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RESUMO

SANTOS, AK.F.S. Estudo da atividade antinociceptiva e anti-inflamatéria do
extrato etanodlico bruto de Sargassum polyceratium Montagne. 2016. 78p.
Dissertacdo (Pos-graduacdo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos,
Farmacologia) - UFPB/CCS/Joéo Pessoa - PB.

Os produtos naturais marinhos tém sido alvos de pesquisas importantes nas ultimas
décadas, nesse periodo a quantidade de produtos isolados que apresentam
atividades terapéuticas cresceu de forma exponencial. Apesar do enorme arsenal
biolégico que o ambiente marinho representa, ele ainda é pouco explorado. As algas
representam um dos recursos mais biologicamente ativos da natureza e tém
despertado o interesse da comunidade cientifica, por serem produtoras de
substancias quimicas com grandes chances de possuirem atividade terapéutica.
Sargassum polyceratium é uma macroalga bentdnica ecologicamente importante para
o ambiente marinho. Estudos anteriores isolaram e identificaram quatro substancias
do extrato etandlico bruto de Sargassum polyceratium (SpEE) e mostram comprovada
atividade antinociceptiva do extrato, porém nada se conhece sobre o0 mecanismo de
acao. No presente trabalho, foi investigado o possivel mecanismo de acdo do SpEE
utilizando antagonistas farmacologicos e tendo como protocolo experimental o teste
da formalina. A antinocicepc¢ao produzida pelo SpEE foi significativamente bloqueada
em animais pré-tratados com cafeina (10 mg/kg, s.c.), indicando o envolvimento do
sistema adenosinérgico. Contudo, o efeito antinociceptivo do SpEE nao foi revertido
pela naloxona (antagonista ndo-seletivo dos receptores opioides, 5 mg/kg, s.c.),
glibenclamida (bloqueador dos canais de K*atp, 10 mg/kg, i.p.), sulpirida (antagonista
de receptores dopaminérgicos do tipo D2, 20 mg/kg, s.c.) e nem pela ioimbina
(antagonista seletivo de receptores az-adrenérgicos, 015 mg/kg, i.p.), sugerindo que o
SpEE néo atua diretamente por esses mecanismos. No modelo de peritonite induzida
por carragenina, o tratamento com SpEE diminuiu o fluxo de leucécitos para o local
inflamado. Portanto, esses resultados mostram que o SpEE promove atividade
antinociceptiva com possivel participacdo do sistema adenosinérgico, além de possuir
possivel atividade anti-inflamatoria.

Palavras-chaves: Sargassum polyceratium, Nocicepcdo, Dor, Inflamacéo,

Mecanismo de acao, Alga.



ABSTRACT

SANTOS, AK.F.S. Study of the action mechanism and assessment of anti-
inflammatory activity of natural products from marine origin. 2016. 78p.
Dissertation (Post-graduation in Natural Products and Bioactive Synthetics,
Pharmacology) — UFPB/CCS/Joao Pessoa — PB.

The marine natural products have been the target of important researches in the last
decades; in that period, the quantity of isolated products that presented therapeutic
activity has increased exponentially. However, due to the vast biological arsenal that
the marine environment presents, it is still little explored. The algae represent one of
the resources most biologically active in nature and due to that, it has aroused the
interest of research community for being producers of chemical substances with high
chances of having therapeutic activity. Sargassum polyceratium is a benthic
macroalgae ecologically important for the marine environment. Previous studies
isolated and identified four substances from brute ethanolic extract of Sargassum
polyceratium (SpEE) and reveal confirmed antinociceptive activity of this extract,
although it is known nothing about its action mechanism. In the present study, it was
studied the possible action mechanism of SpEE using pharmacological antagonists
and having the formalin test as experimental protocol. The antinociception produced
by SpEE was significantly blocked in animals pre-treated with caffeine (10 mg/kg, s.
c.), indicating the involvement of the adenosinergic system. However, the
antinociceptive effect of SpEE was not reversed by nexalone (non-selective opioid
antagonist, 5 mg/kg, s. c.), glibenclamide (K*atr channel blockers, 10 mg/kg, i.p.),
sulpiride (antagonist of dopaminergic receptors type D2, 20 mg/kg, s.c.), neither by
yohimbine (selective antagonist of receptors az-adrenergic, 015 mg/kg, i.p.),
suggesting that SpEE does not act directly by these mechanisms. In the peritonitis
model induced by carrageenan, the treatment with SpEE reduced the flow of
leukocytes to the inflamed site. Thus, these results show that SPEE promotes
antinociceptive activity with possible participation of adenosinergic system, in addition
to having anti-inflammatory activity.

Keywords: Sargassum polyceratium, Nociception, Pain, Inflammation, Action

mechanism, Algae.
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1. INTRODUCAO

A dor € um sintoma que sempre esteve presente na humanidade. A sensacéo
da dor tem um papel protetor para os seres vivos, pois funcionam como alerta para
deteccdo de algo que ameace a manutencdo da homeostase no corpo;
consequentemente, 0 organismo induzird respostas que permitirdo a ativacao de
mecanismos de defesa para combater a lesdo ou o agente causador da perda da
homeostase. Quando o dano tecidual € inevitavel, alteracdes de excitabilidade
provocam uma hipersensibilidade no tecido lesionado e ao seu redor, fazendo com
que o individuo evite o contato local até que a cura seja alcancada e, provocando
reacdes emocionais negativas, tornando causadora de sofrimentos e sendo 0 motivo
mais comum para que seja procurado atendimento médico (LUIZ, 2007; BENEDITO,
2013).

A dor pode ser desagradavel para o paciente permitindo que sua qualidade de
vida seja reduzida, o que também ird gerar um desconforto para a familia. Para o
paciente, a palavra dor significa doenca e sofrimento; ja para os fisiologistas dor tem
o sentido mais abrangente e se segue da ativacao de nociceptores, envolvimentos de
vias de sinalizacdo, terminando no cortex cerebral (SWIEBODA et al., 2013). Ja esta
bem estabelecido que dor € uma definicdo complexa e que envolve tanto processos
cognitivos e emocionais pelo encéfalo, como também a transducdo de estimulos
nocivos ao organismo. Portanto dois componentes participam do processo doloroso:
0 componente sensorial e o componente motivacional (CHAPMAN et al., 1999;
JULIUS; BASBAUM, 2001; ALMEIDA et al., 2004).

O termo nocicepgao vem do latim “nocere”, que significa “doer”, e refere-se ao
processo sensorial desencadeado por estimulos nocivos que serdo convertidos em
impulsos nervosos, através dos nociceptores, e levados ao cérebro para produzir a
sensacao de dor (International Association for the Study of Pain, 2010). Nociceptores
sao transdutores altamente especializados que se apresentam como terminagdes
nervosas livres de alto limiar de excitabilidade e ativados quando um estimulo
mecanico, térmico, quimico ou elétrico potencialmente lesivo seja aplicado ao
organismo. Para que 0s nociceptores sejam ativados a partir de um dano tecidual,
deve ocorrer a liberacdo de varios mediadores quimicos que irdo atuar em receptores

especificos, ativando cascatas de sinalizagdo (BENEDITO, 2013). Portanto,
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substancias que sdo capazes de bloquear tais vias vém sendo tratadas como
importantes ferramentas no tratamento da dor (MEOTTI et al., 2007)

Grande parte da populacdo que faz uso de terapias medicamentosas nao
obtém respostas positivas ao tratamento existente no mercado, e, aliado a isso, 0s
efeitos indesejados causados por medicamentos ajudaria a favorecer a
descontinuacao do tratamento. Dessa forma se faz necessério a pesquisa constante
por novos medicamentos ou procedimentos que diminuam ou cessem 0s estimulos
dolorosos e que sejam mais eficazes e seguros.

Em meio a essa necessidade, diversos fatores impulsionam para a investigagao
de propriedades farmacologicas que possam vir dos produtos naturais, a exemplo:
vias alternativas mais baratas que sejam oferecidas a populacao, juntamente com a
descoberta de drogas eficazes, contribuindo, também, para o estudo da
biodiversidade das espécies (CARVALHO, 2001). A biodiversidade brasileira tem
contribuido bastante para pesquisa de novos farmacos; cabe ressaltar que o Brasil
detém a maior e mais rica biodiversidade do planeta, porém, ainda é precariamente
explorada no que tange a rapida necessidade de novas drogas.

Apesar do alto potencial terapéutico que os produtos naturais possuem, ha uma
grande complexidade estrutural em suas substancias, que pode levar a um baixo
rendimento quimico, o que inviabiliza a sintese organica das mesmas (SOUZA et al.,
2012). Além disso, deve-se considerar que os efeitos normalmente resultam do
sinergismo entre varios compostos bioativos.

Uma busca nessa éarea influenciaria diretamente a sociedade em varios niveis,
possibilitando a descoberta de novas drogas, a identificacdo de fontes de substancias
guimicas locais capazes de substituir as importadas, assim como o desenvolvimento
da industria de fitoterapicos nacionais (SANTOS, 2015). A fundamentacéo cientifica &
indispensavel e € o que possibilita a transformacgéo segura e eficaz de uma planta em
um medicamento de qualidade, diferente do uso baseado na pratica popular
(ELISABETSKY, 2002).

No ambiente marinho pode-se encontrar cerca de 80% das espécies de plantas
e animais do mundo, sendo considerado uma fonte primarias de produtos naturais
(ALMEIDA, 2011).

As pesquisas com produtos naturais de origem marinha sao recentes, se

comparados aos produtos naturais de origem terrestre, porém, os de origem marinha
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apresentam uma promissora fonte de substancias com finalidades terapéuticas para
0 uso humano (analgésico e antitumoral) (INCT AmbTropic, 2012). No entanto, devido
a complexa e pouco explorada diversidade molecular, ainda sdo poucas as
informacdes a respeito das substancias isoladas e atividade bioldgica documentadas
nos artigos cientificos sobre os produtos naturais de organismos marinhos coletados
ao longo do vasto litoral brasileiro.

Sendo um dos recursos mais biologicamente ativos da natureza, as algas,
possuem uma infinidade de compostos primérios e secundarios (O’'SULLIVAN et al.,
2010).

As algas marinhas sdo ricas em fibra, minerais, lipidios, proteinas, acidos
graxos, (incluindo o 6mega-3), aminoacidos essenciais, polissacarideos e vitaminas
A, B, C e E. Estudos sobre a atividade de composto extraidos de algas marinhas
revelaram numerosos efeitos terapéuticos, incluindo efeitos antioxidantes, anti-
inflamatorios, antinociceptivo, antimicrobianos e antitumoral (LEE et al., 2013).

Sargassum polyceratium Montagne, pertencente a familia Sargassaceae,
ordem Fucales, € uma macroalga bentbnica, que esta distribuida desde a Flérida até
o Nordeste brasileiro. E uma alga parda que atua diminuindo a poluicdo do ambiente
marinho, agindo como biofiltros que acumulam metais toxicos (ENGELEN et al.,
2001). Dados na literatura descrevem atividade biologicas como atividade antioxidante
em células endoteliais e imunorreguladores de células NK, macréfagos e células T
(CHEN et al., 2007).

Estudos anteriores mostraram que o extrato etandlico bruto de Sargassum
polyceratium possui atividade antinociceptiva comprovada nos modelos de
nocicepc¢ao quimica (teste das contor¢cdes abdominais induzidas por acido acético,
nocicepcao induzida por glutamato e no teste da formalina) utilizando roedores
(SANTOS et al., 2015), contudo, o mecanismo de acéo pelo qual ele promove este
efeito permanece desconhecido.

O presente trabalho buscou investigar o possivel mecanismo de agdo do
extrato etandlico bruto de Sargassum polyceratium, para entender quais vias estao
envolvidas na antinocicepgéo promovida pelo mesmo. Além disso, buscamos avaliar
a influéncia do SpEE na migracao de leucoécitos no modelo da peritonite induzida por

carragenina, para observar se ha alguma atividade anti-inflamatéria existente.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1.Dor - Consideracfes gerais

A dor é uma das principais causas de sofrimento humano, comprometendo a
qualidade de vida das pessoas e interferindo no seu estado fisico e psicossocial.
Sendo uma das sensacdes mais intimas e exclusivas que o ser humano ja
experimentou, a dor ndo sO envolve componentes sensoriais; mas também envolve
componentes afetivos, cognitivos, sociais e comportamentais (ARAUJO, 2014).

A definicdo de dor, que é mais bem aceita pela comunidade cientifica é ditada
pela Associacdo Internacional para o Estudo da Dor (International Association for the
Study of Pain — IASP, 2012), que diz que a dor € “uma experiéncia sensorial e
emocional desagradavel associada a uma leséo tecidual potencial ou real, ou descrita
em termos de tal lesdo”. Independente da aceitacdo e da amplitude dessa definicéo,
a dor é considerada como uma experiéncia, uma sensacao, genuinamente subjetiva
e pessoal (SILVA et al., 2011).

Desta maneira, é importante que haja a distingdo entre dor e nocicepcdo. A
primeira se caracteriza como experiéncia multidimensional e amplamente substrata,
que causa sofrimento ao individuo e a sociedade ao redor dele. Ja o termo nocicepcao
refere-se a deteccdo da lesdo tecidual por transdutores especializados ligados as
fibras nervosas que tem a funcdo de transmitir sinais ao sistema nervoso central,
influenciados por estimulos ambientais fisicos, quimicos ou térmicos e por processos
inflamat6rios que venham a surgir no organismo (LOESER; MELZACK, 1999).
Portanto, a nocicepcao, refere-se a percepc¢ao do estimulo doloroso.

O termo “dor” é de exclusividade dos seres humanos, pois, além de envolver o
componente nociceptivo, ha o envolvimento do componente emocional (COUTAUX et
al., 2005). Deste modo, em estudos com animais, o termo dor, se torna errébneo, ja
gue 0s mesmos ndo sdo capazes de demonstrar, através de palavras, quais 0s
componentes emocionais envolvidos; sendo assim, 0 termo nocicep¢cdo € mais

adotado e mais apropriado em estudos com animais (JONES, 1996).
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2.2.Classificacao da dor

Existem véarias classificacdes que dividem os processos dolorosos de acordo
com a duracéo, a intensidade e natureza do estimulo. Sendo a mais utilizada a que
divide a dor em seu tempo de duracao.

Sob o ponto de vista temporal, a dor € classificada como aguda e crbnica. A
primeira € caracterizada por ser pontual, delimitada e desaparecer com a resolucao
do processo patolégico envolvido, tendo o papel de alertar o organismo e permitindo
gue mecanismos de defesa sejam adotados (ALMEIDA et al., 2004).

A dor cronica persiste por um longo periodo de tempo e estd associada a
processos patoldgicos crénicos e mudancas no padrédo de transmissao neuronal,
ocorrendo uma estimulacéo persistente dos nervos periféricos no sistema nervoso
central, podendo persistir apds a recuperacao da doenca ou lesdo. Na maioria das
vezes ela ndo estad bem localizada, e tende a ser continua ou recorrente. A dor cronica
pode ser dividida em nociceptiva, neuropatica e psicogénica (MERSKEY et al., 1994;
WHO, 2012; HELMS; BARONE, 2008)

A dor nociceptiva resulta de situacdes em que ocorre a estimulagéo persistente
dos nociceptores. Nesta dor, ocorre uma excitacao direta dos nociceptores periféricos
somaticos ou viscerais, sem que exista uma lesdo das estruturas nervosas (MILLAN,
1999; RODRIGUES, 2013). A dor somatica é bem localizada e é interpretada como
sensacao de picada ou pontada, podendo ser difusa ou se tratar de dor profunda. A
dor visceral tem localizacdo indefinida, irradia de forma difusa e profunda e é
percebida como constritiva ou em cdlica, podendo ter sua origem em diversos
processos patolégicos que ocorrem em oOrgdos internos (RAMOS, 2014,
RODRIGUES, 2013).

A dor neuropatica esté relacionada com a existéncia de lesdo total ou parcial
do sistema nervoso central, periférico ou de ambos, podendo suceder com o
crescimento rapido de algum tumor ou por compressao dos nervos periféricos e/ou
centrais. E descrita pelo doente como sensacdes de queimadura e formigueiros e tem
duragéo continua e raramente intermitentes. Dor do membro fantasma é um exemplo
de dor neuropatica (RAMOS, 2014).
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Ha, também, a dor psicogénica, que surge em resposta a ansiedade, stress ou
outros distarbios psiquicos, sendo um termo utilizado para definir dores que sao

determinadas por fatores psicoldgicos (WHO, 2012).

2.3.Percepcéao da dor

O sistema nervoso € capaz de detectar uma vasta gama de estimulos que
acontecem ao nosso redor, porém a habilidade de detectar estimulos nocivos tem sido
essencial para a sobrevivéncia e bem-estar do organismo. A nocicepgado pode ser
provocada por estimulos quimicos, térmicos ou mecanicos. Tais estimulos s&o
detectados por um feixe de fibras nervosas periféricas chamadas nociceptores
(BASBAUM et al., 2009; FEIN, 2011).

Nociceptores sdo neurdnios aferentes que possuem terminacdes nervosas
livres com um alto limiar de ativac&o. Eles tém a funcéo de conduzir informacdes sobre
lesBes periféricas para o sistema nervoso central (SNC) (RUSSO; BROSE, 1998;
FEIN, 2011). As fibras aferentes primarias tém uma morfologia Unica, denominada
pseudounipolar, ou seja, possuem seus corpos celulares localizados nos ganglios da
raiz dorsal e nos ganglios trigeminal, possuindo ramificagcbes axonais periféricas e
centrais, que inervam 6rgaos e medula espinhal respectivamente. Isto significa que os
nociceptores tanto podem enviar como receber mensagens de ambos os terminais
(BASBAUM et al., 2009).

De acordo com a velocidade de conducéo e calibre os nociceptores podem ser
divididos em 3 grupos principais (Quadro 1) que apresentam padrdes distintos de
terminacdes centrais. O primeiro grupo, fibras Aa e AB, inclui fibras mielinizadas de
maior diametro, que conduzem com velocidade rapida, respondendo a estimulos
mecanicos inécuos com baixo limiar de ativacdo, como tato, vibracdo e pressao
(GOLAN et al., 2009; KLAUMANN et al., 2008).

A segunda populagao, fibras Ad, consiste em fibras pouco mielinizadas de
diametro e velocidade intermediarios, que respondem a estimulos de calor, frio e
mecanicos de alto limiar, estas fibras medeiam a dor aguda ou “rapida” (Figura 1).
Tais fibras sdo subdivididas em fibras Tipo | e Tipo Il. As do tipo | s&o mecanoceptores
de alto limiar que respondem a estimulos térmicos (> 50°C) e quimicos, porém no

tecido lesionado o limiar dessas fibras tende a ser um pouco mais baixo. As fibras do
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tipo Il possuem limiar menor que as do tipo | e sdo sensiveis a temperaturas em torno
de 43°C (GOLAN et al., 2009; ALMEIDA et al., 2004; ROCHA et al., 2007).

Quadro 1 - Diferentes tipos de neurdnios sensoriais primarios, responsaveis pela conducao

do sinal nociceptivo da periferia ao SNC.

Tipos Aa e AB Ad C
de
fibras O e
Mielinizagéo Muita Pouca Ausente
Diametro (um) 10 2-6 04-1,2
Velocidade de
5 30 -100 1,2-30 0,5-2
conducao (m/s)
N&o Tipo | > 53°C
Temperatura ) > 43°C
reconhece Tipo Il > 43°C
Nocicepcao Nocicepcao
_ _ Toque leve o o o .
Tipo de sinal _ _ | (Térmico, mecanico | (Térmico, mecanico
Propriocepcéao o .
e quimico) e quimico)

FONTE: Adaptado de Julius & Basbaum, (2001).

As fibras pertencentes ao terceiro grupo, fiboras C, ndo possuem bainha de
mielina, tem pequeno diametro e conduzem lentamente o sinal, sendo responsaveis
pela “dor lenta”, conhecida como sensagao de queimacao. Essas fibras, também
chamadas de polimodais, respondem a estimulos mecéanicos intensos, térmicos e
quimicos (PERL, 2007). Nociceptores silenciosos sdo fibras C sensiveis ao calor, e
gue apenas apresentam sensibilidade mecanica na presenca de lesédo tecidual
(SCHIMIDT et al., 1995). Estudos de caracterizagdo neuroanatémicas e molecular das
fibras C mostram a existéncia de nociceptores C peptidérgicos e nao-peptidérgicos.
Os primeiros produzem e liberam neuropeptidios, como a substancia P e o peptideo
relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) e expressam o receptor neurocinina 1. Ja
as fibras C ndo-peptidérgicas apresentam ligacdo para a isolectina B4 e expressam o
receptor purinérgico P2Xs (JULIUS; BASBAUM, 2001; BASBAUM et al., 2009; GOLAN
et al., 2009).
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Figura 1 - Primeira e segunda dor sao realizadas por duas diferentes fibras aferentes
primarias.

Fibras Ad Fibras C
Pouco mielinizadas N&o-mielinizadas

L

Dor rapida Dor lenta

Intensidade
da dor

Tempo ———»

FONTE: Modificado de Kandel et al., (2013).

O processamento neural de estimulos nocivos que originam o fenémeno
doloroso se d& através uma sequéncia de mecanismos: transducao, transmissao e
modulacdo. A transducdo é a transformacdo de estimulos nocivos agressivos e
intensos em potenciais de acao, através da despolarizacdo das terminacdes nervosas
periféricas dos nociceptores, que sao transmitidos para o SNC (GOLAN et al., 2009;
KANDEL et al., 2013). Em resposta a tais estimulos, canais ibnicos e/ou receptores
altamente especializados abrem ou mudam de conformacédo, respectivamente,
gerando uma despolarizacao celular necessaria para geracdo um potencial de acao.

Estudos mostram que nociceptores termossensiveis expressam canais
cationicos da familia do receptor de potencial transitério (TRP). TRPV1, TRPV2,
TRPV3 e TRPV4 sdo canais idnicos sensiveis ao calor; e TRPM8 e TRPAL s&o canais
sensiveis ao frio. De forma semelhante, uma populacdo de mecanoceptores
expressam TRPA1 e canais de sodio epiteliais degenerina (DEG/ENaC), que sao
ativados por estimulos mecéanicos intensos. Algumas fibras nervosas periféricas
também sdo estimuladas diretamente por varios agentes quimicos. Por exemplo, um

baixo pH extracelular produz influxo de cations através dos canais ibnicos sensiveis a

28



acido (ASICs) e por meio do TRPV1; concentracdes elevadas de ATP no espaco
extracelular permitem a abertura de canais regulados por ligantes P2X e ativacao de
receptores de ATP P2Y acoplados a proteina G; cininas atuam nos receptores de
bradicinina B1 e B2 acoplados a proteina G (GOLAN et al., 2009; BASBAUM et al.,
2009; KANDEL et al., 2013).

Uma vez que sinais térmicos, mecéanicos e quimicos sdo recebidos pelo
terminal periférico do nociceptor aferente primario, a despolarizacado gerada promove
a abertura de varios canais ibnicos dependentes de voltagem, permitindo que ela seja
convertida em potencial de acado. Merecendo destaque os canais de sédio regulados
por voltagem (Nav) que representam um interessante alvo farmacoldgico para a dor
(GOLAN et al., 2009).

ApOs a propagacdo do potencial de acdo pelos nociceptores aferentes
primarios, € necessario entender o papel da medula espinhal na transmissédo da dor,
que é o segundo estagio no processamento dos sinais nociceptivos.

A medula espinhal é uma extensdo caudal do sistema nervoso central e esta
localizada dentro dos forames vertebrais, possui duas extensdes ventrais e duas
dorsais, denominadas de corno ventral e dorsal, respectivamente. Redex
(CORDERO-ERAUSQUIN et al., 2016) identificou, através de caracteristicas
histoldgicas, dez secc¢des na medula espinal de gato, tal classificacéo foi generalizada
para humanos e roedores. As laminas de | a VI formam o corno dorsal, como mostra
afigura 2. E no corno dorsal que se estabelecem as projecdes das fibras nociceptivas,
onde fazem sinapse quimica com neurbnios secunddarios presentes na lamina
(CORDERO-ERAUSQUIN et al., 2016, BASBAUM et al., 2009, GOZZANI, 2003)

De forma sucinta, os nociceptores Ad projetam-se para as laminas | e V,
enquanto as fibras AB projetam-se para as laminas lll, IV e V. JA4 a maioria dos
neurbnios C peptidérgicos terminam na parte mais superficial das laminas | e I,
enquanto as fibras C nado-peptidérgicas terminam na regido mediana da lamina Il
(BASBAUM et al., 2009).

ApOs deixarem as laminas, os neurdnios secundarios cruzam a linha média da
medula espinhal e ascendem para o talamo por cinco vias ascendentes: trato
espinotalamicos, espinorreticulares, espinomesencefalico, espinohipotalamico e
espinocervical (GOZZANI, 2003; PINTO, 2000; KLAUMANN et al., 2008).
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Figura 2 - Conexao entre fibras aferentes primarias e a medula espinhal.

Fibras mielinizadas AB

Fibras
mielinizadas A3

\ ‘ Fibras peptidérgicas C

Fibras ndo-
peptidérgicas C

Medula espinhal \\.

\
N\

/ N -:: H" c o LaminaV

FONTE: Adaptado de Basbaum et al., (2009).

A modulacao é o terceiro mecanismo do processamento da dor. Este evento
permite que sinais nocivos sejam inibidos e a transmissédo destes para 0s centros
superiores cessem. A inibicdo dos sinais nocivos ocorre pela liberacdo de mediadores
guimicos que podem induzir ou inibir a propagacédo do estimulo doloroso, desta forma
podem atenuar ou suprimir a sensacao de dor. A modulacdo € um sistema bastante
complexo, pois um neurotransmissor ira exercer as fungdes excitatdrias ou inibitorias
dependendo do local onde ele sera liberado (MILLAN, 2002).

A teoria da comporta proposta por Ronald Melzack e Patrick WALL em 1965
constitui num modelo de equilibrio relativo da atividade de fibras sensoriais
nociceptivos e nao-nociceptivos. Segundo esses autores, a supressdo da dor
decorreria de uma regulacdo da passagem de impulsos de vias periféricas para o
talamo através da ativacdo de interneurdnios inibitorios presentes no corno dorsal da
medula (Figura 3). Quando as fibras Aa e AB sédo ativadas, elas ativam interneurdnios
inibitorios, localizados na substancia gelatinosa da medula espinhal. Tais neurdnios

inibitérios podem ser GABAEérgicos ou glicinérgicos, que quando ativados blogueiam
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a propagacdo da dor para as vias supraespinhais, ou seja, fecha a comporta. No
entanto, a ativacao de fibras de pequeno calibre (Ad e C) abrem a comporta pois
inibem os interneurénios inibitérios, 0 que permite a transmissdo do estimulo para
centros superiores, e propagacao da dor (CORDERO-ERAUSQUIN et al.,, 2016;
BASBAUM et al., 2009; TEIXEIRA, 2001).

Figura 3 - Diagrama esquematico do sistema de controle da comporta.

()
\l [/ Fibras C (nociceptivas)
'\\
= . A "
Interneurdnios ‘/
inibitdrios O <] \_ /* ’
_ N =N
\f Neurdnio de
QP ‘ '| projecdo
VY e e a Vo= W e e W o~ /‘

 ~— ST R - | = g ety g gl

Fibras Aa e AP (ndo-nociceptivas)

FONTE: Modificado de Kandel et al., (2013).

2.4.Sistema opioide e antinocicepcao

O termo opioide refere-se a substancias que possuem os efeitos similares aos
da morfina, sejam ela enddgenas ou sintéticas, e que sejam bloqueados por
antagonistas como a naloxona. Receptores opioides estdo amplamente distribuidos
nos tecidos periféricos, nervos cutaneos e principalmente no SNC no que tange as
vias que envolvem a sensacao dolorosa (WITTERT et al.,, 1996; STEIN, 1990;
STANDER et al., 2002; LAO et al., 2008).

Sao conhecidas 5 tipos de familias de receptores opioides descritos: W, K, , €
e 0. Os efeitos analgésicos dos opioides sdo devidos a ativagao dos receptores 4, K €
0, acoplados a proteina Gi, que promove uma diminuicdo dos potenciais de acéo
gerados pelos estimulos nociceptivos. As endorfinas, dinorfinas, encefalinas e

endomorfinas sédo os ligantes enddgenos destes receptores. (ZAMBELLI, 2011).
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Apesar dos opioides terem propriedades analgésicas, eles apresentam
importantes efeitos colaterais, como dependéncia fisica, euforia, sedacao e depresséo
respiratoria. Sendo assim, o sistema opioide é considerado um importante alvo
farmacoldgico para drogas antinociceptivas, por fazer parte do sistema enddégeno

descendente inibitério no controle da dor.

2.5.Canais para K* e antinocicepc¢ao

Os canais para potassio sdo amplamente distribuidos nos seres humanos onde
estdo envolvidos em varios mecanismos fisiolégicos e patolégicos, sendo necessario
a compreensao de seu funcionamento (TSANTOULAS; McMAHON, 2014).

Estudos mostram um amplo envolvimento dos canais para potassio no que diz
respeito ao processo de antinocicepcao. Sabe-se que a abertura destes canais
promove um aumento na condutancia de ions K* e um influxo extremamente rapido
qgue hiperpolariza a célula fazendo com que ndo haja a propagacdo do estimulo
nociceptivo (RANG et al., 2007; TSANTOULAS; McCMAHON, 2014).

Substancias que agem em determinados canais para K*, promovendo sua
abertura nos neurdnios que transmitem a dor, representam uma importante

ferramenta farmacoldgica para a terapéutica da dor.

2.6.Sistema dopaminérgico e antinocicepc¢ao

A dopamina cerebral é conhecida pela sua funcado de no controle motor, na
sensacdo de prazer, memoéria e atencdo. Embora tenha estas funcbes, estudos
evidenciam o envolvimento do sistema dopaminérgico na modulacdo da dor (WOOD
et al., 2007). Isto é demonstrado por estudos imunohistoquimicos, onde receptores
dopaminérgicos, principalmente do subtipo D2, e seu mRNA codificador encontram-se
localizados em terminais de fibras aferentes primarias no corno dorsal da medula
(VAN DIJKEN et al., 1996)

Ainda é observado que, apos a indugéo de um estimulo nocivo, ha um aumento
na liberagcdo de dopamina e histamina (MUROTANI et al., 2010). E que, em animais,
a hiperalgesia se faz presente quando ha uma reducdo da liberacdo de dopamina
(MAGNUSSON; FISHER, 2000). Isto indica que a atividade dopaminérgica € liberada
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em resposta ao estimulo doloroso atenuando o comportamento nociceptivo, se
tornando um importante alvo farmacolégico para o tratamento da dor.

2.7.Sistema az-adrenérgico e antinocicepgéo

A participacao do sistema az-adrenérgico na modulacdo da dor se faz através
de receptores do tipo a2 por vias descendentes noradrenérgicas que exercem um
efeito inibitdrio no corno dorsal da medula. Tal efeito se da porque esse receptor é
acoplado a proteina Gi que atua promovendo a inibicdo da enzima adenilato ciclase,
reduzindo os niveis de AMPc, e aumentando o efluxo de K* para a o neurénio, o que
promovera uma diminuigdo dos niveis célcio em neur6nios presentes na substancia
cinzenta periquedutal, impendindo, assim, a liberacdo de neurotransmissores
excitatérios como glutamato e substancia P a partir dos terminais das fibras nervosas
(MILLAN, 2002).

2.8.Sistema adenosinérgico e antinocicepcao

A adenosina esta presente em todo o corpo por ser um metabdlito intermediario
encontrado em muitas vias metabdlicas. Tem sido demonstrado que a adenosina
possui importantes fungdes, como por exemplo, vasodilatacéo, inibicdo da agregacao
plaquetéria, angiogénese, ativacdo de mastécitos, inibicdo da lipdlise, diminuicdo do
fluxo sanguineo renal (FREDHOLM, 2010).

Além destas funcgbes, varios estudos pré-clinicos e clinicos demonstram o
importante papel que a adenosina possui na transmissao da dor, tanto central como
periférica. Quatro subtipos de receptor de adenosina foram identificados: A1, A2a, A2s
e As. Os receptores do subtipo Az, sdo acoplados a proteina Gs, enquanto 0os A1 e A3
estdo acoplados com a Gi (SAWYNOK; BURNSTOCK, 2010).

As propriedades antinociceptivas associadas a adenosina sdo em grande parte
atribuidas sobre sistemas de receptores que se localizam na medula espinhal, onde
os receptores A1 e Az foram identificados na substancia gelatinosa. Embora existam
evidéncias do envolvimento de receptores A2 na antinocicepcdo, o receptor A
desempenha um papel principal na inibicdo da nocicepcdo na medula espinhal
(DICKENSON et al., 2000).
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Diante disso, composto que afetam o sistema adenosinérgico se mostram como

uma importante ferramenta farmacologica no controle da dor.

2.9.Inflamacéo

A inflamacdo é uma resposta protetora do organismo, que envolve células,
vasos sanguineos, proteinas e varios mediadores quimicos que tém como finalidade
eliminar a causa inicial da lesdo. Também tem como objetivo eliminar as células e
tecidos lesionados iniciando o processo de reparacao (FLOWER; PERRETTI, 2005).

Sabe-se que o0 sistema imunoldgico tem um papel fundamental no
desenvolvimento e manutencéo da dor, podendo altera o processamento sensorial e
emocional do individuo. Desta forma, a interacdo entre o sistema nervoso e o
imunoldgico fornece caminhos farmacolégicos para a intervencdo em sensacfes
dolorosas (VERMA, 2015).

O processo inflamatoério caracteriza-se por ser uma complexa e dinamica
cascata de eventos bioquimicos e celulares dos quais fazem parte o extravasamento
de fluidos, a migracdo celular, liberacdo de mediadores quimicos, lise tecidual e
ativacao de receptores, que resulta nos sinais clinicos caracteristicos da inflamacéo:
calor, rubor, edema, dor e perda da funcdo (CRUVINEL et al., 2010).

De maneira sucinta, 0s eventos que participam do processo inflamatério se
iniciam com a lesao tecidual, que induz a producdo de mediadores quimicos, como
peptideos vasoativos, citocinas, quimiocinas, aminas vasoativas, dentre outros, que
promove vasodilatacdo e aumento do fluxo sanguineo e da permeabilidade vascular.
Em seguida, leucécitos do sangue séo atraidos para o local afetado, por um gradiente
de quimiocinas (CARVALHO, LEMONICA, 1998).

O movimento e a passagem do sangue para o tecido que os leucécitos fazem
para chegar ao sitio lesionado se da por uma interagcdo direta com moléculas
presentes nas células endoteliais dos vasos sanguineos. As selectinas sao moléculas
que realizam ligacdes entres os leucocitos (L-selectina) e o endotélio (P- e E-selectina)
de forma reversivel, para que eles possam rolar sobre o endotélio vascular. As
integrinas e imunoglobulinas promovem a adesao da célula-endotélio e célula-matriz
extracelular, sendo importantes na diapedese (FERRAZ; FERNANDEZ, 2014,
MURPHY et al., 2010).
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ApGs a migragéo, os leucacitos liberam uma série de mediadores inflamatorios
(prostaglandinas, bradicinina, ATP e prétons) que atuam em receptores de fibras
nervosas adjacentes, de forma a ativar 0os nociceptores periféricos que levam a
informacéo para a medula espinhal e em seguida para centro superiores, onde a dor
sera codificada (OLIVEIRA-JUNIOR, et al., 2016).

2.10. Consideracdes geria sobre Sargassum polyceratium

Os produtos naturais de origem marinha tém sido alvos de pesquisa
importantes nas Ultimas décadas. Tal interesse da comunidade cientifica se da pelo
fato de organismos marinhos apresentarem um leque de substancias com grande
potencial industrial, econémico e, principalmente, farmacoldgico, o que atrai a
pesquisa para a descobertas de novos protétipos candidatos a farmacos no
tratamento de diversas doencas (FAHEY et al., 2001).

O ambiente marinho é responsavel por conter mais de 80% da fauna e flora do
mundo (ALMEIDA et al., 2011). As macroalgas marinhas sdo consideradas, por alguns
autores, 0s organismos mais importantes na construcao de recifes, funcionando como
a base da teia tréfica dos recifes, abrigo para varias espécies de animais e possuindo
componentes estruturais na composi¢cdo do ambiente fisico (MAXIMO, 2015).

As algas constituem um grupo polifilético onde a rela¢des filogenética ainda ndo
sdo tdo bem entendidas, por isso ha uma grande discussao sobre as relacfes que
envolvem as algas vermelhas, verdes e pardas (HAVEN et al., 2014).

As macroalgas marinhas se destacam por possuirem uma rica gama de
compostos bioativos primarios e metabdlitos secundarios como por exemplo:
acetogeninas, terpenoides, carotenoides, vitaminas, acidos graxos saturados e poli-
insaturados, xantofilas, aminoacidos, polifenois, composto halogenados, alcaloides e
polissacarideos (PANIAGUA-MICHEL et al., 2009; CEN-PACHECO et al., 2010; LA
BARRE et al., 2010; PALLELA et al., 2010; ALMEIDA et al., 2011).

A familia Sargassaceae € constituida de 12 géneros: Acystis, Anthophycus,
Carpacanthus, Carpophyllum, Cladophyllum, Halochloa, Hizikia, Nizamuddinia,
Pterocaulon, Sargassopsis, Sargassum e Turbinaria, e é considerada um conjunto de

algas predominantemente pardas (ENGELEN et al., 2001).
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As espécies do género Sargassum se distribuem predominantemente por areas
costeiras de substrato consolidado, tanto em areas tropicais, quanto subtropicais,
frequentemente formando os chamados bancos de Sargassum (SZECHY; PAULA,
2000). Sao fontes ricas em alginatos, pois eles sédo o principal componente presente
na parede celular, sendo amplamente utilizados pela indlstria em alimentos,
cosméticos e medicamentos, em funcdo de suas caracteristicas como espessante,
estabilizantes de emulsdes, agente de encapsulacéo, entre outras (ZUBIA et al.,
2008).

Além dos alginatos, outras substancias foram encontradas nas algas do género
Sargassum: Fucoidanos, florotaninos, acido araquidénico, cumarinas, cromonas do
tipo meroterpendides, terpendides, quinonas e, ainda que raramente, flavonoides (LIU
et al., 2009; AFOLAYAN et al., 2008)

Sargassum polyceratium esta distribuida desde o sudoeste da Flérida até o
nordeste do Brasil, onde possui uma grande importancia nesses ecossistemas por
atuarem como biofiltros na diminuicdo da poluicdo pela acumulagédo de metais toxicos.
Também é utilizada como alimento em alguns paises, como Cuba (MURUGADAS et
al., 1995; ENGELEN et al., 2001).

Santos et al. (2015) isolaram trés novos derivados porfirinicos e um esteroide
fucosterol de Sargassum polyceratium (Figura 4), também mostraram que o extrato
etandlico bruto de Sargassum polyceratium apresenta efeito antinociceptivos em

testes com camundongos.

Figura 4 - Substancias isoladas de Sargassum polyceratium
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FONTE: Modificado de Santos et al., (2015).
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3.

OBJETIVOS

3.1.0bjetivo geral

» Estudar o mecanismo de acgdo antinociceptivo e avaliar a atividade anti-
inflamatoria do Extrato Etandlico Bruto de Sargassum polyceratium (SpEE).

3.2.0bjetivos especificos

» Avaliar se a atividade antinociceptiva do SpEE envolve o sistema opioide, 0s
canais para potassio, o sistema dopaminérgico, o sistema az-adrenérgico e o

sistema adenosinérgicos;

» Avaliar a atividade anti-inflamatéria do SpEE na migracéo de células no modelo

de peritonite induzida por carragenina;

» Contribuir com o conhecimento farmacoldgico de produtos naturais marinhos.
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4. MATERIAL
4.1. Animais

No presente estudo, foram utilizados camundongos da espécie Mus musculus
de linhagem Swiss, machos, pesando entre 25g e 35g, com aproximadamente 3
meses de idade, provenientes do Biotério Prof. Dr. Thomas George/UFPB (Figura 5).

Os animais foram mantidos no biotério em gaiolas de polietileno, contendo 20
camundongos, sob condicdes monitoradas de temperatura de 21 + 1° C, tiveram livre
acesso a uma dieta controlada a base de racdo e agua. Os animais também foram
mantidos em ciclo claro/escuro de 12 horas, sendo a fase clara das 6:00 as 18:00
horas.

Apos o periodo experimental, os camundongos foram pré-anestesiados com
acepromazina (4 mg/kg), e anestesiados com uma mistura de cloridrato de quetamina
(150 mg/kg) por via intramuscular e cloridrato de xilazina (11 mg/kg) por via
intraperitoneal, em dose suficiente para eliminar o reflexo corneal (Conceic¢do-Silva e
Presgrave, 2008). Apds a auséncia do reflexo corneal, administrou-se 2 mmol/kg de
cloreto de potassio e os camundongos foram eutanasiados por deslocamento cervical
(Association American Veterinary Medical, 2013; Damy et al., 2010). Todos os
procedimentos desde o inicio do estudo até o momento de eutanésia foram realizados
para evitar o sofrimento, reduzir o desconforto e dor dos animais.

Todos os procedimentos experimentais foram analisados e previamente
aprovados pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal da
Paraiba (CEUA-UFPB), sob a certiddo N° 011/2016.

Figura 5 - Camundongo Swiss.

.

L
FONTE: http://jaxmice.jax.org/strain/001803.html.
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4.2.Local de pesquisa e condi¢cOes experimentais

As atividades de pesquisa foram desenvolvidas no Laboratorio de
Psicofarmacologia Elisaldo Carlini e Biotério Prof. Dr. Thomas George (BTG) do
Instituto de Pesquisa em Farmacos e Medicamentos (IPeFarM), onde funciona o
Programa de Pé6s-Graduacédo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos do Centro
de Ciéncias da Saude da Universidade Federal da Paraiba (CCS/UFPB).

Os testes foram realizados no Setor de Experimentacdo Comportamental do
Biotério Prof. Dr. Thomas George/IPeFarM/UFPB, no periodo compreendido entre as
12:00 e as 17:00 h. Os animais foram pesados e separados em grupos de no maximo
4 animais por gaiola com antecedéncia de no minimo 1 hora para o inicio dos testes
experimentais, com a finalidade de promover uma adaptagcdo ao novo ambiente, e
assim evitar possiveis alteracdes fisiol6gicas e comportamentais que podem decorrer
do estresse causado pelo seu manuseio.

As bancadas metélicas e os aparelhos utilizados foram higienizados com alcool
70%, entretanto, durante os testes, foi utilizado etanol com baixa graduacgéao (10%),
na tentativa de diminuir possiveis odores que pudessem interferir no comportamento

dos animais.
4.3.Substancias utilizadas

Agua destilada (UFPB - Brasil)

Cafeina (Merck — E.U.A))

Carragenina (Sigma — E.U.A.)

Cloridrato de morfina (Merck - E.U.A.)

Dexametasona (Sigma — E.U.A)

Etanol (UFPB - Brasil)

Formaldeido 37% (Vetec - Brasil)

Glibenclamida (Sigma — E.U.A));

Hidrocloridrato de naloxona (Research Biochemical - EUA);
loimbina (Sigma — E.U.A)

SpEE (Laboratério de Fitoquimica/CBiotec/UFPB - Brasil)
Sulpirida (Sigma - EUA);

Tween 80 (Vetec - Brasil)

V VYV V V VYV V V V V V V VY
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4.4.Preparagcdo da amostra do Extrato Etandlico Bruto de Sargassum
polyceratium

Foi utilizado o SpEE, preparado e cedido pela Profa. Dra. Celidarque Dias da
Silva do Laboratério de Fitoquimica/UFPB, que coletou o material no litoral da cidade
de Jodo Pessoa - Paraiba/Brasil.

SpEE foi dissolvido em Tween 80 a 2% e em agua destilada, utilizando-se
concentracbes decimais de forma a possibilitar a injecdo de 0,1 mL/10g de peso do
animal. A dose utilizada durante os experimentos foi escolhida com base em testes
anteriores, sendo a de 200 mg/kg, por via intraperitoneal (i.p.) a dose efetiva nos
modelos preliminares da analgesia (SANTOS et al., 2015). Para o controle negativo,
foi utilizado &gua destilada (i.p.). As demais substancias foram preparadas, em suas
respectivas doses, alguns minutos antes de sua utilizacdo, sendo dissolvida em agua
destilada e administradas por via i.p., com excecdes da formalina que foi injetada via

intraplantar e da naloxona, sulpirida e cafeina, que foram injetadas via subcutanea.

5. METODOS
5.1.Ensaios farmacologicos utilizados
5.1.1. Teste da formalina

O teste da formalina foi realizado como descrito por HUNSKAAR e HOLE
(1985) em camundongos. Este teste € considerado um modelo de dor persistente e
em sua metodologia uma solucédo de formalina é injetada na regido intraplantar do
camundongo o que causa a estimulacéo de nociceptores, tendo o tempo de lambida
da pata como indicacdo de resposta nociceptiva (SOUZA et al., 2000).

O experimento é considerado um modelo bifasico de comportamentos de dor.
A primeira fase (Fase neurogénica) ocorre apés cerca de 5 minutos e, é resultante da
estimulacdo direta dos nociceptores; a inibicdo desta fase é indicativa de drogas
analgésicas que atuam a nivel central. Em seguida, ha um periodo de “descanso”
(interfase) que dura aproximadamente 10 minutos e resulta de uma ativacado de
mecanismos inibitérios da dor. Na sequéncia, ocorre uma segunda fase (Fase

inflamatoria) com duracdo de 15 minutos, gerada tanto pela estimulacdo dos
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nociceptores como pela liberacdo de mediadores inflamatérios, encontrando a medula
espinhal num estado de hiperexcitabilidade, induzida pela fase neurogénica. Além de
analgésicos centrais os anti-inflamatérios podem atuar na fase inflamatoria
(HUNSKAAR; HOLE, 1987).

O procedimento foi realizado de acordo com Hunskaar e Hole (1987) com
algumas modificacdes, e escolhido porque estudos anteriores mostraram que o SpEE
atua na fase neurogénica em modelos de dor (SANTOS et al., 2015).

5.2.Investigacdo do mecanismo de agcdo da propriedade antinociceptiva do
SpEE

A fim de determinar o(s) mecanismo(s) de acao da atividade antinociceptiva do
SpEE foi escolhida a dose de 200mg/kg, bem como o modelo do teste de formalina
para a avaliacdo do efeito do SpEE frente a varios sistemas de neurotransmissores
envolvidos na modulacdo do processo doloroso. A reversdo da propriedade
antinociceptiva do composto por um antagonista especifico de neurotransmissores de
varias vias que modulam o processo doloroso foi o critério adotado para a
determinacdo do mecanismo de acdo do mesmo.

As vias de neuromodulacdo estudadas foram: Opioide, adenosinérgica,
dopaminérgica, adrenérgica e os canais K*atp. O delineamento metodoldgico do
estudo do mecanismo de acdo da propriedade antinociceptiva do SpEE em
camundongos esta esquematizado na Figura 6.

Figura 6 - Delineamento metodoldgico utilizado no estudo para determinacdo do mecanismo
de acédo do SpEE.

Administragédo do antagonista especifico (i.p. ou s.c.)

ﬂ 19
&

Administracéo dos agonistas/SpEE e/ou controle
negativo (i.p.)

@» -

Injecéo de formalina (intraplantar)

!

30 minutos de observagéo —[ 0-5 min (PrmEIEE

15-30 min (segunda fase)
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5.2.1. Estudo do envolvimento do sistema opioide

Para a investigacdo de um possivel envolvimento de receptores opioides na
resposta antinociceptiva do SpEE, foi utilizado a naloxona, um antagonista n&o
seletivo de receptores opioides (BODNAR, 2008).

Grupos distintos de animais foram pré-tratados com antagonista opioide nao
seletivo, naloxona (5 mg/kg, s.c.) 15 min antes da administracdo do SpEE (200 mg/kg
I.p.) ou de morfina (6 mg/kg i.p.), utilizada como controle positivo. Decorridos 30

minutos das administra¢cdes os camundongos foram submetidos ao teste da formalina.
5.2.2. Participagédo dos canais de K*arp

E evidente a participacdo dos canais de K*atp no processo de antinocicepgao,
desta forma, também foi investigado o envolvimento destes canais.

Para investigar se o SpEE exerce seu efeito antinociceptivo ativando este
canal, foi utilizada a glibenclamida, uma sulfoniluréia que bloqueia especificamente
estes canais (OCANA, et al., 2004).

Grupos de 8 camundongos foram pré-tratados com a glibenclamida (10 mg/kg,
I.p.) €, quinze minutos depois, receberam o SpEE (200 mg/kg i.p.). O efeito nociceptivo
foi avaliado no teste da formalina.

5.2.3. Participacédo do sistema dopaminérgico

A possivel participacdo do sistema dopaminérgico no mecanismo de acdo do
SpEE, foi utilizado a sulpirida (antagonista de receptor dopaminérgico do tipo D2). Os
animais foram divididos em grupos de 8, onde receberam sulpirida (20mg/kg s.c.) 15
minutos antes da administracdo do SpEE. Apds 30 minutos os camundongos foram

submetidos ao teste da formalina.
5.2.4. Participagao do sistema az-adrenérgico

Para avaliar se 0 SpEE exerce seu efeito antinociceptivo pelo envolvimento do
sistema az-adrenérgico, foi utilizado a ioimbina, um antagonista seletivo de receptores
do sistema az-adrenérgico. Dois grupos contendo 8 camundongos foram tratados com

veiculo (Tween 80 & 0,2%, i.p.) e SpEE (200 mg/kg, i.p.), respectivamente. Outros dois
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grupos foram pré-tratados com ioimbina (0,15 mg/kg, i.p.), 15 min antes das
respectivas administragdes do veiculo e do SpEE. Transcorridos 30 minutos, 0s

animais foram desafiados no teste da formalina.
5.2.5. Participacéo do sistema adenosinérgico

Para investigar a possivel participacdo do sistema adenosinérgico no
mecanismo de acdo do AP foi utilizado a cafeina (antagonista ndo seletivo dos
receptores de adenosina). Os animais foram divididos em grupos (n=8), onde dois
deles receberam cafeina (10mg/kg s.c.) 15 minutos antes da administracdo do SpEE.

Apéds 30 minutos os camundongos foram submetidos ao teste da formalina.
5.3.Estudo da atividade anti-inflamatéria do SpEE
5.3.1. Peritonite induzida por carragenina

A fim de avaliar a capacidade imunomoduladora do SpEE em inibir a migragéo
celular ap6s a administracdo de um estimulo inflamatorio, utilizou-se o modelo da
peritonite induzida por carragenina.

Grupos de 8 camundongos foram separados e tratados com veiculo, SpEE
(100, 200 mg/kg, i.p.) ou dexametasona (2 mg/kg, s.c.). Apos 1 hora dos tratamentos,
administrou-se uma solucéo de carragenina (1%) por via intraperitoneal para inducéo
da inflamacgéo, com excecdo de um grupo que foi tratado com salina.

Apos 4 horas do desafio com carragenina, os animais foram eutanasiados, e
300uL de PBS gelado foram injetados na cavidade peritoneal. Cuidadosamente, o
peritdnio foi massageado, e o lavado peritoneal foi puncionado e colocado em tubos
tipo eppendorf, para que fossem centrifugados a 1500 rpm, por 5 minutos, a 4°C. O
sobrenadante foi removido e armazenado a -20°C, para uma possivel dosagem de
citocinas.

As células presentes nos pellets foram suspensas de novo, e cada amostra foi
diluida com a solucdo de Turk na proporcdo 1:10. Com a ajuda de uma pipeta
automética, a amostra diluida preencheu o espaco contido entre a superficie
espelhada e a laminula presentes na Camara de Neubauer. A contagem ocorreu em

um microscoépio Optico na objetiva de 40X.
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5.4.Anédlise estatistica

Os resultados foram analisados utilizando o método de Andlise de Variancia
(ANOVA), aplicado na andlise de dados paramétricos e ndo-paramétricos. O teste
estatistico de Kruskal-Wallis e Post Hoc de Dunn foi utilizado na anélise de dados
nao-paramétricos. Para os dados parameétricos, o teste de Newman-Keuls. O
programa GraphPad Prism versao 6.0 para Windows foi utilizado na confeccdo de
todos os gréaficos.

Os dados obtidos serdo expressos como média = e.p.m. (erro padrdo da
meédia), sendo os valores considerados significativos, quando apresentassem um nivel
de significancia (p) menor que 0,05.

A porcentagem de inibicéo foi determinada pela comparacéo entre as médias
do grupo controle e experimental, calculadas conforme a e equacdo descrita abaixo
(OYEMITAN et al., 2008; IJEOMA et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2012; TAHER, 2012).

média do grupo experimental X 100

P t d . .b. ~ — 100 _
orcentagem ae Intbigao média do grupo controle
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6. RESULTADOS

6.1.Investigacdo do mecanismo de acdo do SpEE

6.1.1. Estudo do envolvimento do sistema opioide

O grafico 1 e a tabela 1 mostram o efeito do SpEE sobre a via opioide, no teste
da nocicepcao induzida pela formalina durante a fase neurogénica (0 — 5 min).

Os grupos tratados com naloxona (63,2 + 7,1 s), SpEE (53,0 £ 7,1 s), naloxona
+ SpEE (69,6 * 3,1 s) e naloxona + morfina (81,7 £ 5,6 s) ndo apresentaram diferenca
significativa em relacédo ao grupo controle negativo (76,9 £ 8,0 s).

A porcentagem de inibicdo dos grupos tratados com naloxona foi de 17,8%,
SpEE 31,1% e naloxona + SpEE 9,5% e n&o apresentaram diferenca significativa em
relacédo ao controle negativo; assim como o grupo naloxona + morfina ndo apresentou
valor de inibicdo em relacdo ao grupo controle negativo.

Como esperado, somente o grupo morfina (controle positivo) (20,0 + 2,2 s) diferiu

significativamente do grupo controle negativo e do grupo naloxona + morfina.

Gréfico 1 - Efeito do SpEE (200 mg/kg i.p.) na fase neurogénica do teste da formalina, em

camundongos, na presencga de naloxona (NLX: 5 mg/kg s.c.) e morfina (MORF: 10 mg/kg i.p.).
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Valores expressos em média + e.p.m (n= 8) (Kruskal-Wallis seguido pelo Post Hoc de Dunn).

**p<0,01 versus grupo controle e ##p<0,001 versus grupo morfina.
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Tabela 1 — Efeito da naloxona sobre a atividade antinociceptiva do SpEE e morfina na

nocicepcédo induzida pelo teste de formalina em camundongos.

Grupo

Controle
Naloxona

SpEE

Naloxona
+

SpEE
Morfina

Naloxona
+

Morfina

Dose (mg/kg)

5, s.c.

200, i.p.

5, s.c.
+

200, i.p.

10, i.p.

5, s.c.
+

10, i.p.

Tempo de
lambida (fase
neurogénica)

76,9+80s
632+7,1s

53,0+7,1s
69,6+3,1s
200+2,2s**

81,7 £ 5,6 s ¥

Tempo de
lambida (fase
inflamatoria)

1453+322s
216,7 +253s

24,7 +125s**
52+1,8s**
123+12,3s*

175,1+31,4s#

Valores expressos em média + e.p.m (n= 8) (Kruskal-Wallis seguido pelo Post Hoc de Dunn).

*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001 versus grupo controle e #p<0,01 e *#p<0,001 versus grupo

morfina.

Na segunda fase do teste da formalina (gréafico 2 e tabela 1) os animais tratados

com naloxona (216,7 = 25,3 s) ndo apresentaram diferenca significativa em relacao

ao controle negativo (145,3 + 32,2 s). Por outro lado, tanto o SpEE (24,7 = 12,5 s),

como o grupo naloxona + SpEE (5,2 £ 1,8 s) e morfina (12,3 £ 12,3 s) reduziram

significativamente o tempo em segundos da lambida da pata quando comparados ao

controle negativo, apresentando uma porcentagem de inibicdo de 83%, 96,4% e

91,5%, respectivamente. Isso mostra que a administracdo prévia da naloxona ndo

reverteu o efeito antinociceptivo do SpEE. O grupo morfina teve seu efeito revertido

significativamente pela pré-administracdo da naloxona (grupo naloxona + morfina:

175,1 + 31,4 s), quando comparados ao grupo morfina.
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Gréfico 2 - Efeito do SpEE (200 mg/kg i.p.) na fase inflamatéria do teste da formalina, em

camundongos, na presencga de naloxona (NLX: 5 mg/kg s.c.) e morfina (MORF: 10 mg/kg i.p.).
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Valores expressos em média + e.p.m (n= 8) (Kruskal-Wallis seguido pelo Post Hoc de Dunn).

*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001 versus grupo controle e #p<0,01 versus grupo morfina.
6.1.2. Participacdo dos canais de K*atp

Observamos no grafico 3 e tabela 2 o efeito do SpEE sobre os canais de K*atp
com o uso da glibenclamida, bloqueador dos canais de K*atp, durante a primeira fase
do teste da formalina.

Os resultados mostram que os grupos de animais tratados com glibenclamida
(72,4 +9,5s), SpEE (76,8 + 13,5 s) e 0 grupo pré-tratado com glibenclamida e a seguir
tratado com SpEE (64,4 + 10,3 s), ndo apresentaram diferenca estatistica significativa

em relacdo ao grupo controle negativo (83,1 £ 7,6 s).
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Gréfico 3 - Efeito do pré-tratamento com glibenclamida (Glib: 10 mg/kg, s.c.) na
antinocicepcdo causada pelo SpEE (200 mg/kg, i.p.), na fase neurogénica do teste da
formalina.
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Valores expressos em média + e.p.m (n= 8) (Kruskal-Wallis seguido pelo Post Hoc de Dunn).

Tabela 2 — Efeito da glibenclamida sobre a atividade antinociceptiva do SpEE na nocicepc¢ao

induzida pelo teste de formalina em camundongos.

Tempo de Tempo de
Grupo Dose (mg/kg) lambida (fase lambida (fase
neurogénica) inflamatoria)
Controle — 83,1+76s 213,8+34,0s
Glibenclamida 10, s.c. 72,4+95s 169,3+36,5s
SpEE 200, i.p. 76,8+ 13,5s 54+31s*
Glibenclamida 10, s.c.
+ + 64,4 +10,3s 9,3+55s*
SpEE 200, i.p.

Valores expressos em média + e.p.m (n= 8) (Kruskal-Wallis seguido pelo Post Hoc de Dunn).

**p<0,01 versus grupo controle.

Os dados apresentados no gréfico 4 e tabela 2 representam a segunda fase do
teste, indicando que os grupos SPEE (5,4 + 3,1 s) e glibenclamida + SpEE (9,3 £ 5,5

s) causaram uma reducéo significativa no tempo de lambida de pata, apresentando
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uma porcentagem de inibigdo de 97,5% e 95,6% quando comparado ao grupo controle
negativo (213,8 + 34,0 s). J& o grupo glibenclamida (169,3 + 36,5 s) ndo apresentou
reducdo no tempo de lambida da pata, com inibicdo de 20,8% em relacdo ao grupo

controle negativo.

Gréfico 4 - Efeito do pré-tratamento com glibenclamida (Glib: 10 mg/kg, s.c.) na
antinocicepcdo causada pelo SpEE (200 mg/kg, i.p.), na fase inflamatéria do teste da

formalina.
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Valores expressos em média = e.p.m (n= 8) (Kruskal-Wallis seguido pelo Post Hoc de Dunn).

**n<0,01 versus grupo controle.
6.1.3. Participacdo do sistema dopaminérgico

O grafico 5 e a tabela 3 mostram o efeito do SpEE em relacdo ao sistema
dopaminérgico na primeira fase do teste de formalina. Os grupos tratados com
sulpirida (89,8 + 13,2 s) e SpEE (57,2 £ 10,9 s) nédo apresentaram diferenca
significativa em relacéo ao controle (79,3 £ 5,6 s) quanto ao tempo de lambida da pata.
O pré-tratamento com sulpirida também néo foi capaz de reverter o efeito do SpEE

(43,6 £ 4,8 s), quando comparamos ao grupo que foi tratado apenas com SpEE.
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Gréfico 5 - Efeito sulpirida (Sulp: 20 mg/kg) na antinocicepcdo causada pelo SpEE (200
mg/kg, i.p.), na fase neurogénica do teste da formalina.
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Valores expressos em média = e.p.m (n= 8) (Kruskal-Wallis seguido pelo Post Hoc de Dunn).

Tabela 3 — Efeito da sulpirida sobre a atividade antinociceptiva do SpEE na nocicepcao

induzida pelo teste de formalina em camundongos.

Tempo de Tempo de

Grupo Dose (mg/kg) lambida (fase lambida (fase

neurogénica) inflamatoria)

Controle — 79,3+56s 2116 £17,7s

Sulpirida 20, s.c. 89,8+132s 1475+ 33,6 s

SpEE 200, i.p. 57,2+109s 30,8 £ 16,7 s **
Sulpirida 20, s.c.

+ + 436+4,8s 12,8+7,7s*
SpEE 200, i.p.

Valores expressos em média + e.p.m (n= 8) (Kruskal-Wallis seguido pelo Post Hoc de Dunn).

**p<0,01 versus grupo controle.

Na segunda fase do teste da formalina (gréafico 6 e tabela 3) os animais tratados
com sulpirida (147,5 + 33,6 s) ndo apresentaram diferenca significativa em relacéo ao
controle negativo (211,6 £ 17,7 s). Por outro lado, tanto o SpEE (30,8 + 16,7 s) quanto

0 grupo sulpirida + SpEE (12,8 = 7,7 s) reduziram significativamente o tempo em
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segundos da lambida da pata quando comparados ao controle, apresentando uma
porcentagem de inibicdo de 85,4% e 93,4%, respectivamente.

Grafico 6 - Efeito sulpirida (Sulp: 20 mg/kg) na antinocicep¢do causada pelo SpEE (200

mg/kg, i.p.), na fase inflamatéria do teste da formalina.
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Valores expressos em média = e.p.m (n= 8) (Kruskal-Wallis seguido pelo Post Hoc de Dunn).

**n<0,01 versus grupo controle.

6.1.4. Participacao do sistema az-adrenérgico

Como pode ser observado no gréfico 7 e tabela 4, nenhum dos grupos tratados
com SpEE, ioimbina (antagonista do receptor az-adrenérgico) e ioimbina + SpEE
diferiram estatisticamente. Estes grupos ndo promoveram reducdo da resposta
nociceptiva dos animais na fase neurogénica do teste da formalina e apresentaram
valores de 73,0 £ 8,9; 77,7t 4,1 e 73,8 £ 7,9 s, respectivamente, em relagdo ao grupo

controle negativo (79,3 £ 8,8 s).
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Gréfico 7 - Efeito do SpEE (200 mg/kg i.p.) na fase neurogénica do teste da formalina, em

camundongos, na presenga de ioimbina (loimb: 0,15 mg/kg i.p.).
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Valores expressos em média = e.p.m (n= 8) (Kruskal-Wallis seguido pelo Post Hoc de Dunn).

Tabela 4 — Efeito da ioimbina sobre a atividade antinociceptiva do SpEE na nocicepc¢ao
induzida pelo teste de formalina em camundongos.

Tempo de lambida Tempo de lambida

Grupo Dose (mg/kg) (fase neurogénica) (fase inflamatoria)
Controle — 79,3+88s 198,4 +334 s
loimbina 0,15, i.p. 77,7415 133,2+128s

SpEE 200, i.p. 73,0£89s 44,2 + 18,2 s ***
loimbina 0,15, i.p.

+ + 738+79s 59,2+ 11,1 s**

SpEE 200, i.p.

Valores expressos em média + e.p.m (n= 8) (Kruskal-Wallis seguido pelo Post Hoc de Dunn).

**p<0,01 e ***p<0,001 versus grupo controle.

Na fase inflamatodria do teste, o grupo ioimbina (133,2 £ 12,8 s) ndo apresentou
alteracdes significativas quando comparado ao grupo controle negativo (198,4 + 33,4
s). Ja os grupos SpEE e loimbina + SpEE apresentaram alteragdes significativas nos
tempos de lambida da pata com valores de 44,2 £+ 182 s e 59,2 + 11,1 s, e

porcentagem de inibicdo de 77,7% e 70,2%, respectivamente, em relagdo aos animais
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do grupo controle negativo, tratados com o veiculo, como pode ser observado no
gréafico 8 e tabela 4.

Grafico 8 - Efeito do SpEE (200 mg/kg i.p.) na fase inflamatéria do teste da formalina, em

camundongos, na presenca de ioimbina (loimb: 0,15 mg/kg i.p.).
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Valores expressos em média = e.p.m (n= 8) (Kruskal-Wallis seguido pelo Post Hoc de Dunn).

**p<0,01 e ***p<0,001 versus grupo controle.

6.1.5. Participacédo do sistema adenosinérgico

O gréfico 9 e a tabela 5 mostram o efeito do SpEE em relagdo ao sistema
adenosinérgico na fase neurogénica do teste de formalina. Como pode-se perceber
através do gréafico 9 e tabela 5, nenhum dos grupos tratados com cafeina (65,8 + 7,0
s), SpEE (50,5 = 7,5 s) e cafeina + SpEE (54,7 + 8,0 s) apresentaram diferencas
significativas em relagcdo ao grupo controle negativo (79,3 + 3,8) quanto ao tempo de

lambida da pata.
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Gréfico 9 - Efeito cafeina (Caf: 10 mg/kg) na antinocicep¢ao causada pelo SpEE (200 mg/kg,
I.p.), na fase neurogénica do teste da formalina.
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Valores expressos em média = e.p.m (n= 8) (Kruskal-Wallis seguido pelo Post Hoc de Dunn).

Tabela 5 — Efeito da cafeina sobre a atividade antinociceptiva do SpEE na nocicepgéo

induzida pelo teste de formalina em camundongos.

Tempo de lambida Tempo de lambida

Grupo Dose (mg/kg) (fase neurogénica) (fase inflamatdria)
Controle — 79,3+£38s 2442 +240s
Cafeina 10, s.c. 658+ 7,0s 150,0 + 16,8 s

SpEE 200, i.p. 505+75s 27,0 £ 7,9 ***
Cafeina 10, s.c.

+ + 54,7+£8,0s 114,2 + 24,8 s ##

SpEE 200, i.p.

Valores expressos em média + e.p.m (n= 8) (Kruskal-Wallis seguido pelo Post Hoc de Dunn).

***n<0,001 versus grupo controle e ##p<0,001 versus grupo SpEE.

Porém, na segunda fase do teste, o grupo SpEE apresentou alteragcbes
significativas no tempo de lambida da pata com valores de 27,0 + 7,9 s e porcentagem
de inibicdo de 88,9%, em relacdo aos animais do grupo controle negativo (244,2 +

24,0 s) tratados com o veiculo, como pode ser observado no grafico 10 e tabela 5.
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Contudo, o pré-tratamento dos animais com cafeina reverteu com significancia
estatistica o efeito antinociceptivo do SpEE (cafeina + SpEE 114,2 + 24,8 s) quando

comparados ao grupo SpEE.

Gréfico 10 - Efeito cafeina (Caf: 10 mg/kg) na antinocicepcao causada pelo SpEE (200 mg/kg,
i.p.), na fase inflamatoria do teste da formalina.
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Valores expressos em média + e.p.m (n= 8) (Kruskal-Wallis seguido pelo Post Hoc de Dunn).

*p<0,05 e ***p<0,001 versus grupo controle e ##p<0,001 versus grupo SpEE.

6.2.Estudo da atividade anti-inflamatéria do SpEE

6.2.1. Peritonite induzida por carragenina

A aplicacéo intraperitoneal de carragenina induz uma peritonite, causando
migracao de células. Como mostrado no grafico 11 e tabela 6, a administracdo de
carragenina aumentou o numero de leucdcitos totais em 10,3 + 0,8, mas o pré-
tratamento com o SpEE diminuiu a populacédo de leucdcitos nas doses de 100 (5,2 +
1,1) e 200 (6,5 + 0,6) mg/kg em 49,5% e 36,9%, respectivamente. A dexametasona (2
mg/kg, s.c.), droga padrao, inibiu em 51,4% (5,0 £ 0,7) o infiltrado celular.
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Gréfico 11 - Efeito da administracdo do SpEE (100 e 200 mg/kg, i.p.) e da dexametasona
(Dexa: 2 mg/kg, s.c.) sobre a migragdo de leucdcitos totais.
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Valores expressos em média + e.p.m (n= 8) (Kruskal-Wallis seguido pelo Post Hoc de Dunn).

*p<0,05, **p<0,01 e **p>0,001 versus grupo controle.

Tabela 6 — Efeito da atividade anti-inflamatéria do SpEE e dexametasona sobre a migracéo
de leucdcitos totais.

Migracédo de leucdcitos totais

Grlipe Dose (mg/kg) (leucécitos X 108/mL)
Salina — 3,1 +0,2 ***
Controle — 10,3+0,8
SpEE 100, i.p. 52+11*
SpEE 200, i.p. 6,5+0,6 **
Dexametasona 2,S.C. 50+0,7 **

Valores expressos em média + e.p.m (n= 8) (Kruskal-Wallis seguido pelo Post Hoc de Dunn).

*p<0,05, **p<0,01 e ***p>0,001 versus grupo controle.
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7. DISCUSSAO

A pesquisa com produtos naturais continua a oferecer uma variedade de novas
substancias que podem vir a ser utilizadas no desenvolvimento de novos farmacos. O
uso de plantas e de suas substancias isoladas tem crescido de forma extensiva em
todo o mundo, devido ao alto interesse da industria farmacéutica na comercializacao

de fitomedicamentos.

Os produtos naturais de origem marinha passaram a ser mais valorizados nas
tltimas duas décadas, por terem uma vasta gama de substancias com estruturas
guimicas complexas e diferentes daquelas encontradas em plantas terrestres e por
representarem uma nova fonte de prospeccéo para novas drogas. A quantidade de
novas substancias derivadas de produtos naturais marinhos tem crescido
constantemente, em 1984 eram conhecidas 332 substancias que pulou para 1378 até
2014 (BLUNT et al., 2015).

As algas marinhas tém despertado um interesse especial na comunidade
cientifica por apresentarem diversas substancias com varias atividades
farmacolégicas, como por exemplo: antitumoral, antiangiogénica, anti-inflamatoria,

hemaglutinante, antibacteriana e antiviral (LIRA, 2012).

Sargassum polyceratium é uma macroalga que esta presente em regides
tropicais e subtropicais. Estudos anteriores provaram que o extrato etandlico bruto
desta alga, nas doses de 100 e 200 mg/kg, foi capaz de produzir antinocicepcdo em
modelos de nocicep¢do quimica. Sendo eles, o teste das contorcbes abdominais
induzidos pelo acido acético, nocicepc¢éao induzida por glutamato e o teste da formalina
(SANTOS et al., 2015).

A partir desses resultados, onde o SpEE se mostrou efeito antinociceptivo mais
claro na fase inflamatéria do teste da formalina, foi decidido aprofundar os estudos a
seu respeito e partiu-se para a investigacdo do seu possivel mecanismo de acao
utilizando o teste da formalina, como protocolo de escolha, por ser este um modelo de
dor persistente onde se observa claramente uma fase neurogénica e outra
inflamatoria. A fase neurogénica tem inicio imediato e caracteriza-se pela excitacao

direta de fibras C sensoriais, através da ativagdo de TRPAL, e pela liberacdo de
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substancia P e bradicinina (McNAMARA et al., 2007; PARADA et al., 2001). A fase
inflamatdria ocorre por alteragdes teciduais e funcionais no corno dorsal da medula
espinhal e pode ser acompanhada por liberacdo de cininas, 6xido nitrico, fator de
necrose tumoral a e interleucinas. (SALVADORI, 2013) Drogas de ac¢éo central atuam

na primeira fase e drogas de acéo periférica atuam na segunda fase.

Por ultimo foi feito o estudo da atividade anti-inflamatoria do SpEE na migracao

de células utilizando o modelo de peritonite induzida por carragenina.

A investigacdo dos mecanismos de acdo de psicofarmacos, geralmente, é
baseada na interacédo farmacoldgica que ocorre entre ligantes e receptores durante a
transmissao neuronal (SCHEFFER, 2006). Este estudo € baseado na utilizacdo de
antagonistas farmacol6gicos, que uma vez administrados, bloqueiam os efeitos
resultantes da ativacdo do receptor especifico. Desta forma, caso a substancia em
estudo possa se ligar ao receptor e promover a sua acao, o antagonista farmacologico
revertera o efeito esperado. Se a via de sinalizacdo blogueada nao for o0 mecanismo
usado pela substancia-teste, ndo sera observado uma alteragdo no efeito da
substancia-teste.

O primeiro sistema investigado foi o opioide. O termo opioide se aplica a
qualquer substancia, natural ou sintética, que produz os efeitos semelhantes aos da
morfina e que pode ser bloqueado por antagonistas do tipo naloxona (RANG et al.,
2007).

Os receptores opioides estdo amplamente distribuidos em regiées como o
cortex cerebral, nucleos acumbens, tdlamo, amigdalas, corno dorsal da medula
espinhal (laminas | e Il), hipotalamo, ndcleo da rafe, substancia periaquedutal
cinzenta, nucleo trigémio medular, l6cus ceruleus, hipocampo, nucleo caudado e
globo palido, no plexo nervoso e glandulas exocrinas do estbmago e intestino, na
regido ventral superior do bulbo e da ponte, sendo a participacao do sistema opioide
na regulacdo neuroenddcrina, do comportamento motor e dos sistemas afetivo e
neurovegetativo (MERRER et al., 2009; KRAYCHETE, 2010).

Todos os receptores opioides pertencem a familia dos receptores acoplados a

proteina Gi/Go, que quando ativados, promovem a abertura de canais especificos de
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potassio e a inibicdo de canais de calcio dependentes de voltagem, o que promove a
reducdo da excitabilidade neuronal (SAWYNOK, 2003).

A morfina € um analgésico opioide considerado droga de primeira escolha para
o tratamento de diversos tipos de dores. Porém, seus efeitos colaterais, como
dependéncia fisica e psiquica, tolerancia e depressao respiratoria, tém contribuido
para a pesquisa de novos farmacos que sejam semelhantes a morfina, no que diz
respeito a atividade terapéutica, mas com tais efeitos colaterais diminuidos (HESS et
al., 2010).

A fim de avaliarmos a participacédo da via opioide no mecanismo de acéo do
SpEE, foi utilizado a naloxona, um antagonista ndo seletivo dos receptores opioides,
sendo a morfina escolhida como da droga padrdo. Os resultados obtidos, sugerem
que a antinocicepcao produzida pelo SpEE nao foi revertida pela naloxona em
nenhuma das fases do teste de formalina, sugerindo a ndo participacdo do sistema
opioide no efeito antinociceptivo em animais pré-tratados com a naloxona. Esta
conclusdo se deu pelo fato de que o pré-tratamento com a naloxona nao alterou o
tempo de lambida do SpEE na segunda fase do teste de formalina, onde se observa
claramente o efeito antinociceptivo do SpEE, e inibiu completamente o efeito

antinociceptivo causado pela morfina.

Os canais K*atp dependentes sdo canais determinantes na atividade neuronal
do sistema nervoso. Dependendo do perfil biofisico e da localizacdo celular do
neurdnio, a ativacao desses canais inibe a excitabilidade periférica. A abertura desses
canais promove o efluxo de K* e consequentemente, a hiperpolarizacdo da célula,
levando a uma diminuicdo dos niveis de Ca?* intracelular, reduzindo a liberacéo de
neurotransmissores, desse modo, diminuindo a transmissédo da dor (TSANTOULAS;
McMAHON, 2014).

A administracdo central de agonistas para os canais de K*, a exemplo do
minoxidil, diazoxide e cromacalina potencializa o efeito analgésico de agonistas
opioides e az-adrenérgicos (GALEOTTI et al., 1999, WELCH; DUNLOW, 1993).

Estudo anteriores mostram que a glibenclamida n&o atenua a dor em nenhuma
das fases do teste de formalina. (HAJHASHEMI; AMIN, 2011) Os resultados mostram

que pré-tratamento com a glibenclamida ndo foi capaz de inibir o efeito
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antinociceptivos do SpEE na segunda fase do teste de formalina, indicando a nao
participacédo dessa via.

O sistema dopaminérgico é constituido por receptores D1, D2, D3, D4 e D5,
acoplados a proteina G. Sabe-se relativamente pouco sobre o papel desse sistema
na via inibitéria descendente, porém estudo recentes mostram que, receptores do tipo
D1 medeiam resposta pronociceptivas e exacerbam a hiperexcitabilidade induzida
pelo receptor N-metil-D-aspartato, enquanto que receptores do tipo D2 estdo
envolvidos no processo de antinocicepgédo sendo mais presentes na lamina | do corno
dorsal da medula espinhal (OHTANI; MASAKI, 2016; VAN DIJKEN, et al.,1996).

Tal sistema possui diversos antagonista, dentre eles sabe-se que o haloperidol
€ um antagonista ndo-seletivo, considerado um neuroléptico tipico, e que a sulpirida

€ um antagonista seletivos de receptores do tipo Do.

Diante disso o proximo sistema a ser avaliado foi o sistema dopaminérgico,
utilizando a sulpirida como antagonista dos receptores D2. Os resultados mostram que
o efeito antinociceptivo do SpEE ndo depende da ativacdo de receptores
dopaminérgicos do tipo D2, pois a sulpirida n&o foi capaz de reverter a antinocicepcao

causada pelo SpEE.

Também foi investigado a via dos adrenorreceptores az na antinocicepcao

induzida pelo SpEE.

O sistema noradrenérgico € crucial para varias atividades no corpo, incluindo a
modulacao da dor. A dor € uma das sensacdes reguladas pelo sistema noradrenérgico
e sua estrutura central, o Locus Ceruleus. Vias ascendente e descendentes que
passam através deste nudcleo podem ser responsaveis pelas entradas
noradrenérgicas nos centros mais altos do processamento da dor, como o sistema
limbico e o cortex frontal (LLORCA-TORRALBA et al., 2016).

A ativagado de receptores a2 adrenérgicos descendentes exerce um efeito
regulador inibitério importante na modulacao da dor. Tais receptores sdo acoplados a
proteina Gi que pormove a inibicdo da enzima adenilato ciclase, desta forma reduzindo

os niveis de AMPc e aumentando o efluxo de K*. Tal processo inibe a liberacéo de
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neurotransmissores como glutamato e substancia P (MILLAN, 2002; MANSIKKA et
al., 2004).

O efeito antinociceptivo do SpEE, sobre a nocicepcéo induzida pela formalina,
néo foi revertido pela administracdo prévia da ioimbina (antagonista n&do-seletivo de

receptores az-adrenérgicos), indicando a ndo participagéo desta via.

Existem vérias evidéncias cientificas sobre o sistema adenosinérgico na
modulacdo da transmissdo aferente primaria. As propriedades antinociceptivas da
adenosina e de alguns de seus anélogos foram demonstradas através de varios testes
nociceptivos, modelos de inflamacdo e neuropatia, em estudos com animais. Nos
seres humanos, a administracéo intratecal ou sistémica de adenosina foi eficaz contra
a dor (DICKENSON et al., 2000).

A adenosina, no sistema nervoso central, € um neuromodulador que regula a
funcdo neuronal for atuar em seus receptores: A1, A2a, A2s e As. Os receptores do
subtipo A1 estdo presentes em neurdnios sensoriais, S0 receptores acoplados a
proteina Gi, que quando ativados, causam inibicdo da enzima adenilato ciclase e
consequentemente diminuicdo dos niveis de AMPc e efluxo de K*, provocando uma
hiperpolarizacéo celular e diminuicdo dos niveis intracelulares de Ca?*, o que leva a
diminuicdo da liberacdo de neurotransmissores. Os receptores Aza também estdo
presentes em neurbnios sensoriais, porém, estudos mostram que a ativacao de tais
receptores leva a uma hiperalgesia mediada por niveis aumentados de AMPCc,
ativacdo de proteina cinase A, fosforilagcdo de canais de Na*, gerando aumento das
correntes internas e consequentemente nocicepcdo. Os receptores Azs e As estado
localizados em mastdcitos, e contribuem indiretamente para a dor inflamatoria por
meio da liberacdo de mediadores quimicos (SAWYNOK; BURNSTOCK, 2010).

Diante desses fatos, o sistema adenosinérgico também foi investigado e os
dados mostram que o pré-tratamento dos animais com a cafeina (antagonista néo-
seletivo de receptores adenosinérgicos) foi capaz de inibir o efeito antinociceptivo do
SpEE na fase inflamatoria do teste de formalina, indicando a participacédo dessa via

no mecanismo de antinocicepc¢éo do extrato em estudo.

Em sintese, no que diz respeito ao efeito analgésico do SpEE, os resultados

experimentais indicam que tal efeito depende da ativacdo da via adenosinérgica.
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O proximo passo do nosso estudo foi investigar se o efeito antinociceptivo
apresentado pelo SpEE tem alguma relacdo com a inflamacao, j& que mediadores
inflamatorios séo liberados em virtuse de injuria tecidual e sdo capazes de modificar
a transmisséao da dor. (Scholz; woolf, 2002). Além disso o SpEE inibiu a nocicepc¢éo
na segunda fase do teste de formalina, ou seja, na fase inflamatoria onde séo

liberados véarios mediadores quimicos da inflamacao.

A peritonite por carragenina € um modelo de inflamacdo aguda que é
largamente empregado para novas substancias com potencial anti-inflamatorio,
permitindo quantificar a migracao celular (SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004).

A administracdo intraperitoneal de carragenina provoca um infiltrado de
leucocitos que migram da vénula mesentérica para a cavidade do peritdnio onde o
tecido esta inflamado. Tal evento ocorre devido a vasodilatagdo, aumento da
permeabilidade vascular e liberagdo de mediadores inflamatdrios (HALL et al., 1998).

O tratamento com SpEE reduziu o nimero de leucdécitos no liquido peritoneal,
sugerindo que o SpEE desempenha um papel importante no controle da inflamacéao.
Tal fato por ter ocorrido por uma modulacao na expressao de moléculas de superficie
celular ou na producdo de citocinas, que sdo indispensaveis para que ocorra a
migracdo de leucécitos para o local inflamado. (SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY,
2004)

Portanto, os resultados obtidos no presente estudo, demonstram que o SpEE
exerce seu efeito antinociceptivo mediado pelo sistema adenosinérgico, e possui um
papel modulador da resposta inflamatdria, interferindo na migracéo de leucocitos para

o sitio inflamado.
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8. CONCLUSAO

A patrtir dos resultados obtidos no presente estudo, conclui-se que:

» O Extrato Etanodlico Bruto de Sargassum polyceratium apresenta um efeito

antinociceptivo mediado pelo sistema adenosinérgico;

» Os sistemas opioide, dopaminérgico, oz-adrenérgico n&o participam
diretamente do mecanismo de a¢do do Extrato Etandlico Bruto de Sargassum

polyceratium;

» Os canais de K*atp também nado estdo envolvidos diretamente no mecanismo

de acgéo;

» Diminui a migracao celular para a cavidade peritoneal no modelo da peritonite

induzida por carragenina.
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