e auséncia de
toxicidade.

Ainda se tratando de atividades bioldgicas das algas vermelhas, a pesquisa de Aziz et
al. (2020), aborda sobre os efeitos antiviral, antitumorais, pro-cicatrizantes, anti-ulcerigénicos,
anti-diabétes, anti-obesidade, anti-hiperlipémico, anti-inflamatdrios, antioxidantes, laxativos e
purgatidos apresentados por polissacaridos (pricipalmente as agarans, alginato, carragena,
laminaran, naviculan e fucan) extraidos de algas vermelhas. Além disso, a pesquisa de Tsolaki
(2020) sobre Alzheimer, relatou o efeito neuroprotetor in vitro e in vivo da homotaurina, uma
substancia aminossulfonato proveniente de algumas espécies de algas vermelhas.

Santos et al. (2019) relataram as atividades bioldgicas dos compostos fendlicos,
especialmente os florotaninos presentes principalmente nas macroalgas marrons. Entre esses
florotaninos o dieckol, eckol, fucodiphlorethol G e o floroglucinol extraidos da Ecklonia cava
apresentaram atividade antioxidante. Ja o dieckol extraido de Ecklonia kurome apresentou
importante atividade bactericida. O florofurofuroeckol-A, por sua fez, apresentou atividade
anti-inflamatoria. Além disso, esses autores destacaram ainda as atividades antialérgicas, anti-

alzheimer, anti-proliferativa e anti-obesidade dos florotaninos extraidos dessas algas.
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Bensednova e colaboradores (2020) demontraram o efeito gastroprotetor dos
fucoidanos (polissacarideos complexos extremamente sulfatados) e dos &cidos algninicos
(polissacarideos aniénicos) extraidos de algas marrons. Eles constataram que esses PLSs
possuem caracteristicas extruturais que causam um efeito pleiotrdpico, agindo na modulac&o
da expressao de genes que codificam citocinas anti e pro-inflamatérias, atuando também sobre
as moléculas de adesdo, NF-kB e em espécies reativas de nitrogénio e oxigénio.
Estabelesendo-se como candidatos promissores no desenvolvimento de medicamentos para o
tratamento de individuos acometidos com doencas inflamatdérias intestinais.

Ademais, Yuan et al. (2020) por meio do seu estudo sobre polissacarideos extraidos de
espécies de microalgas verde do género Chlorella, destacaram suas acdes antioxidante,
antitumoral, anti-hiperlipémica, neuroprotetora, imunomoduladora e antiasméatica. Em
paralelo, Suzuki e Terasawa (2020) relataram sobre os efeitos antitroboticos e antivirais in
vitro e in vivo do extrato do PLS sulfato de Rhamnam proveniente da alga verde Monostroma

nitidum.

2.3 Potencial farmacolégico de algas da espécie Gracilaria domingensis

A espécie Gracilaria domingensis € uma macroalga vermelha, agarofita, pertencente
ao género Gracilaria e a ordem Gracilarialas (Figura 5), sendo amplamente distribuida nas
zonas entremarés do Atlantico Ocidental tropical e subtropical. Seu talo achatado pode crescer
em torno de 30 centimetros e, embora seja classificada como alga vermelha, pode apresentar
diferentes pigmentacdes (TRIGUEIRO et al., 2017; GOUVEA, 2021). Estes organismos
marinhos possuem uma diversidade quimica impar, séo constituidos de esqueletos de carbono
bem distintos daqueles encontrados em plantas terrestres, constituidos com compostos como
bromofendis e aminoacidos tipo micosporina (MAAs, do inglés Mycosporine-like Amino
Acids) (GUIMARAES; PLASTINO; OLIVEIRA, 1999; NAKAMURA-GOUVEA et al.,
2022).
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Figura 4 - Aspecto macroscopico da alga marinha vermelha G. domingensis e sua
classificagdo taxonémica

Filo: Rhodophyta

Subfilo: Eurhodophytina

Classe: Florideophyceae
Subclasse: Rhodymeniophycidae
Ordem: Gracilariales

Familia: Gracilariaceae

Género: Gracilaria

Nome Botanico: Gracilaria domingensis

Fonte: Soares, 2015/AlgaeBase, 2023.

Essa macroalga possui grande importancia econdémica devido a presenca de agar
(ficocoloide) em sua composicdo e também ao do fato de ser bastante utilizada como fonte
alimentar humana, sendo geralmente consumida em sua forma in natura (TRIGUEIRO et al.,
2017). Além disso, as algas G. domingensis contém polissacarideos sulfatados, que séo
constituintes de parede celulares e a partir deles se obtém o agar. O &gar é uma mistura de
diferentes polissacarideos sendo cerca de 70% de agarose e 30% de agaropectina. A agarose €
formada pela estrutura basica da agarobiose, enquanto a agaropectina sdo o0s polissacarideos
formados pela agarobiose substituida normalmente por sulfato e piruvato (JIAO; ZHANG;
EWART, 2011).

Os polissacarideos sulfatados de algas, como ja mencionado, sdo uma fonte de
inimeras atividades bioldgicas que podem apresentar beneficios terapéuticos. Além disso, 0
modo como esses polissacarideos sdo rearranjados, parece ter significativa importancia para
as diferentes bioatividades atribuidas a esses compostos, como por exemplo, maior teor de
enxofre pode implicar em maior atividade antiviral. Alguns estudos descrevem aspectos
biologicos e aplicaces biotecnoldgicas de extratos de G. domingensis, dentre as atividades
biologicas foram relatadas acdo antibacteriana e antioxidante (LIMA-FILHO et al., 2002;
AROKIARAJAN et al., 2022; ELBANDY, 2022).
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No entanto, ainda existe uma escassez de estudos que demonstrem outras atividades
bioldgicas desta espécie de alga, dentre os quais, os efeitos biolégicos que podem ser
utilizados como tratamentos alternativos para diferentes distdrbios inflamat6rios e
antinociceptivos, como bem demonstrados por outros PLSs de algas do género Gracilaria, em
que 0s numerosos componentes do processos inflamatérios, incluindo edema, citocinas,
recrutamento de células imunoldgicas, dor de origem inflamatéria podem ser aliviados através
do tratamento com estes compostos extraidos de algas deste género. Além disso, existe uma
semelhanca da estrutura quimica e dos locais de sulfatacdo, como mostrados na Figura 5, que
pode ser uma das razdes para tais efeitos (SOUSA et al., 2022.). Diante de tais evidéncias é
crucial que se investigue também o potencial anti-inflamatério e antinociceptivo da
Gracilaria domingensis. Podendo este bioproduto da biodiversidade regional, vir a ser uma
alternativa a abordagem terapéutica anti-inflamatoria convencional.

Figura 5 - Alga do género Gracilaria e estruturas quimicas de dissacarideos sulfatados com
fracdo estrutural responsaveis pelos possiveis efeitos biologicos

!

Gracilaria sp.
Fonte: SOUSA et al., 2022.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial anti-inflamatério e antinociceptivo do polissacarideo sulfatado

extraido da alga vermelha G. domingensis.

3.2 Objetivos especificos

Analisar a atividade antiedematogénica do PLS da G. domingensis nos modelos de
edema de pata induzidos por carragenina, histamina, serotonina, bradicinina, PGE- e
composto 48/80;

Analisar a atividade do PLS da G. domingensis sobre a migracéo leucocitéaria por meio
da concentracdo da enzima MPO, bem como por contagem total e diferencial no
exsudato peritoneal nos animais submetidos a peritonite;

Analisar a atividade do PLS da G. domingensis sobre os parametros de estresse
oxidativo através da dosagem dos niveis de GSH e MDA no exudato peritoneal nos
animais submetidos a inducéo de peritonite;

Analisar o efeito antinociceptivo do PLS da G. domingensis através do modelo de
contorcgdes abdominais induzidas por acido acético;

Analisar o efeito antinociceptivo do PLS da G. domingensis nas duas fases do teste de

lambida de pata induzida por formalina.
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4. METODOS

4.1 Coleta da alga vermelha G. domingensis

Exemplares de algas da espécie G. domingensis foram coletadas na Praia do Coqueiro,
situada no municipio de Luis Correia, Piaui, Brasil (coordenadas: 02°51,1°S e 041°38,7°W),
durante 0os meses de janeiro a outubro de 2021. As coletas manuais foram realizadas no
periodo de entre marés, orientando-se com auxilio da tdbua de marés. As amostras foram
conduzidas ao Laboratério Ndcleo de Pesquisa em Biodiversidade e Biotecnologia — Biotec,
da Universidade Federal do Delta do Parnaiba - UFDPar, onde foi realizada a extracdo do
PLS de acordo com Yoshimura (2006) e posterior caracterizacao.

O trabalho foi desenvolvido de acordo com a Lei n° 13.123, de 20 de maio de 2015,
regulamentada pelo decreto n°® 8.772, de 11 de maio de 2016 com acesso ao patrimonio
genético e ao seu conhcimento tradicional associado, com o nimero de registro: AOOBA4D.

4.2 Animais e procedimentos éticos

Para os experimentos foram utilizados camundongos da espécie Swiss, fémeas,
pesando em média 25 a 30 g, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do
Piaui (UFPI). Nos ensaios foram utilizados um ndmero de 6 animais por grupo (n=6) que
foram mantidos em ambiente com temperatura (22 + 2°C) e ciclo claro/escuro (12/12h)
controlados. Todos os tratamentos e procedimentos realizados foram de acordo com o Guia de
Cuidado em Uso de Animais do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).
Além disso, no presente trabalho a eutanasia foi realizada ao final de cada experimento
utilizando uma dose letal de Quetamina (240 mg/kg) combinada com Xilazina (30 mg/kg),
obdecendo os principios e normas do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo
Animal (CONCEA) de acordo com a resolucdo normativa n® 37 de 15.02.2018. A Comissdo
de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFDPar aprovou 0s experimentos sob protocolo N°
480/018 (Anexo I).

4.3 Ensaios para avaliacdo do efeito anti-inflamatorio

Para a avaliacdo da atividade anti-inflamatéria do PLS-G. domingensis foram
utilizadas as técnicas de edema de pata induzida por carragenina, histamina, serotonina,

bradicinina, PGE,, composto 48/80. Além disso, foi realizado peritonite com determinagdo de
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contagem total e diferencial de leucécitos, mensuracdo da enzima MPO, dosagem dos niveis
de GSH e MDA no exsudato peritoneal.

4.3.1 Edema de pata induzido por carragenina

Nesse ensaio os camundongos foram divididos aleatoriamente em seis grupos (n = 6).
O edema foi induzido por carragenina (500ug/pata) dissolvida em solugdo salina estéril (NaCl
a 0,9%) administrada intraplantarmente (50uL) na pata direita traseira dos animais.
Camundongos do grupo | (controle negativo) receberam injecéo intraplantar com salina 0,9%.
Os camundongos dos grupos I, 111, 1V foram pré-tratados por via intraperitonial (i.p.) com
2,5; 5 ou 10 mg/kg de PLS respectivamente. Camundongos do grupo V foram pré-tratados
com indometacina 10 mg/kg (controle referéncia). Trinta minutos posteriormente aos
tratamentos, os camundongos receberam a suspensdo de carragenina, sendo que o grupo VI
recebeu somente o inflamogeno. As leituras do volume das patas foram realizadas antes das
administracdes das drogas (volume basal, Vo) e ap6s meia hora depois das inducdes (1, 2, 3 e
4 horas — Vt), utilizando para medigéo o aparelho de pletismémetro (WINTER, 1962).

O efeito do pré-tratamento foi calculado como porcentagem de inibicdo do edema

relativa ao volume da pata do grupo controle ndo tratado usando a seguinte formula:

% de inibicdo do edema = (Vt-Vo) control — (Vt-Vo) tratado x 100
(Vt-Vo) control

Ao término deste ensaio, o efeito anti-inflamatério de cada concentracao foi avaliado,
e a concentracdo com melhor resposta de inibicdo de edema foi utilizada na realizacdo dos

experimentos subsequentes.

4.3.2 Edema de pata induzido por diferentes agentes flogisticos: histamina, 5-HT,
bradicinina, PGE2 e composto 48/80

Para avaliar o efeito anti-inflamatorio do PLS em edema de pata induzido por
diferentes agentes inflamatdrios, foram administradas aos grupos de animais (n = 6) injecGes
de 50 pl de histamina (100ug/pata), 5-HT (100ug/pata), bradicinina (6.0nmol/pata), PGE>
(3nmol/pata) ou composto 48/80 (12 g/pata) na pata traseira direita. Um grupo recebeu 50 pl
de 0,9% de solucgdo salina estéril e serviu como um grupo de controle ndo tratado. PLS (10
mg/kg) foi injetado i.p. 30 min antes das injecOes intraplantar de agentes flogisticos. O

volume da pata foi mensurado imediatamente antes das injecdes e nos intervalos de tempo de
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30, 60, 90 e 120 minutos por pletismometria (CAMPOS & CALIXTO, 1995; BARBOSA et
al., 2009; VASCONCELDOS et al., 2012).

4.3.3 Ensaio de peritonite

Para o ensaio de inducdo de peritonite, os camundongos foram separados em quatro
grupos (n=6) e pré-tratados i.p. com solucdo salina estéril 0,9%, indometacina 10 mg/kg ou
PLS 10 mg/kg. Meia hora mais tarde, os camundongos foram injetados com 250 pL de
carragenana (500 pg/cavidade) na cavidade peritoneal. Camundongos injetados apenas com
solucdo salina foram usados como controle negativo. Ap6s 4 horas os camundongos foram
eutanasiados e a cavidade peritoneal foi lavada com 1,5 ml de PBS para colher as células
contidas no exsudato peritoneal (CHAVES et al., 2013). Aliquotas do liquido peritoneal
foram utilizadas para determinagdo da atividade da enzima MPO, executar as contagens de

células totais e diferenciais e para analise dos niveis de GSH e MDA.

4.3.3.1 Anélise da migracéao de leucdcitos

As contagens totais e diferenciais foram feitas de acordo com o método descrito por
Souza e Ferreira (1985). Na contagem de células totais foi realizado inicialmente o preparo da
camara de Neubauer, utilizando 20 pL do exsudato peritoneal diluido em 380 pL de reagente
de Turk. A leitura da lamina foi realizada com auxilio de microscépio optico sob aumento de
40X e os resultados foram expressos como numero total de leucécitos por cavidade.

Para a contagem diferencial de células (100 células totais) foram utilizadas aliquotas
de 50 pL em laminas coradas com corantes pandpticos, a leitura foi realizada com auxilio de
microscopio éptico com objetiva sob aumento de 40x. Os resultados foram apresentados

como o numero total de neutréfilos por mililitro de exsudato peritoneal.

4.3.3.2 Andlise da atividade da enzima MPO

A MPO ¢é uma enzima presente, predominantemente, nos granulos azurofilos dos
neutrofilos e tem sido utilizada como um marcador quantitativo da infiltracdo de neutrofilos
nos processos inflamatérios em varios tecidos. Os niveis da atividade de MPO no liquido
peritoneal foram determinados por meio da técnica descrita por Bradley et al. (1982).

Resumidamente, uma aliquota do exsudato peritoneal de animais foram centrifugado a 4500
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rpm durante 15 minutos a 4 °C. Uma aliquota de 20pL do sedimento ressuspendido foi
colocada em uma placa de ELISA juntamente com uma solucéo de leitura (27 ml de H20 + 5
mg de dicloridrato de O-dianisidina em 3 ml de fosfato de potéssio + 15 pl de peréxido de
hidrogénio 1% ). A atividade da MPO foi mensurada medindo a variacdo da absorbancia a

450 nm. Os resultados sdo apresentados como unidades de MPO/mg de tecido.

4.3.3.3 Andlise dos niveis de GSH

O método de Sedlak & Lindsay (1968) sera utilizado para analise de glutationa, na
qual aliquotas de 400 pL do liquido peritoneal serdo misturadas a 320 uL de agua destilada e
a 80 uL de acido tricloroacético (TCA) a 50% para precipitacdo de proteinas. Os tubos serdo
centrifugados por 15 minutos a 3.000 rpm a 4° C. A um total de 400 uL do sobrenadante sera
adicionado 800 pL de tampao Tris 0,4 M (pH 8.9) e 20 uL. de DTNB (reagente de Ellman)
0,01 M. A mistura, sera entdo agitada por 3 minutos, e a absorbancia lida a 412 nm em

espectrofotdmetro. Resultado expresso em ug de GSH/ml de tecido.

4.3.3.4 Analise dos niveis de MDA

Os niveis de malonialdeido no exudato peritoneal serdo determinados pelo método de
Mihara & Uchiyama (1978). Para tanto, 250 mL do liquido peritoneal sera pipetado dentro de
um tubo e sera acrescentado a esse homogenato 1,5 ml de (1%) e 0,5 ml de uma solucédo
aquosa de acido tiobarbitarico aquoso (0.6%). Os tubos serdo aquecidos por 45 minutos em
um banho de agua fervendo e a mistura reacional seréd entdo resfriada em um banho de agua
gelada, seguida da adicdo de 2 ml de n-butanol. Os contetidos serdo misturados por 1 min com
um misturador "vortex", centrifugados a 1200rpm por 10 minutos e a absorbancia da camada
organica sera mensurada em 520 e 535nm. Os resultados serdo expressos em mmol de
MDA/mI de tecido.

4.4 Ensaios para avaliar o potencial antinociceptivo

4.4.1 Teste de contorcdo abdominal induzida por acido acético

O teste de contor¢do abdominal induzida pelo agente quimico &cido acético € visto
como um modelo cléssico de nocicepcao inflamatdria visceral, que desencadeia uma irritacdo

no peritbnio, caracterizada pela contracdo abdominal e pelo alongamento das patas traseiras.
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Assim, os camundongos dos grupos controles receberam salina 0,9% (i.p.) ou uma solucdo de
acido acético 0,6% (i.p.). Os animais dos grupos tratados receberam o PLS 10 mg/kg (i.p.) ou
o farmaco de referéncia morfina 5mg/kg (s.c.). Apds 30 min, os animais dos grupos tratados
receberam uma injecdo intraperitoneal de 250 pL de uma solug¢do de acido acético 0,6%.
Apos 10 minutos da administracdo de &cido acético, 0 nimero de contor¢des abdominais foi
anotado para cada animal por um periodo de 20 minutos (KOSTER et al., 1959; COLLIER et
al., 1968).

4.4.2 Teste da formalina

O teste de formalina consiste em uma leséo tecidual local na pata, e tem sido utilizado
como um modelo para a dor neurogénica e dor inflamatoria localizada. Os animais (n = 6)
foram tratados com PLS (10 mg/kg, i.p.), solucédo salina estéril (0,9%) i.p. ou morfina (5
mg/kg, droga de referéncia) subcutanea (s.c.). Trinta minutos apds o pré-tratamento, vinte
microlitros de formalina a 2,5% foram administrados intraplantarmente na pata traseira direita
(20 pl/pata) dos animais. A quantidade de tempo de lambedura da pata foi registrada de 0 a 5
min (fase 1, neurogénica) e de 20 a 25 minutos (fase 2, inflamatoria) apos a injecdo de
formalina (HUNSKAAR et al., 1987; FASMER et al., 1986).

4.5 Analise estatistica

Os dados foram expressos como média = o erro padrdo da média (EPM). A analise
estatistica foi feita usando o teste one-way ANOVA, seguida do teste de Newman-keuls.
Significancia estatistica foi observada quando p<0,05. Para realizacdo dos testes estatisticos

foi utilizado o software Prisma versdo 6.0 da GraphPad Software.
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5. RESULTADOS
5.1 Atividade antiedematogénica do PLS-G. domingensis em edema de pata induzido

por carragenina.

A Tabela 1 resume os efeitos do PLS-G. domingensis sobre o edema nos tempos
medidos, na qual é possivel ser observado que a injecdo de carragenina (500 pg/pata)
provocou um aumento significativo no volume da pata em todos os intervalos de tempo
especificados (p <0,05) em comparacao ao grupo tratado somente com salina, comprovando a
eficacia do agente inflamatério.

Além disso, a dose de 10mg/kg mostrou-se a mais eficaz em todos os tempos medidos
em relacdo as outras doses testadas, uma vez que provocou redugdo do edema de maneira
significativa em todo o curso temporal (1h — 0,040 £ 0,003 ml; 2h — 0,033 £ 0,003 ml; 3h —
0,035 £ 0,002 ml; 4h — 0,030 £ 0,002 ml) em compara¢do com 0s animais que receberam
somente carragenina (1h - 0,088 + 0,007 ml; 2h - 0,086 + 0,005 ml; 3h - 0,111 + 0,008 ml; 4h
0,116 = 0,004 ml). Portanto, a dose de 10 mg/kg por ter mostrado efeito antiedatogénico no
pico inflamatdrio 0,035 + 0,002 ml; 0,030 £ 0,002 ml (terceira e quarta hora respectivamente),
superiores até mesmo ao farmaco de referéncia, Indometacina (3h - 0,061 + 0,003; 4h - 0,040
+ 0,002) em todo curso de tempo, foi a escolhida para posterior avaliacdo, incluindo seus
efeitos sobre o edema da pata induzido por diferentes agentes inflamatdrios, peritonite e

atividade antinociceptiva.
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Tabela 1 - Atividade antiedematogénica do PLS-G. domingensis no edema de pata induzido
por carragenina

Volume da pata em ml (tempo apds a administracdo de carragenina)

Tratamento
mg/kg 1h 2h 3h 4h
Sal 0030+0014 00150003  0011+0003 0,006 %0004
Cg 0,088 +0,007% 0086 +0005 0,111+ 0,008 0.116 + 0,004*

PLS 2,5 mg 0,044+0,003  0,047+0,003  0,063+0,008 0,073 + 0,009
(50%)* (45,3%)* (43,2%)* (37%)*

PLS 5,0 mg 0,055 + 0,009 0,050 + 0,006 0,050 + 0,013 0,076 + 0,008

(37 59%)* (41,8%)* (54,9%)* (34,4%)*

PLS10,0mg 0,040 £0,003  0,033+0,003  0,035+0,002 0,030 + 0,002
(54,5%)* (61,6%)* (68,4%)* (74,1%)*

Indo 0,048+0,003  0,055+0,004  0,061+0,003 0,040 + 0,002
(45,4%) (36%) (45%) (65,5%)

Valores sdo expressos como média + E.P.M. de seis animais por grupo. *P <0,05 indica diferenca significativa
entre o grupo salina e * P<0,05 indica diferenca significativa entre o grupo carragenina. A analise estatistica foi
realizada por meio do teste ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls.

5.2 Atividade antiedematogénica do PLS-G. domingensis sobre o edema de pata
induzido por diferentes agentes flogisticos: histamina, 5-HT, bradicinina, PGE:z e
composto 48/80

De acordo com a Figuras 6 os animais que receram os diferentes agentes inflamatérios
apresentaram um aumento expressivo no volume da superficie subplantar da pata posterior
direita quando comparados com 0s animais do grupo controle negativo, solucdo salina 0,9%
(histamina - 0,060 + 0,005 vs sal - 0,005 + 0,002; 5-HT - 0,077 £ 0,002 vs sal - 0,004 +
0,002; bradicinina - 0,042 + 0,002 vs sal - 0,005 + 0,002; PGE2 - 0,075 + 0,002 vs sal - 0,004
+ 0,002; composto 48/80 - 0,061 + 0,001 vs sal - 0,006 £ 0,002), aos 30 minutos, tempo em
que se verifica o pico do edema desses agentes inflamdgenos testados, indicando a eficacia
dos agentes pro-inflamatdrios vasculares utilizados.

Além disso, foi demonstrado que o PLS-G. domingensis na concentracao de 10 mg/kg;
i.p. reduziu significativamente o edema induzido por varios agentes inflamatdérios na

superficie subplantar da pata posterior dos camundongos durante todos 0s cursos de tempo
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testados. Aos 30 minutos, o volume do edema no grupo de PLS foi 0,027 = 0,001 ml em
comparagdo com 0,060 + 0,005 ml no grupo de histamina, o que corresponde a 55 % de
inibicdo. O PLS também inibiu de modo significativo o aumento do volume da pata de
animais tratados com 5-HT, bradicinina, PGE2 ou composto 48/80 por 39,9 % e 80,9 %, 40 %
e 57,3 % respectivamente.

Figura 6 - Atividade antiedematogénica do PLS-G. domingensis sobre o edema de pata
induzido por varios agentes inflamatérios
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Atividade antiedematogénica do PLS-G. domingensis no edema de pata induzido por histamina em
camundongos. Os dados estdo expressos como média + E.P.M. de seis camundongos para cada grupo. *P
<0,05 indica diferenga significativa entre o grupo salina e *P <0,05 indica diferenca significativa entre o
grupo histamina. A analise estatistica foi realizada por meio do teste ANOVA seguido pelo teste de
Newman-Keuls.
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Atividade antiedematogénica do PLS-G. domingensis no edema de pata induzido por 5-HT em
camundongos. Os dados estdo expressos como média + E.P.M. de seis camundongos para cada grupo. *P
<0,05 indica diferenca significativa entre o grupo salina e *P <0,05 indica diferenca significativa entre o
grupo 5-HT. A andlise estatistica foi realizada por meio do teste ANOVA seguido pelo teste de Newman-
Keuls.
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Atividade antiedematogénica do PLS-G. domingensis no edema de pata induzido por bradicinina em
camundongos. Os dados estdo expressos como média + E.P.M. de seis camundongos para cada grupo. *P
<0,05 indica diferenca significativa entre o grupo salina e *P <0,05 indica diferenca significativa entre o

grupo bradicinina. A analise estatistica foi realizada por meio do teste ANOVA seguido pelo teste de
Newman-Keuls.
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Atividade antiedematogénica do PLS-G. domingensis no edema de pata induzido por Prostaglandina E; em
camundongos. Os dados estdo expressos como média + E.P.M. de seis camundongos para cada grupo. *P
<0,05 indica diferenca significativa entre o grupo salina e *P <0,05 indica diferenca significativa entre o
grupo Prostaglandina E2. A analise estatistica foi realizada por meio do teste ANOVA seguido pelo teste de
Newman-Keuls.
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Atividade antiedematogénica do PLS-G. domingensis no edema de pata induzido por 48/80 em
camundongos. Os dados estdo expressos como média + E.P.M. de seis camundongos para cada grupo. *P
<0,05 indica diferenca significativa entre o grupo salina e * P <0,05 indica diferenca significativa entre o

grupo 48/80. A analise estatistica foi realizada por meio do teste ANOVA seguido pelo teste de Newman-
Keuls.

5.3 Atividade anti-inflamatoria do PLS-G. domingensis sobre a contagem total de
leucacitos e diferencial de neutrdéfilos na peritonite induzida por carragenina

Como mostra a Figura 7, os animais tratados com a administracdo intraperitoneal de
carragenina apresentaram um aumento significativo na contagem de leucocitos totais e
neutrofilos no fluido peritoneal quando comparados com 0s animais tratados somente com
solugdo salina (Cg 8,220 + 0,242 x 10° leucécitos/ml vs Sal 1,114 + 0,228 x 103
leucdcitos/ml; 4,081 + 0,495 x 10° neutrofilos/ml vs 0,029 + 0,005 x 10 neutrdfilo/ml). Nos
animais que foram pré-tratados com a dose de 10 mg/kg de PLS-G. domingensis houve
reducdo (p > 0,05) no total de leucdcitos (2,021 + 0,893 x 102 células/ml) e na migracdo de
neutrofilos (0,315 + 0,080 x 10° células/ml) em relagdo ao grupo controle positivo, a niveis

semelhantes com os correspondentes niveis observados na solucéo salina.



51

Figura 7 - Atividade antiedematogénica de PLS-G. dominigensis na contagem total de
leuctcitos e na contagem diferencial de neutrofilos
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Atividade antiedematogénica de PLS-G. dominigensis na migracdo de leucocitos em peritonite induzida por
carragenina. Os camundongos foram administrados com Carragenana (Cg), PLS 10 mg/kg ou salina estéril. Os
dados estdo expressos como média + E.P.M. de seis animais para cada grupo. *P <0,05 indica diferenca
significativa entre o grupo salina e *P <0,05 indica diferenca significativa entre o grupo carragenina. A analise
estatistica foi realizada por meio do teste ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls.
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Atividade antiedematogénica de PLS-G. domingensis na migracdo de neutrofilos em peritonite induzida por
carragenina. Os camundongos foram administrados com Carragenina (Cg), PLS 10 mg/kg ou salina estéril.
Os dados estdo expressos como média + E.P.M. de seis animais para cada grupo. *P <0,05 indica diferenca
significativa entre o grupo salina e *P <0,05 indica diferenca significativa entre o grupo carragenina. A
andlise estatistica foi realizada por meio do teste ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls.
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5.4 Atividade antiedematogénica do PLS-G. domingensis sobre a atividade da MPO
no fluido peritoneal.

Como mostrado na Figura 8, 4 horas apds o tratamento com o estimulo inflamatdrio de
uma injecdo intraperitoneal de solucdo de carragenina (500 pg/cavidade), produziu um
aumento significativo na atividade da enzima MPO (uma avaliacdo indireta do acumulo de
neutrofilos), quando comparado com os valores de animais tratados somente com salina
(11,980 £ 0,402 vs 0,470 + 0,208). O pré-tratamento com o PLS-G. domingensis 10 mg/kg
reduziu consistentemente a atividade de MPO (1,218 + 0,366 UMPO/ml), quando comparado
com o grupo que recebeu somente carragenina (11,980 = 0,402 UMPO/ml).

Figura 8 - Efeito de PLS-G. domingensis sobre a atividade da MPO no exsudato peritoneal
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Os valores representam média + E.P.M. para a atividade da MPO. A atividade da enzima foi medida em
fluido peritoneal de animais submetidos a peritonite por carragenina. A dosagem foi realizada no fluido
peritoneal coletado 4h apds a aplicagéo da carragenina. #p<0,05 comparado com o grupo salina e *p<0,05
comparado com 0 grupo carragenina. A analise estatistica foi realizada por meio do teste ANOVA seguido
pelo teste de Newman-Keuls.

5.5 Atividade antioxidante do PLS-G. domingensis sobre a peroxidacdo lipidica por
dosagem de MDA no exsudato peritoneal

A administracdo de injecdo intraperitoneal de solucdo de carragenina (500
pg/cavidade) causou a peroxidacdo lipidica, verificada pela determinacdo dos niveis de MDA
presentes nas amostras de exsudato peritoneal de camundongos apds as quatro horas de

inducédo da peritonite (17,990 + 1,940) quando comparado ao grupo salina (12,870 £ 1,430).
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Nesse sentido, o grupo tratado com PLS com a dose de 10 mg/Kg previniu a
peroxidacao lipidica de modo significativo (9,653 + 1,221) quando comparado com 0 grupo
que recebeu somente injecdo de carragenina. Esses achados podem ser observados na Figura
9.

Figura 9 - Efeito de PLS-G. domingensis sobre a dosagem dos niveis de MDA no exsudato
peritoneal
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Os niveis de MDA no exsudato peritoneal foram avaliados 4 horas apds a administracdo de carragenina. Os
animais foram pré-tratados 30 minutos antes da injecdo de carragenina na cavidade peritoneal com PLS (10
mg/kg; i.p.). O grupo controle recebeu apenas injecéo de salina (0,9%, i.p.) no periténio. Os valores foram
expressos como média + E.P.M. de nmoL/mL de MDA. #p<0,05 comparado com o grupo salina e *p<0,05
comparado com o grupo carragenina. A analise estatistica foi realizada por meio do teste ANOVA seguido
pelo teste de Newman-Keuls.

5.6 Atividade antioxidante do PLS-G. domingensis sobre o estresse oxidativo por
dosagem de GSH no exsudato peritoneal

Os resultados mostrados na Figura 10 mstram que, no grupo tratado com injecao
intraperitoneal de solucdo de carragenina (500 pg/cavidade) houve reducdo significativamente
da concentragdo de GSH (71,100 * 4,821 ug/ml) quando comparado ao grupo salina (194,900
+ 7,083 pg/ml). O grupo pré-tratado com PLS, na dose de 10 mg/kg, preservou os niveis de
GSH (206,100 + 8,550 pg/ml).
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Figura 10 - Efeito de PLS-G. domingensis sobre a dosagem dos niveis de GSH no exsudato
peritoneal
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Os niveis de GSH no exsudato peritoneal foram avaliados 4 horas ap6s a administracdo de carragenina. Os
animais foram pré-tratados 30 minutos antes da injecdo de carragenina na cavidade peritoneal com PLS (10
mg/kg; i.p.). O grupo controle recebeu apenas injecdo de salina (0,9%, i.p.) no peritdnio. Os valores foram
expressos como média = E.P.M. de pug de NPSH/mI de liquido. #p<0,05 comparado com o grupo salina e
*p<0,05 comparado com o grupo carragenina. A analise estatistica foi realizada por meio do teste ANOVA
seguido pelo teste de Newman-Keuls.

5.7 Atividade antinociceptiva do PLS-G. domingensis na contor¢do abdominal
induzida por &cido acético

Conforme a Figura 11 é observado o efeito antinociceptivo do PLS sobre as
contragcBes abdominais induzidas por acido acético. A administracdo de PLS (10 mg/kg; i.p.)
30 minutos antes do estimulo doloroso, reduziu significativamente o nimero de contorcdes
abdominais (17,330 £ 1,978) em relacdo ao grupo controle positivo (56,670 £ 3,593). Como
esperado, a morfina (5 mg/kg; s.c.), farmaco de referéncia, mostrou uma resposta analgésica

potente (0,333 + 0,210) em relacdo ao grupo que recebeu somente acido acético.
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Figura 11 - Efeito de PLS-G. domingensis sobre as contor¢bes abdominais induzidas por
acido acetico
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Os animais foram pré-tratados com PLS-G. domingensis (10 mg/kg; i.p.) ou morfina (5 mg/kg; s.c.) e ap6s
30 minutos receberam &cido acético a 0,6% via i.p. Os valores foram expressos como média = E.P.M. do
nimero de contor¢des. #p<0,05 comparado com o grupo salina e *p<0,05 comparado com 0 grupo &acido
acético. A andlise estatistica foi realizada por meio do teste ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls.

5.8 Atividade antinociceptiva do PLS-G. domingensis no teste de formalina

Os resultados expostos na Figura 12, evidenciam que o PLS (10 mg/kg; i.p.) promoveu
reducdo significativa do tempo em que o animal permaneceu lambendo a pata nas duas fases
do teste de formalina (12 fase — 34,170 + 3,688) (22 fase — 3,496 + 1,252) quando comparados
ao grupo controle positivo (12 fase — 47,020 + 3,702) (22 fase — 33,100 * 4,070). O grupo
morfina (5 mg/kg; i.p.) também reduziu significativamente (12 fase — 16,720 + 1,321) (22 fase

— 1,042 £ 0,666) o parametro avaliado quando comparado ao grupo formalina.
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Figura 12 - Efeito de PLS-G. domingensis sobre o tempo de reatividade no teste de formalina
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Os animais foram pré-tratados com PLS-G. domingensis (10 mg/kg; i.p.) ou morfina na dose de (5 mg/kg;
s.c.). Ap6s 30 minutos foi injetada formalina. As respostas nociceptivas dos animais a injecdo de formalina
(2,5 %, 20 pl) foram avaliadas durante as fases I (0-5 min) e Il (20-25 min). Os valores nos graficos
representam a média + E.P.M. do tempo de lambedura da pata ap6s a aplicacdo da formalina na pata direita
traseira. #p<0,05 comparado com o grupo salina e *p<0,05 comparado com o grupo formalina. A analise
estatistica foi realizada por meio do teste ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls.
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6. DISCUSSAO

O interesse em estudar o potencial anti-inflamatério e antinociceptivo do PLS extraido
da alga vermelha G. domingensis surgiu devido aos efeitos farmacologicos evidenciados de
PLS de outras espécies do género Gracilaria, podendo ser destacado o efeito anti-
inflamatorio, antioxidante e antinociceptivo da espécie Gracilaria intermediata (COSTA
et al., 2020), os efeitos protetores da espécie Gracilaria caudata sobre a hipernocicepcéo,
artrite, periodontite e sobre a barreira esofagica (CHAVES et al., 2013; SILVA et al.; 2019;
OLIVEIRA et al., 2020; SALES et al., 2020), e da Gracilaria birdiae sobre a reducdo dos
danos causados pela colite (BRITO et al., 2014). Os efeitos bioldégicos demonstrados pelos
PLS destas algas durante a resposta inflamatoria nos diferentes tipos de patologia, se
caracterizam pela reducdo da migracdo celular, da atividade de mediadores quimicos, dos
niveis de estresse oxidativo, pela preservacdo dos niveis de antioxidantes enddgenos e por
ativarem vias bioquimicas com acdo antinociceptiva (SOUSA et al., 2022). Corroborando
com esses achados, os dados apresentados no presente trabalho demonstraram que o PLS-G.
domingensis apresenta atividades anti-inflamatéria e antinociceptiva em modelos
experimentais in vivo.

O ponto de partida deste estudo foi avaliar a atividade anti-inflamatoria do PLS-G-
domingensis, para isso foi utilizado o modelo classico de avaliacdo de atividade anti-
inflamatdria de novos farmacos, o edema de pata induzido por carragenina, por exemplo, foi
través do uso deste modelo que os pesquisadores da Merck Sharp & Dohme, elucidaram a
atividade anti-inflamatdria da indometacina. O desenvolvimento do edema induzido por este
agente flogistico possui um perfil bifasico. Na fase inicial do modelo, que se inicia
aproximadamente uma hora ap6s o estimulo inflamatério, ocorrem eventos vasculares,
resultantes do aumento da concentracdo de histamina e serotonina do espaco intercelular. Na
fase mais tardia, que inicia-se aproximadamente 3 h apds o tratamento, ocorrem eventos
celulares dependentes de citocinas pré-inflamatorias, Oxido nitrico e prostaglandinas
produzidos pelas células residentes, além disso pode ser observado no local do insulto um
intenso infiltrado neutrofilico que podem amplificar a resposta inflamatdria ao gerar espécies
reativas de oxigénio e mediadores inflamatdrios e pela atividade da enzima MPO (WINTER;
RISLEY; NUSS, 1962; MORRIS, 2003; POSADAS et al., 2004; BARBOSA et al, 2009;
ZHANG et al., 2022).

Inicialmente foram utilizadas trés doses diferentes do PLS-G. domingensis (2,5; 5 e 10

mg/kg) com o objetivo de se estabelecer a melhor dose com efeito anti-inflamatério. Todas as
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doses testadas neste modelo apresentaram um efeito estatisticamente significativo durante
todo o tempo de andlise, porém a dose mais eficaz com acdo antiedematogénica foi de 10
mg/kg e esta dose foi, portanto, escolhida para as avaliagfes posteriores.

O tratamento i.p. com a melhor dose de PLS-G-domingensis, produziu uma inibigéo
significativa do edema, com valores que superaram os encontrados para 0 grupo tratado com
indometacina, droga AINEs utilizada como padréo neste modelo de experimento, inferindo
que o PLS-G-domingensis pode estar atuando via inibicdo da liberacdo de mediadores pro-
inflamatorios da inflamagdo aguda, como os agentes produzidos durante o metabolismo do
acido araquiddnico, mais especificamente as prostaglandinas. Os achados encontrados neste
modelo corroboram com os de BRITO et al., 2014 e COSTA et al., 2020 sobre os efeitos anti-
inflamatdrios de PLS de algas marinhas na inibicdo do edema induzido por carragenina.
Outros PLS extraidos de algas vermelhas também ja demonstraram serem capazes de reduzir
significativamente edema de pata, conforme nos achados de PEREIRA et al., (2014) que
utilizou PLS de Digenea simplex e relatou um efeito inibitorio dose dependente no edema da
pata induzido pela carragenina. De modo semelhante, BATISTA et al., (2014) avaliando o
efeito anti-inflamatdrio do PLS de Agardhiella ramosissima verificou uma inibicdo nas duas
fases desse modelo experimental.

No presente estudo pdde se avaliar ainda que o PLS de G. domingensis foi ativo nas
duas fases da inflamacdo, ou seja, inibiu 0 edema antes e ap6s 3h, indicando outros possiveis
mecanismos de acdo anti-inflamatoria, como o envolvimento na inibicdo de mediadores
quimicos da inflamacdo (VINEGAR et al., 1987) e na migracao de neutrofilos (KULKARNI;
MEHTA; KUNCHANDY, 1986). Partindo deste principio, que a acdo anti-inflamatoria do
PLS poderia envolver mediadores quimicos e migracdo de polimorfonucleares, foram
realizados testes com modelo de edema de pata induzido por diferentes agentes flogisticos e
modelo de peritonite induzida por carragenina com o objetivo de elucidar os achados
observados no presente modelo.

Neste contexto, foram realizados os modelos de edema de pata induzidos pela
injecdo intraplantar de histamina e 5-HT, a fim de se esclarecer a influéncia do PLS-G.
domingensis sobre esses mediadores na mediacdo de seus efeitos anti-inflamatérios. E bem
conhecido as a¢des da histamina e 5-HT como aminas vasoativas que desempenham papéis
fundamentais noprocesso inflamatério através do aumento da permeabilidade vascular. A
histamina é fundamental para a contragdo e separagdo das células, essa acdo inicia quando ela
se liga aos receptores histaminicos H1 presente na célula endotelial, produzindo assim um

aumento dos espagos entre as células, o que facilita o extravasamento das substancias para o



59

espaco intersticial e a passagem dos leucocitos circulantes. O principal local de
armazenamento da histamina na maioria dos tecidos € no mastocito. Além de seu papel na
vasculatura, é importante destacar que essa amina tem um efeito ativador sobre a fosfolipase
A, enzima responsavel pela formacdo de prostaglandinas. As a¢des de 5-HT se assemelham
as da histamina (BENJAMIN; CARLINI; BARJA-FIDALGO, 1992). Os resultados
mostraram que o PLS-G. domingensis é capaz de diminuir o edema induzido pela histamina e
por serotonina de modo significativo em todo o curso do edema. Estes resultados apontam
para um possivel composto anti-inflamatdrio com efeitos antiaminas vasoativas.

A partir de entdo, decidiu-se investigar o efeito do PLS-G. domingensis sobre a
bradicinina, um outro reconhecido mediador inflamatério. A bradicinina é liberada
subsequente a histamina e 5-HT, ela é um peptideo bioldgico proveniente do sistema de
cininas, constitu-se como um potente vasoativo que tem acdo semelhante as aminas
vasoativas causando aumento da permeabilidade vascular, além de acdo caracteristca de
hiperalgesia, que é a maior sensibilidade a estimulos dolorosos (CAMPOS & CALIXTO,
1995). As acdes deste mediador quimico na resposta inflamtoria aguda, ocorrem por meio
de sua interagdo com o0s receptores Bi presentes nos macrofagos residentes no tecido
lesado, a interacdo induz estas células a produzirem citocinas pré-inflamatorias (IL-1,
TNF-a), sua acdao exerce também influéncia na ativacao e aderéncia de neutrofilos. Além
disso, nos neurbnios nociceptivos, esse biopeptideo € responsavel pela excitacdoo de fibras
nociceptivas que ao serem estimuladas podem levar a hiperalgesia com estimulacdo da
liberacdo de substancia P e peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP), este
altimo € um potente peptideo vasodilatador amplamente distribuido no sistema nervoso
central (SPECTOR, 1956; ANTONIO & BRITO, 1998). No presente trabalho, o PLS
produziu uma acentuada reducdo do volume da pata p<0,05 no edema de bradicinina em
todo curso temporal avaliado.

Dando seguimento na elucidacdo dos possiveis mecanismos envolvidos no efeito
antiedematogénico do PLS-G-domingensis, foi analisado sua atividade no edema de pata
induzido por PGE>. A prostaglandina E> € um eicosanoide sintetizado a partir da
metabolizacdo do acido araquidénico pelas enzimas COX, quando liberado, exerce
importantes funcBes no processo inflamatorio, uma vez que ela induz a producéo de
diversos quimioatraentes, tais como citocinas pro-inflamatérias e leucécitos. A PGE; pode
ainda atuar de modo sinergicamnete com outros mediadores incluindo histamina e
bradicinina, associacdo que é responsdvel pelo quadro de dor e febre. Essa soma de

evidéncias destacam o importante papel da enzima COX por meio da producéo de PGE> na
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resposta inflatéria aguda (KAUR et al., 2004; 2013; LEITE et al., 2014). O PLS
demonstrou acdo antiedematogénica significativa no edema associado ao agente PGE:.

Os resultados obtidos nos modelos que utilizaram mediadores quimicos corroboram
com o trabalho de Chaves et al., (2013) no qual o PLS 10 mg/kg de Gracilaria caudata
inibiu efetivamente o edema induzido por histamina. Os efeitos do PLS de G. Domingensis
sobre o edema de PGE:> se assemelham aos do PLS da alga Padina tetrastromatica
relatados por Mohsin & Kurup, (2011) que relataram uma reducdo significativa na
concentracdo de COX. Batista et al., (2014) avaliando o PLS da alga Agardhiella
ramosissima mostrou que o seu efeito sobre a diminui¢do dos edemas de histamina e 5-HT
foi significativo.

Por fim, para validar a hipotese de que parte da acdo anti-inflamatéria de PLS-G.
domingensis envolvia a inibi¢do de mediadores da inflamagéo foi avaliado seu efeito sobre
edema de pata provocado pelo composto 48/80. A inflamagdo induzida por composto
48/80 envolve degranulacdo de mastocitos, o rompimento da membrana tem como
consequéncia a liberacdo dos mediadores vasoativos histamina e serotonina, 0s quais
agindo em seus respectivos receptores irdo causar 0 aumento da permeabilidade vascular,
alem do sinal clinico de coceira (SANTOS & RAO, 1997; SCHEMANN et al., 2012).

A dose testada do PLS-G. domingensis nesse modelo reduziu de forma significativa
(p<0,05) o volume das patas de camundogos. Semelhantemente, De Sousa et al. (2013),
avaliando o efeito anti-inflamatorio de um polissacarideo da alga vermelha Gelidium
crinale, verificou que o PLS foi capaz de reduzir de maneira significativa o edema de pata
induzido pelo composto 48/80 em aproximadamente 32%. Coura et al. (2015) verificou
que o polissacarideo da alga vermelha Gracilaria cornea foi eficaz na reducdo do edema
de pata induzido pelo agente 48/80.

Diante dos resultados do presente estudo e das evidéncias encontradas na literatura, é
possivel sugerir que o envolvimento da histamina deriva de mastdcitos no efeito anti-
inflamatério do PLS-G. Domingensis, possivelmente atuando sobre os receptores H1 da
histamina ou sobre a estabilidade de mastocitos prevenindo assim a liberacdo dos mediadores
presente em seus granulos, como foi evidenciado por meio do edema de 48/80.

Pode-se, portanto, observar por meio dos resultados apresentados a partir dos modelos
de edemas do presente trabalho que o PLS-G. domingensis, na dose de 10 mg/kg; i.p., foi
eficaz na reducdo dos edemas de pata induzidos por carragenina, histamina, serotonina,
bradicinina, PGE2 e composto 48/80. Deste modo, pode-se inferir que o PLS-G. Domingensis,

um biopolimero, afeta 0 componente celular e vascular do edema e este efeito parece ser
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mediado pela reducdo da acdo de diferentes mediadores inflamatorios e pela redugdo da
migracao celular.

Partindo da hipdtese que o efeito anti-inflamatério de PLS-G. domingensis durante a
resposta inflamatoria induzida por carragenina foi relacionada com uma reducdo da infiltracéo
de neutrofilos para o local da inflamagdo, buscou-se evidencia-la através do modelo
experimental de peritonite induzida pelo mesmo agente inflamégeno. Neste modelo, a
carragenina induz migracao de neutréfilos para a cavidade peritoneal por ativacdo indireta dos
macréfagos (SOUZA et al., 1988; MONTANHER et al., 2007).

O peritbnio € uma membrana serosa que reveste as paredes da cavidade abdominal, os
modelos animais envolvendo cavidades permitem a quantificacdo de células e niveis de varios
mediadores inflamatorios induzidos por diferentes agentes irritantes aplicados no interior da
cavidade, essas caracteristicas que envolve este modelo experimental o qualifica como
ferramenta farmacoldgica de grande utilidade para a avaliacdo de migracdo de neutrofilos e
como teste para drogas anti-inflamatorias (PAULINO et al., 2008; CASH et al., 2009).

Varios trabalhos mostram produtos de algas atuando sobre a peritonite induzida por
carragenina. Na analise de uma fracdo de polissacarideo sulfatado extraido da alga marinha
vermelha Hypnea musciformis, Brito et al. (2013) mostrou que um dos mecanismos de seu
efeito anti-inflamatorio ocorre pela inibicdo da migracdo de neutrdfilos. Pereira et al. 2014
demonstrou que o PLS da alga vermelha Digenea simplex inibiu a migracdo de neutréfilos
para a cavidade peritoneal, de modo semelhante Vanderlei et al. (2011) mostrou em seus
achados que a fracdo do polissacarideo sulfatado da alga vermelha Gracilaria birdiae inibiu
em até 52% a migracao de leucocitos e 54,76% a migracao de neutrofilos.

Os resultados do PLS-G domingensis na migracdo de leucdcitos totais e neutrofilos na
peritonite induzida por carragenina corroboram com os resultados de edema de pata induzido
por carragenina, confirmando que houve reducao significativa dos eventos celulares, uma vez
que inibiu em aproximadamente 75.41% a migracdo de leucdcitos totais, e notadamente a
migracdo de neutrofilos, 89,83%, para a cavidade peritoneal. Os resultados desses dois
ensaios apresentam bons valores e se comparam com o0s achados da literatura.

Considerando que a inibicdo da atividade da enzima MPO € mais um indicador de
atividade anti-inflamatéria (BRADLEY et al., 1982) e um parametro comumente usado para
avaliagdo indireta do conteudo de neutrofilos no liquido peritoneal, visto que essa enzima é
encontrada primariamente nos granulos azuréfilos dos neutréfilos. Ela é uma hemoproteina
microbicida, liberada no fagossomo ou no espaco extracelular quando ha ativacdo de

neutrofilos, ela ainda tem a capacidade de reagir com espécies reativas de oxigénio formando
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radicais livres, por isso a MPO também é um importante indicativo de progressdo da
inflamacdo (KLEBANOFF, 2005).
Na anédlise da atividade de MPO no fluido peritoneal, o resultado mostrou que o
PLS-G. domingensis reduziu de forma significativa a acdo da enzima, evidenciando ser
possivel que a sua atividade anti-inflamatoria envolva, como parte do seu mecanismo de
acdo, a inibicdo da migracdo de neutrofilos para o sitio da inflamacdo. Este resultado se
assemelha com os efeitos anti-inflamatdrios do PLS da alga Gracilaria cornea relatados
por COURA et al. (2015).

Esta bem estabelecido que no processo inflamatério ocorre uma intensa migracao de
neutréfilos. Estas células quando ativadas sdo fontes de EROs que contribuem
significativamente para estresse oxidadtivo, que por sua vez também desempenha um papel
importante no recrutamento de neutrdfilos, mantendo uma retroalimentacdo. A geracdo de
EROs estd associada a patogénese da inflamacéo, por levar dano ao tecido ao causar a
peroxidacdo de lipidios, dano as proteinas e inducdo de proteinas pro-inflamatérias. A
consequéncia da reacdo dos EROs contra a membrana celular € o acimulo de MDA (LIMA et
al., 2006; GAWEL et al., 2004; TSIKAS, 2017).

O MDA ¢ o mais abundante dialdeido gerado como produto secundario na oxidacao
de &cidos graxos poli-insaturados, principalmente o acido araquidénico. Por ele ser um
mecanismo bem estabelecido de dano celular, é bastante utilizado como um marcador de
estresse oxidativo em células e tecidos (GAWEL et al., 2004). Em um estudo realizado por
Brito et al. (2014) o PLS da alga vermelha Gracilaria birdiae mostrou-se eficaz na reducéo
dos niveis de MDA. No presente trabalho o PLS-G domingensis reduziu de forma
significativa os niveis de MDA, aproximadamente 46,34%. Diante desse resultado eficaz é
possivel inferir que provavelmente a reducdo dos niveis de MDA pelo PLS-G. domingensis,
em parte, esteja associado a diminui¢do da migracdo de neutrofilos e consequentemente uma
menor producdo de EROs.

A atividade antioxidante de PLSs tem sido sistematicamente relatada na literatura,
esses compostos protegem as células da agressdo de espécies reativas de oxigénio. No
organismo existem uma variedade de moléculas que atuam como antioxidantes enddgenos,
incluindo o GSH. No espaco intracelular o GSH é o principal antioxidante, atuando na
prevencdo do dano oxidativo, remogdo de radicais e desintoxicagdo, essas fungdes séo
importantes visto que contribuem para a estabilizagdo das membranas bioldgicas e
manutencgdo do equilibrio redox fisiologico (XING et al., 2015).

Partindo dessa premissa, foram dosados os niveis de GSH do exudato peritpneal no
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modelo de pritonite, com a finalidade elucidar a possivel acdo do PLS-G. domingensis
atuando como uma molécula antioxidante. O pré-tratamento com o PLS-G. domingensis foi
capaz de preservar os niveis de GSH, mostrando que é possivel inferir que um de seus
mecanismos estdo atrelados ao aumento do GSH, é importante também destacar que nao se
pode descartar o envolvimento do PLS-G. domingensis sobre outras moléculas antioxidantes
endogenas. Os resultados deste estudo corroboram com os trabalhos de Silva et al., 2012 e
Silva et al., 2015 com polissacarideos de Gracilaria birdiae e Passiflora edulis
respectivamente, que mostraram eficacia na preservacao dos niveis de GSH.

Existe uma forte associacdo entre o processo inflamatério e o desenvolvimento da dor,
de modo que essa experiéncia sensitiva se estabeleceu como um dos cinco sinais da
inflamacdo. A dor aguda é protetora e uma caracteristica fundamental da inflamacéo,
enquanto a dor cronica esta associada a neuroinflamacdo cronica, uma inflamacéo local no
sistema nervoso periférico ou central (JI; CHAMESSIAN; ZHANG, 2016).

Logo apds o inicio do processo inflamatorio alguns mediadores quimicos que sdo
sintetizados atuam modulando a dor. Dentre os mediadores, a bradicinina atua por meio da
ativacdo de receptores B> desempenhando um papel importante na transmissdo da dor
diretamente pela ativacdo dos neurdnios sensoriais primarios. Este peptideo esta entre os
mediadores algogénicos endogenos mais potentes, além disso, é capaz de liberar um grande
nimero de outros mediadores inflamatérios, incluindo prostaglandinas, 6xido nitrico,
neuropeptideos e CGRP amplificando a resposta nociceptiva (DRAY & PERKINS, 1997).

Um outro meio pelo qual a bradicinina sensibiliza neurbnios aferentes primarios
ocorre pela interacdo com a maioria dos mediadores inflamatérios, como prostaglandinas e
citocinas levando a alodinia e hiperalgesia. 1sso explica por que a ativacao induzida por cinina
de neurdnios sensoriais primarios e hiperalgesia podem ser bloqueadas por drogas anti-
inflamatdrias ndo esterdides (CALIXTO, 2000).

Assim, para averiguar o efeito antinociceptivo do PLS-G. domingensis, foi utilizado o
teste de contorcbes abdominais induzidas por &cido acético. Trata-se de um modelo
experimental de dor visceral, ndo seletivo, porém bastante utilizado para avaliar o potencial
analgésico central e periférico de drogas devido a sua alta sensibilidade. Este agente quimico
causa dor por diferentes mecanismos nociceptivos, incluindo a liberacdo de histamina, 5-HT,
bradicinina, prostaglandina e citocinas inflamatorias. Os agentes algogénicos como o &cido
acético, induzem um comportamento tipico em camundongos caracterizado por contragdes

abdominais, movimentos do corpo como um todo, e tor¢do dos masculos abdominais dorsais
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(COLLIER et al.,, 1968; RIBEIRO et al., 2000; MIRANDA et al.,, 2001). O efeito
antinociceptivo é interpretado por uma diminui¢cdo do nimero de contorcoes.

No presente estudo foi possivel observar a atividade antinociceptiva do PLS-G
domingensis, visto que reduziu de forma significativa o niUmero de contorc¢bes induzida pelo
acido acético. Semelhantemente, Costa et al., (2020) utilizando o PLS da alga Gracilaria
intermedia em seu trabalho, mostrou que ele foi capaz de diminuir as contorc¢des induzidas
pelo &cido acético de forma expressiva (P < 0,05) comprovando o seu efeito antinociceptivo.
Na mesma perspectiva, Aradjo et al., (2011) através de seus achados com o PLS de Solieria
filiformis demonstrou a reducdo de contor¢des abdominais e Chaves et al. (2013) relatou que
0 PLS da alga vermelha Gracilaria caudata tambeém possui efeito eficaz na diminuicdo das
contorgdes abdominais em camundongos. Diante deste resultado obtido no modelo de
contorcdo, juntamente com os resultados obtidos nos experimentos de inflamacdo, pode-se
sugerir que o PLS-G. domngensis tem um efeito antinociceptivo, e que dentre 0s mecanismos
implicados na reducdo da contorgdo, estd o seu efeito sobre mediadores inflamatorios e
migracao de neutrofilos em resposta ao acido acetico.

Posto que, o0 modelo em questdo ndo apresenta uma especificidade satisfatoria,
buscou-se avaliar melhor 0 mecanismo de a¢do do PLS-G. domingensis na nocicepg¢éo a nivel
de sistema nervoso central e periférico, paratal foi realizado o modelo de formalina.

A resposta nociceptiva induzida pela formalina é caracterizada por duas fases que
envolvem diferentes mecanismos, portanto pode relacionar-se a diferentes tipos de dor. A fase
um é observada durante os cinco primeiros minutos apds a aplicacao do agente flogistico, que
ird desencadear uma dor de origem neurogénica. A nocicepcdo nessa fase é resultado da
estimulacdo quimica direta de nociceptores das fibras sensoriais aferentes, principalmente as
fibras C, e pode ser suprimida por medicamentos opidides como a morfina. A segunda fase se
inicia por volta de 20 minutos ap6s a inducdo com o inflamdgeno, nesta fase a dor é de
origem inflamatéria, e se desenvolve por uma combinacdo de diferentes estimulos de
componentes da resposta inflamatéria e de mecanismos de sensibilizcdo nervosa
(HUNSKAAR; FASMER; HOLE, 1985; SAEED-ABADI et al., 2012).

Vérios estudos demonstraram que na fase um deste modelo sdo liberadas
principalmente substancia P e a bradicinina e por isso drogas de acdo central, tais como
morfina, reduzem o tempo de lambedura de pata induzida por formalina nas duas fases. Ja na
segunda fase, 0s mediadores envolvidos sdo principalmente histamina, serotonina,
aminoacidos excitatorios, prostaglandinas e bradicinina, mediadores que sofrem a acdo de
medicamentos como os AINEs (HUNSKAAR; FASMER; HOLE, 1985). Portanto,
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compostos com caracteristicas semelhantes aos AINEs quando testados neste modelo,
possuem efeito inibidor de lambida de pata na segunada fase do teste de formalina.

Os resultados obtidos neste estudo sdo indicativos que o PLS-G. domingensis possuli
indicios de aliviar a dor neurogénica, pois apresentou uma reducéo no tempo de lambedura de
pata nos animais em aproximadamente 27,32 %, e inflamat6ria com redugdo do tempo de
lambedura de pata nos animais em aproximadamente 89,43 %, sugerindo que a atividade
antinociceptiva pode ser devida, pelo menos em parte, a acdo anti-inflamatoria, visto que é
notoério a expressiva reducdo de lambidas de pata nos animais do grupo tratado com o PLS-G.
Domingensis, efeito antinociceptivo semelhante ao apresentado pelo farmaco de referéncia, a
morfina, que reduziu as lambidas de pata em 96,85 %.

Estudos procurando esclarecer os mecanismos antinociceptivos, pelos quais 0s
polissacarideos extraidos de algas marinhas exercem os seus efeitos, mostraram que o PLS de
Digenea simplex possui a capacidade de reduzir de forma significativa o tempo de lambedura
de patas nos dois tempos do teste de formalina, como relatado por Pereira et al. (2014). Nos
achados de Costa et al. (2020), o PLS de Gracilaria intermedia reduziu o tempo de
lambedura de pata p<0,05. Esses achados corroboram com os que foram encontrados no
presente trabalho.

O efeito inibitério de PLS-G. Domingensis como mostrado anteriormente, foi mais
expressivo na segunda fase do teste de formalina, o que estd em conformidade com os
resultados encontrados nos testes anti-inflamatorios, nos quais o PLS-G. Domingensis
apresentou capacidade de inibicdo dos diferentes mediadores inflamatérios. Portanto, é
possivel inferir que o efeito antinociceptivo de PLS se deva principalmente a um mecanismo

periférico.
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7. CONCLUSAO

O PLS-G. domingensis 10 mg/kg apresentou efeito antiedematogénico. E possivel que
seu mecanismo de atuacdo esteja envolvido na reducdo da atividade de componentes
vasculares por diminuir os edemas de carragenina, histamina, 5-HT, bradicinina e PGEz, por
prevenir a degranulacdo de mastdcitos induzida pelo composto 48/80, pela inibicdo da
migracdo de neutrofilos e reducdo dos niveis de MDA com preservacao dos niveis de GSH no
exsudato peritoneal. Além disso, apresentou efeito antinociceptivo por diminuir as contor¢des
induzidas por acido acético e o tempo de lambida de pata induzida por formalina, mostrando
acdo principalmente através de mecanismos periféricos (Figura 13). Deste modo, o0s
resultados do presente trabalno mostram que o PLS-G. domingensis apresenta propriedades

anti-inflamatoria e antinociceptiva.
Figura 13 - Mecanismo de acdo do PLS-G. domingensis
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Legenda — 48/80: composto 48/80; 5-HT: serotonina; AA: 4cido acético; BRAD: bradicinina; Cg: carragenina;
GSH: glutationa; HIST: histamina; MDA: malondialdeido; MPO: mieloperoxidase; PGE;: prostaglandina E;;
PLS: polissacarideo sulfatado

Fonte: Elaborado pelo autor, adaptado de Coura, 2011/ Hordijk, 2022.
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