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RESUMO

A asma é uma doencga crdnica nao transmissivel, caracterizada pela constricido e
inflamacdo das vias aéreas, causando sintomas como tosse, sibilos e falta de ar. O
tratamento convencional da asma é responsavel por diversos efeitos adversos, tornando
relevante a busca por terapias alternativas. Nesse contexto, insere-se a Arthrospira
(Spirulina) platensis (AP), uma microalga conhecida pelos seus efeitos anti-inflamataério,
antiespasmaédico e antioxidante, tornando-a uma forte candidata ao tratamento da
asma. Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da suplementagdo com AP
sobre a reatividade traqueal e a capacidade antioxidante dos pulmdes de ratos Wistar
sensibilizados e desafiados com ovalbumina (OVA). Para isso, os animais foram
divididos em grupo controle (GC), grupo asmatico (GA), GA + AP 30 mg/kg (GAAP30),
GA + AP 100 mg/kg (GAAP100) e GA + AP 300 mg/kg (GAAP300). A asma era induzida
por sensibilizacao e desafio com OVA por 21 dias e a AP era administrada diariamente
por via oral (gavagem) (CEUA/UFPB: 3255100522). Observou-se que a poténcia
contratil do carbacol nado diferiu entre os grupos, enquanto houve um aumento da sua
eficacia no GA (Emax= 130,816,9%; CEso= 1,3%0,6x10° M), comparado ao GC (Emax=
100%; CEso= 9,6+1,7x107 M) que foi prevenida no GAAP30 (Emax= 94,7+7,8%; CEso=
2,4£0,6x107 M), GAAP100 (Emax= 61,7+7,9%; CEso= 9,5+2,7x107 M) e no GAAP300
(Emax= 105,7+6,8%; CEso= 4,8+0,5x10°" M). Além disso, tanto a eficacia quanto a
poténcia relaxante da aminofilina foi diminuida no GA (Emax= 85.1£1.5%; CEso=
1.0£0.05x103 M), comparada ao GC (Emax = 95.84+2.8%; CEso = 7.8+£0.6x10* M), e foi
prevenida no GAAP100 (Emax= 98,1%£1,2%; CEso= 7,4£0,2x10*M) e no GAAP300 (Emax=
86,9+3,6%; CEso= 8,4+0,4x10*M), enquanto o GAAP30 preveniu apenas a redugéo da
eficacia (Emax= 87,1£7,5%; CEso= 1,1£0,03x10* M). Diferentemente, ndo houve
diferenca na eficacia e na poténcia relaxante do nitroprussiato de sddio entre o GC
(Emax= 74,2+12,0%; CEso= 4,2+1,5x10* M) e 0 GA (Emax= 66,8+4,6%; CEso= 1,7+0,3x10-
3M), assim como nao houve diferencga entre os grupos tratados GAAP30 (Emax= 68,9 *
8,2%; CEso= 1,3%0,3x10° M), GAAP100 (Emax= 83,3+6,7%; CEso= 2,7+0,7x10° M) e
GAAP300 (Emax= 87,6+6,5%; CEso= 3,6+1,4x103M). Por fim, a capacidade antioxidante
total foi reduzida no GA (13,4+1,2%) comparada ao GC (22,2+0,5%), e essa redugéo foi
prevenida no GAAP30 (20,911,7%) e GAAP300 (34,5+2,1%), enquanto o GAAP100 nao
preveniu (12,9+1,8%). Esses resultados sugerem uma modulacdo da AP no
acoplamento farmacomecénico de contragao e relaxamento, assim como no aparato
antioxidante pulmonar de ratos asmaticos, indicando a AP como um produto natural
candidato para o tratamento da asma.

Palavras-Chave: Arthrospira platensis; asma; reatividade traqueal; estresse oxidativo.



ABSTRACT

Asthma is a chronic respiratory disease characterized by constriction and inflammation
of the airways, causing symptoms such as coughing, wheezing and shortness of breath.
Conventional asthma treatment is responsible for several adverse effects, making the
search for alternative therapies relevant. In this context, it is included the species
Arthrospira (Spirulina) platensis (AP), a microalga known for its anti-inflammatory,
antispasmodic and antioxidant effects, making it a strong candidate for treating asthma.
Therefore, the aim of this work was to evaluate the effect of AP supplementation on the
tracheal reactivity and pulmonary antioxidant capacity of Wistar rats sensitized and
challenged with ovalbumin (OVA). For this, the animals were divided into control group
(GC), asthmatic group (GA), GA + AP 30 mg/kg (GAAP30), GA + AP 100 mg/kg
(GAAP100) and GA + AP 300 mg/kg (GAAP300). Asthma was induced by sensitization
and challenge with OVA for 21 days and AP was administered daily orally (gavage)
(CEUA/UFPB: 3255100522). It has been observed that the contractile potency to
carbachol did not differ between the groups, while there was an increase in efficacy in
GA (Emax= 130.8+6.9%; ECs0= 1.320.6x10® M) compared to CG ( Emax= 100%; ECso=
9.6+1.7x10" M) which was prevented in GAAP30 (Emax= 94.7+7.8%; ECso= 2.4£0.6x10"
" M), GAAP100 (Emax= 61.7£7.9%; ECso= 9.5+2.7x107 M) and GAAP300 (Emax=
105.746.8%; ECso= 4.8+0.5x10" M). Furthermore, both the efficacy and the relaxing
potency of aminophylline were reduced in GA (Emax= 85.1+1.5%; ECso= 1.0+0.05x103
M), compared to CG (Emax = 95.8+2.8%; ECso = 7.8+0.6x10* M), and was prevented in
GAAP100 (Emax= 98.1%£1.2%; ECs0= 7.4+0.2x10* M) and in GAAP300 (Emax= 86.9+3.6%;
ECso= 8.4£0.4x10* M), while GAAP30 only prevented efficacy (Emax= 87.1£7.5%; ECs0=
1.1£0.03x103 M). Differently, there was no difference in the efficacy and relaxing potency
of sodium nitroprusside between GC (Emax= 74.2+12.0%; ECso= 4.2+1.5x10* M) and GA
(Emax= 66,814.6%; ECso= 1.7£0.3x103 M), just as there was no difference between the
GAAP30 (Emax= 68.9 + 8.2%; ECso= 1.3+0 .3x10° M), GAAP100 (Emax= 83.3+6.7%);
ECso= 2.7£0.7x103 M) and GAAP300 groups (Emax= 87.616.5%; ECso= 3.6+1.4x103 M).
Total antioxidant capacity was reduced in GA (13.41£1.2%) compared to GC (22.2+0.5%)
and was prevented in GAAP30 (20.9+1.7%) and GAAP300 (34.5+2.1%), while GAAP100
did not prevent (12.9+1.8%). These results suggest a modulation of AP in the
pharmacomechanical coupling of contraction and relaxation, as well as in the pulmonary
antioxidant apparatus of asthmatic rats, indicating AP as a candidate natural product for
the treatment of asthma..

Keywords: Arthrospira platensis; asthma; tracheal reactivity; oxidative stress.
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1 INTRODUGAO

A asma é uma doenga crénica nao transmissivel que se manifesta através
de episodios reversiveis de constricao e inflamagao das vias aéreas em resposta
a infecgbes, alérgenos ambientais e irritantes. E um processo complexo,
multifatorial, imunomediado e relacionado a diversos fendtipos clinicos,
causando sintomas recorrentes, como sibilos, aperto no peito, tosse e falta de ar
(Papi et al., 2018).

No Brasil, de acordo com dados do Ministério da Saude, a asma afeta
cerca de 6,4% da populagdo, o que corresponde a cerca de 13 milhdes de
pessoas, e € responsavel por cerca de 100 mil internacdes hospitalares e mais
de 2 mil mortes por ano no Brasil. As regides Norte e Nordeste possuem as
maiores taxas de hospitalizagdes e de dbitos por asma, com os estados do Para
e da Bahia apresentando o maior numero de hospitalizagées por 100 mil
habitantes (Cardoso et al., 2017).

Em casos de asma grave, os custos com o0 manejo da doenga e com
internagdes chegam a comprometer cerca de um quarto da renda familiar dos
pacientes que utilizam o SUS (Cardoso et al., 2017). Todavia, esse custo pode
diminuir bastante quando a doenca é controlada de maneira adequada, mas
apenas 12,3% dos asmaticos no Brasil alcangam esse controle (Cangado et al.,
2019). Esses dados refletem o grande problema de saude publica causado pela
asma, que gera enormes gastos com o custeio de despesas médicas em

internagdes, absenteismo e mortalidade.

A asma pode ser classificada de forma resumida em alérgica e nao
alérgica. A asma alérgica tem por caracteristica inflamagdes que envolvem
linfocitos T auxiliares do tipo 2 (Th2), resultando em um aumento da contragao
do musculo liso, descamacao epitelial, hiperresponsividade brdnquica,
hipersecregao de muco e edema de mucosa (Gina, 2023). Enquanto que a asma
nao alérgica € mais comum em pessoas mais velhas, com baixa resposta do tipo

Th2 e auséncia de eosindfilos (Peters et al., 2019).

Atualmente, o tratamento de primeira escolha da asma é feito com
broncodilatadores inalatérios, como o salbutamol, um agonista adrenérgico-32

de acgao curta, junto a corticosteroides inalatérios de baixa dose, que atuam por
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meio do bloqueio de citocinas pro-inflamatorias. Caso a asma seja persistente,
os agentes broncodilatadores escolhidos sdo de agao longa, e em casos mais
graves, sao administrados glicocorticoides em altas doses por via oral (Gina,
2023; Lee et al., 2017).

Apesar dos tratamentos convencionais da asma serem efetivos, a
qualidade de vida dos pacientes a longo prazo tende a diminuir bastante devido
aos diversos efeitos colaterais induzidos por esses medicamentos. Portanto,
torna-se de grande relevancia a busca por terapias alternativas que minimizem
as alteracbes causadas pela asma, de forma que traga uma melhor qualidade

de vida aos pacientes.

Nesse contexto, os produtos naturais tém se destacado cada vez mais no
combate de diversas doencgas, por ser o ponto de partida no desenvolvimento de
novos medicamentos. Um grande representante dos produtos naturais, sendo
uma alternativa promissora para o tratamento da asma € a espécie Artrospira
platensis (AP), conhecida popularmente como Spirulina platensis. Trata-se de
uma microalga verde-azulada, pertencente ao filo das cianobactérias, conhecida

por seus diversos efeitos benéficos a saude (Salokhe, 2022).

Seus efeitos terapéuticos estdo intimamente relacionados a sua
composi¢cado, em que 60-65% do seu peso seco é composto por proteinas,
contendo também aminoacidos essenciais, acidos graxos insaturados, vitaminas
B12 e E, minerais, polissacarideos e pigmentos como clorofila, ficocianina,
aloficocianina e betacaroteno (Zhang et al., 2019), conferindo propriedade anti-
inflamatdria, antioxidante, antimicrobiana, anticancerigena, antidiabética e

imunoestimulatoria (Salokhe, 2022).

Diante dessas premissas, a suplementagdo com AP demonstra ter um
papel promissor no combate de doencgas crbnicas de carater inflamatério, com
hipercontratilidade da musculatura lisa e desbalango oxidativo, como € o caso
da asma. Portanto, este trabalho visa investigar um possivel efeito da AP em
modelo de asma induzida por ovalbumina em ratos, a fim de se descobrir um
novo produto com capacidade de combater doencas ligadas a hiper-reatividade

muscular lisa.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Asma

Uma das principais doengas que afeta criancas e adultos, a asma € uma
doenca nao transmissivel caracterizada por um quadro inflamatério das
pequenas vias aéreas dos pulmdes, causando seu estreitamento, limitando o
fluxo de ar, o que leva o paciente a ter sintomas como tosse, falta de ar,
respiragao ofegante e aperto no peito. Alguns estimulos externos, como fumacga
de cigarro, pelo de animais, infec¢des virais e atividade fisica, podem piorar
esses sintomas (WHO, 2021)

A asma € uma doencga crbénica que afeta 300 milhdes de individuos no
mundo, sendo mais prevalente em paises pobres e em desenvolvimento, além
de ser mais comum em criangas e mulheres na fase adulta (Gina, 2023). No
Brasil, a taxa de mortalidade hospitalar decorrente da asma passou de 0,4% em
2008 para 0,5% em 2013, aumentando cerca de 25%. Em 2019, foram
notificados 350 mil internagdes e 2.072 mil 6bitos ocasionadas pela asma (Brasil,
2019).

Dentre os 23,2% da populacdo que € acometida pela doencga, variando
entre as regides do Brasil, apenas 12,3% dos asmaticos estdo controlados,
dados esses que sao alarmantes, visto a alta taxa de morbidade da asma,
evidenciando a dificuldade do controle da doenga (Cancado et al., 2019;
Ministério da Saude, 2022). Além do impacto social, consequéncia dessa falta
de controle, o custo financeiro para lidar com a doenca gerado para as familias
e ao Sistema Unico de Saude (SUS) se torna alto, principalmente nos casos de
asma grave, podendo comprometer mais de um quarto da renda familiar (Costa
et al., 2018)

2.1.1 Patogénese

O diagndstico e tratamento da asma apresenta algumas dificuldades, pois
individuos que apresentam fenétipos semelhantes podem responder de maneira
diferente ao mesmo tipo de tratamento, fazendo-se necessario a classificacao
da asma de acordo com o tipo de fenétipo (Kuruvilla; Lee; Lee, 2019). De forma

simplificada, a asma pode ser classificada em alérgica e ndo alérgica. A asma
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alérgica, também chamada de extrinseca, € uma forma hiperativa de reagéo
alérgica, acometendo cerca de 80% dos casos, onde ha o inicio precoce e mais
grave, com inflamagdes que envolvem linfécitos T auxiliares do tipo 2 (Th2). Ela
esta associada a atopia/lgE e o aumento de eosindfilos nas vias aéreas e
sistémicas. Nesses casos ocorre uma melhor resposta a tratamento
convencionais que inibem a inflamacgao Th2, como € o caso dos corticosteroides
(Peters et al., 2019). No caso dos pacientes com asma nao alérgica, ou
intrinseca, ha uma resposta do tipo Th2 baixa, com auséncia de eosindfilos,
tornando o tratamento com corticosteroides menos eficaz. Esse caso € mais
comum em fases mais tardias da vida e pode ser causada por estresse, infeccao,

obesidade e exercicios (Fahy, 2015; Maslan; Mims, 2014)

Na asma alérgica, quando o individuo asmatico entra em contato o
alérgeno, as células epiteliais liberam uma subclasse de citocinas, chamadas
alarminas, que desencadeiam diversas vias de sinalizagdo. As alarminas
principais sao a linfopoietina estromal timica (TSLP), e as interleucinas IL- 25 e
IL-33. ATSLP inicialmente ativa células dendriticas, para que recrutem linfécitos
Th2 até as vias aéreas, ao passo que as interleucinas IL-25 e IL-33 ativam as
células linfoides inatas do tipo 2 (ILC2s), que, por sua vez, liberam IL-5 e IL-13.
As células Th2 recrutadas séo responsaveis pela secrecao de IL-4 e IL-13, que
levam ao aumento do numero de células caliciformes, produ¢cédo de muco € hiper-
responsividade das vias aéreas, além de estimularem a ativagao de linfécitos B,
que se diferenciam em plasmacitos, capazes de produzir IgE, os quais se fixam
na superficie de mastécitos, basdfilos e eosindfilos, mediando o processo de
degranulacdo. Apos essa sensibilizagdo, quando houver uma exposigéao
adicional das vias aéreas ao alérgeno, a degranulagdo de histamina,
prostaglandina D2 (PGDz2) e leucotrieno C4 (LTC4), vai resultar em uma resposta
broncoconstritora e formagao de edema (Yamauchi; Ogasawara, 2019; Kuruvilla;
Lee; Lee, 2019; Barnes, 2017) (Figura 1).
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Figura 1 - Resposta imunoldgica da asma alérgica.
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Quando exposto ao alérgeno, o epitélio libera citocinas como TSLP, IL-25 e IL-33, que ativam
células dendriticas (CDs), responsaveis pela apresentacdo do antigeno. Entdo as CDs séo
direcionadas para os linfonodos locais, estimulando as células T virgens, convertendo-as em
células Th2 ativadas capazes de produzir IL-4. As células Th2 migram para areas onde estado
presentes as células B e, posteriormente, entram na circulagdo para completar sua maturagao.
As citocinas Th2 interagem com as células B localmente, promovendo sua maturacdo em
plasmécitos produtores de IgE, que por sua vez, se ligam aos receptores especificos nos
mastocitos, sensibilizando-os. Em contatos subsequentes com o alérgeno, ira ocorrer a ligagéo
do alérgeno ao complexo IgE-receptor, desencadeando a degranulagdo dos mastécitos, que
liberam mediadores inflamatérios e contrateis. A IL-9 também atua estimulando os mastécitos.
Além disso, as células Th2 migram para o epitélio das vias aéreas e para a camada submucosa,
onde secretam IL-5 e IL-13, desencadeando uma resposta inflamatéria caracterizada pelo
acumulo de mastdcitos e eosindfilos, aumento da produgado de muco, remodelamento das vias
aéreas e hiper-reatividade brénquica.

Fonte: Adaptado de Figueiredo et al., 2023

As células Th2 também sio responsaveis pela secregao de IL-5 que, por
sua vez, estimula a producéao de eosindfilos na medula éssea, além de ajudar no
recrutamento e na manutengao dessas células no trato respiratério, amplificando
o processo inflamatério nessa regido, pois os eosindfilos liberam proteinas
citotoxicas quando ativados. Os eosindfilos também sdo responsaveis pela
liberacdo de diversos mediadores com IL-1, IL-3, IL-5, IL-6, fator de crescimento
transformador alfa (TGF-a), beta (TGF-3) e fator estimulador de colénias de



22

granuldcitos e macrofagos (GM-CSF) que estimulam a inflamagédo das vias
aéreas, além de leucotrieno C4 (LTCa4), fator de ativacdo plaquetaria (PAF) e
acido 15-hidroxicossatetraendico (HETE), responsaveis por induzir a hiper-
responsividade e hipertrofia do musculo liso das vias aéreas (Sulaiman et al.,
2016) (Figura 2).

O espessamento da camada muscular lisa das vias aéreas, junto a outros
fatores, como anormalidades intrinsecas do musculo liso, uma resposta
amplificada da inervacdo parassimpatica e dos mastocitos a estimulos
exogenos, acaba gerando um quadro de hiper-responsividade, que resulta em
uma resposta contratil anormal a um estimulo broncoconstritor e dificuldade de
relaxamento perante um estimulo broncodilatador (Meurs; Maarsingh; Zaagsma,
2003).

Figura 2 - Altera¢des morfoldgicas causadas pela asma
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Fonte: Adaptado de Hildreth, 2017

O controle do tdnus das vias aéreas é dado principalmente pelo nervo
vago, quando os neurdnios parassimpaticos liberaram acetilcolina (ACh) que se
liga em seu receptor muscarinico, principalmente o Ms, acoplado as proteinas
Gqi11, causando a contragdo do musculo liso, gerando broncoconstricdo. Esse

receptor acopla as proteinas Gq1, proporcionando a ativacdo da enzima



23

fosfolipase Cpg1 (PLC-B1), uma enzima que ira converter o 4,5-bisfosfato de
fosfatidilinositol (PIP2) em 1,4,5-trisfosfato de inositol (IP3) e diacilglicerol (DAG).
O IP3 é responsavel por liberar o Ca?* do reticulo sarcoplasmatico para o citosol.
O aumento de calcio no citosol fara com que a proteina cinase C (PKC) seja
translocada até a membrana, onde sera ativada pelo DAG. Essa ativacéo
permite a PKC fosforilar canais de calcio dependentes de voltagem (Cav),
promovendo o influxo de mais Ca?*, que se ligardo a proteina calmodulina,
formando o complexo 4Ca?*-calmodulina; este complexo, por sua vez, ira ativar
a cinase da cadeia leve da miosina (MLCK), que tem por fungéo fosforilar a
cadeia leve da miosina, permitindo a formagao de pontes cruzadas, gerando a
contragdo do musculo liso (Sanderson; Delmotte; Bai; Perez-Zogbhi, 2008)
(Figura 3).

Figura 3 - Mecanismo farmacomecanico da contragdo muscular lisa das vias

aéreas pela ativacao do sistema efetor Gg/11- PLC 1
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(1) O agonista se liga ao seu receptor do tipo GPCR na membrana plasmaética; (2) As proteinas
Gg11 trocam GDP por GTP na sua subunidade a (ndo mostrado na figura), tornando-se ativa; (3)
A subunidade aq11-GTP ativa a PLCB1; (4) A PLCp1 cliva o fosfolipidio de membrana PIP2 em IPs
e DAG; (5) O IPs migra pelo citoplasma e ativa o IP3R presente na membrana do RS, liberando
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o Ca?* dos estoques; (6) O Ca?* liberado ativa o RyR, fazendo com que mais Ca?* seja liberado
para o citoplasma; (7) O Ca2* que foi liberado, juntamente com o DAG ativam a PKC; (8) A PKC
ativada fosforila os Cav1 promovendo o influxo de Ca?* através dos mesmos; (9) O aumento da
[Ca?*]c aumenta a afinidade pela CaM formando o complexo 4Ca2*-CaM e ativando a MLCK; (10)
A MLCK ativada fosforila a MLC e esta se torna ativa e interage com os filamentos de actina,
desencadeando a contragdo do musculo liso. As definicdes das abreviaturas estdo presentes na
lista de abreviaturas e no texto.

Fonte: Ferreira, 2022.

O contrario acontece através dos receptores adrenérgicos presentes no
musculo liso, como o receptor (B2, que ao ser ativado pela adrenalina ou
noradrenalina, causa o relaxamento do musculo, gerando broncodilatagcao
(Matera et al., 2020; Kistemaker, 2019). Esses receptores estdo acoplados a
proteina Gs, e quando ativados, promovem a ativagao da ciclase de adenilil (AC),
que ird aumentar os niveis intracelulares de monofosfato ciclico de adenosina
(cAMP). Esse segundo mensageiro ativa a proteina cinase A (PKA), responsavel
por ativar diversos alvos, como a bomba de Ca?* do reticulo sarcoplasmatico
(SERCA), a bomba de Ca?" da membrana plasmatica (PMCA), o trocador
3Na*/1Ca?* (NCX), e os canais de K*. Ira também bloquear Cav e inibir a MLCK,
causando uma diminuicdo da concentragdo de Ca?* intracelular e impedir a
formagdo de pontes cruzadas, resultando no relaxamento do musculo liso
(Somlyo et al., 1999) (Figura 4).

Outra via de relaxamento bastante presente no musculo liso traqueal é a
do oxido nitrico (NO), que é produzido pelo epitélio e se difunde até o musculo
liso adjacente, onde ativa a enzima ciclase de guanilil soluvel (sCG), responsavel
por aumentar os niveis citosolicos de monofosfato ciclico de guanosina (cGMC).
Esse segundo mensageiro ativa a proteina cinase dependente do cGMP (PKG),
que ira fosforilar diversos alvos intracelulares, de maneira similar a via da PKA,
hiperpolarizando a célula e causando a diminuigdo dos niveis citosolicos de Ca?*,
impedindo a formacdo de pontes cruzadas, resultando no relaxamento do
musculo liso (Rembold, 1996) (Figura 4).
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Figura 4 - Mecanismo do relaxamento no musculo liso das vias aéreas

induzido pelas vias efetoras do cAMP e cGMP
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(1) O agonista se liga ao seu receptor do tipo GPCR na membrana plasmatica; (2) a proteina
Gs troca GDP por GTP na sua subunidade a (processo ndo mostrado na figura), tornando-se
ativa; (3) a subunidade Gus-GTP ativa a AC; (4) a AC converte o ATP em cAMP; (5) o NO
gerado tanto dos nervos como das células epiteliais estimula a atividade da sGC; (6) a sGC
converte o GTP em cGMP; (7) os nucleotidios ciclicos, CAMP e cGMP, ativam suas respectivas
proteinas cinases, PKA e PKG, respectivamente. Ambas as proteinas cinases fosforilam varios
substratos: (8) ativam os canais de K*; (9) inibem os Cav; (10) aumentam a atividade da
SERCA e da PMCA; (11) ativam o NCX; (12) A PKG inibe os IP3R. Todos esses mecanismos
diminuem a [Ca?*]c; (13) inibem a MLCK, reduzindo sua afinidade pelo complexo 4Ca2*-CaM.
Todos esses mecanismos impedem a fosforilagdo da MLC e, consequentemente, a interagao
dos filamentos de miosina com os de actina, promovendo o relaxamento do musculo liso; (14)
Uma inibicdo das PDEs leva ao aumento dos nucleotidios ciclicos, também ocasionando
relaxamento. As definicdes das abreviaturas estdo presentes na lista de abreviaturas e no
texto.

Fonte: Ferreira, 2022.

O espessamento da camada muscular lisa das vias aéreas, junto a outros
fatores, como anormalidades intrinsecas do musculo liso, uma resposta
amplificada da inervacdo parassimpatica e dos mastocitos a estimulos
exdgenos, acaba gerando um quadro de hiper-responsividade, que resulta em

uma resposta contratil anormal a um estimulo broncoconstritor e dificuldade de
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relaxamento perante um estimulo broncodilatador (Meurs; Maarsingh; Zaagsma,
2003).

Outra alteragdo causada pela asma responsavel por causar dano ao
tecido é o aumento do estresse oxidativo, sendo este um desbalanco decorrente
do aumento da produgao de espécies reativas de oxigénio (EROs) e espécies
reativas de nitrogénio (ERNs) em relagdo a uma diminuigdo da capacidade do
sistema bioldgico de reparar os danos gerados pelos radicais oxidativos ou de
desintoxicar os intermediarios reativos. O metabolismo celular anormal é
responsavel por produzir substancias oxidantes a partir do oxigénio molecular,
assim como também, é possivel que haja o aumento dessas moléculas oxidantes
por fontes externas, através de fumaca de cigarro, poluentes, radiagao ionizante,

ions de metais pesados, dentre outros fatores (Mishra; Banga; Silveyra, 2018).

As EROs mais comuns, s&o o anion superoxido (O27), perdéxido de
hidrogénio (H202), radical hidroxila (HO"), oxigénio singleto ('O2), radical peroxila
(HOz2'), 6xido nitrico (‘NO) e peroxinitrito (ONOO"), radical peridroxila (HO2'),
radical hidroperoxila (ROOH"), acido hipocloroso (HCLO), ozénio (O3) e didxido
nitrico (NO2) (Powers; Jackson, 2008).

A principal via de geracao de radicais livres em sistemas bioldgicos é a
cadeia respiratoria mitocondrial, por meio da utilizagdo de oxigénio para
producao de ATP. O complexo enzimatico da nicotinamida adenina dinucleotidio
fosfato reduzida (NADPH) é responsavel por dar inicio a cascata de reagbes
oxidativas, produzindo O%, que sera dismutado a H202, por meio de reacgdes
espontaneas ou catalizagdo enzimatica. Tanto o O? quanto o H202 podem formar
o radical OH", na presenca de ferro ou outros metais. As mitocéndrias também
podem gerar o 6xido nitrico, que pode reagir com o Oz, formando o peroxinitrito
ONOOr, outro potente oxidante (Liu et al., 2016; Silva et al., 2013).

O quadro inflamatério da asma alérgica esta intimamente associado a
atividade das células imunes inflamatérias, como neutréfilos, mondcitos e
eosindfilos, que sado responsaveis por aumentar os niveis de EROs, resultando
em lesao do tecido pulmonar e aumento da inflamagao. Além dessas células
inflamatdrias, as células epiteliais das vias aéreas, também sao capazes de
produzir EROs (Groot et al., 2019).
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A presenca de EROs nos tecidos biologicos em baixos niveis é
considerada normal, visto que sao derivados de processos celulares fisioldgicos,
participando da modulagao da expresséo de genes e na sinalizagao das vias de
transducéo celulares relacionadas a uma ampla gama de fungdes antioxidantes,
antiinflamatoérias e citoprotetoras, as quais sdo capazes de restaurar a
homeostase do tecido. Porém, quando os estimulos oxidativos se encontram em
altos niveis, sdo desencadeados conjuntos adicionais de sinalizagdo que sao
potencialmente pro-inflamatdrias, que podem resultar em danos as estruturas
celulares, causando alteracdo de suas funcdes, além de que nas vias aéreas,
promovem o remodelamento e espessamento da camada de musculo liso, e

aumento da hiper-responsividade (Lloyd; Saglani, 2015; Sahiner et al., 2018).

As formas de neutralizacido desses radicais livres, incluem sistemas
elaborados de defesa agrupados em sistemas enzimaticos (primeiros a agir) e
nao enzimaticos. Dentre as enzimas antioxidantes principais, temos a
superéxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e as enzimas dependentes da
glutationa, como a glutationa peroxidase (GSH-Px), a glutationa S-transferase
(GTS), a glutationa redutase (GHS) e a glutationa sintetase (Raha; Robinson,
2000; Powers; Jackson, 2008). Uma outra forma de controle do estresse
oxidativo consiste na interceptagéo de radicais livres, impedindo que eles reajam
com as estruturas celulares, nesse caso, através de antioxidantes advindos da
dieta. (Bloomer, 2008).
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Figura 5 - Reagbes do anion superoxido e atuagao do sistema antioxidante.
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O oxigénio (O2) é reduzido a superdxido (O27), que pode ser reduzido a perdxido de
hidrogénio(H20:) pela superoxido dismutase (SOD) ou convertido em radical hidroxila (HO"). O
H20:2 pode sofrer a reagao de Fenton e é transformado em HO" ou reduzido a agua (H20) pela
catalase (CAT) ou pelo sistema glutationa (GSH)/glutationa peroxidase (GPx). A reacao entre o
Oz e oxido nitrico (NO*) produz ONOO-, cuja decomposigéo, por sua vez, da origem a alguns
intermediarios altamente oxidantes incluindo NO2*, OH' e CO3" e NOs" . Assim sendo, quando os
niveis de Oz~ aumentam, pode diminuir a biodisponibilidade de NO* e gerar ONOO~. Oz por si
s06 pode reduzir o ferro férrico (Fe®*) ao ferro ferroso (Fe?*) no centros ferro-enxofre de proteinas,
levando a inativagdo enzimatica e concomitante perda de Fez* das enzimas, que por sua vez
alimenta a protonagéo de Oz que pode formar o radical hidroperoxil mais reativo (HO2").

Fonte: Adaptado de Wang et al., 2018.

2.1.2 Tratamento

A terapia convencional de primeira escolha para o tratamento da asma é
a utilizacdo de agonistas adrenérgicos-B2 de acao curta, por inalagdo, como o
salbutamol, que atua promovendo broncodilatacdo, e que muitas vezes sao
combinados com corticosteroides, como a flusinolida e budesonida, que
bloqueiam a expressdo de moduladores pré-inflamatérios (Lee et al., 2017). Em
quadros de asma persistente, sdo administrados corticosteroides junto a
agonistas adrenérgicos-p2 de acao longa, como salmeterol ou formoterol. Ja em
casos de asma grave, as doses de glicocorticoides inalatorios e orais sao altas,

junto a administracdo de um agente antileucotrieno (Gina, 2021).

H,0
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Todavia, o uso prolongado desses medicamentos pode trazer efeitos
colaterais prejudiciais a saude dos pacientes asmaticos. A utilizagdo de
glicocorticoides sistémicos pode causar quadros de imunossupressao,
osteoporose e catarata, assim como o0 uso prolongado dos agonistas
adrenérgicos-B2 de longa duragéo pode gerar um processo de dessensibilizagdo
dos receptores, culminando na exacerbagao da asma e até a morte (Townsend;
Emala, 2013).

Dessa forma, o estudo da asma e a compreensdo dos mecanismos
fisiopatoldgicos assim como a busca por terapias alternativas que minimizem os
efeitos indesejados causados pelo tratamento convencional e aumentem a

qualidade de vida dos pacientes asmaticos se torna extremamente necessario.

2.2 Arthrospira platensis

A alga Arthrospira platensis (AP) é um procarionte fotossintético
encontrado nos ecossistemas aquaticos que tem demonstrado efeitos biolégicos
em modelos de musculo liso. A AP foi regulamentada no Brasil pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) como um novo alimento desde 2013 e
foi incluida na lista de suplementos alimentares em 2017, recebendo selo de
seguranga dado pela OMS (Brasil, 2013; 2017; OMS, 2017). A seguranga em
seu consumo € enfatizada a partir de estudos toxicolégicos em ratos que
comprovam a auséncia de toxicidade crénica ou subcrdnica, mutagenicidade,
teratogenicidade ou efeitos adversos na reproducao e lactagao (Salazar et al.,
1998; Bin-Jumah et al., 2021)

A AP possui um alto valor nutricional, sendo constituida majoritariamente
por proteinas, que compreendem cerca de 60 a 70% do seu peso seco, vitaminas
B12, C e E, aminoacidos, acidos graxos, acido gama-linoleico e minerais,
pigmentos antioxidantes, como carotenoides e ficocianina, glicolipidios e outros
compostos fendlicos (Hoseini et al., 2013; Jung et al., 2019). Essa riqueza
nutricional esta relacionada ao seu papel na prevengdo do surgimento e

progressao de varias doengas.
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Dentre suas atividades bioldgicas, ja foram descritos efeitos benéficos
relacionados a reducédo do desbalango oxidativo (Diniz et al., 2020), atividade
anti-inflamatéria e antioxidante em modelo murino de diabetes (Obeidavi et al.,
2018) e em ratos submetidos a exercicio fisico de forga (Brito et al., 2020),
atividade antioxidante e anti-espasmddica em ileo de ratos (Araujo et al., 2020),
bem como efeito anti-inflamatério em modelo de colite em ratos (Abdel-Daim et
al., 2015).

Portanto, todos esses estudos sustentam a hipotese de que a
suplementacéo com AP pode ser considerada uma candidata promissora para o
tratamento de patologias de carater inflamatério, com desbalango oxidativo e

hiper-contratilidade muscular lisa, como € o caso da asma.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Investigar a atividade antiasmatica da Artrospira platensis em modelo de

asma induzida por ovalbumina em rato.

3.2 Especificos

* Investigar os efeitos da suplementacdo com AP sobre a resposta da

traqueia de rato a estimulacéo, in vitro, com ovalbumina;

* Avaliar os efeitos da suplementagdo com AP sobre as curvas cumulativas
concentracdes-resposta induzidas pelo agente contratil carbacol em traqueia de

ratos asmaticos sensibilizados e desafiados com ovalbumina;

* Investigar os efeitos da suplementagdo com AP sobre as curvas
cumulativas concentracdes-resposta induzidas pelos agentes relaxantes
aminofilina e nitroprussiato de sodio em traqueia de ratos asmaticos

sensibilizados e desafiados com ovalbumina;

» Avaliar os efeitos da suplementacdo com AP sobre a capacidade
antioxidante total dos pulmbdes de ratos asmaticos sensibilizados e desafiados

com ovalbumina;
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4 METODOLOGIA

4.1 MATERIAL

4.1.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar (Rattus norvegicus) com idade entre 90 e
120 dias, pesando inicialmente de 250 a 300g, obtidos e mantidos na Unidade
de Produgdo Animal (UPA) do Instituto de Pesquisa em Farmacos e
Medicamentos (IPeFarM) da UFPB, os quais eram mantidos sob condigdes
controladas de temperatura (22 + 1° C) e ciclo claro-escuro de 12 horas, tendo
livre acesso a alimentagao e agua. A escolha do modelo animal se deu pela sua
fisiologia, mais préxima da humana, bem como das vantagens de seu uso como
modelo de doenga humana, comparado com camundongo e outros organismos
(lannaccone; Jacob, 2009), o que possibilita a avaliacdo da eficacia de drogas
sobre érgéos e sistemas do animal.

Todos os procedimentos experimentais foram realizados seguindo os
principios de cuidados com animais, de acordo com o Guidelines for the ethical
use of animals in applied ethology studies (Sherwin et al., 2003), o Ethical
guidelines for investigation of experimental pain in conscious animals
(Zimmermann, 1983), o Guia Brasileiro de Produc¢ao, Manutencéo ou Utilizagao
de Animais em Atividades de Ensino ou Pesquisa Cientifica, do Conselho
Nacional de Controle de Experimentagcao Animal (CONCEA) (Brasil, 2016) e a
Diretriz para pratica de eutanasia do CONCEA (Brasil, 2018), e foram submetidos
a Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA) (protocolo No 3255100522). Os
procedimentos experimentais descritos foram realizados no Laboratério de
Farmacologia Funcional Prof. George Thomas (LFF/IPeFarM) e no Laboratério
de Controle Neural da Circulagao e Hipertensao Arterial (LACONCHA/CBiotec).

4.1.2 Substancias

O cloreto de sdodio (NaCl), o cloreto de potassio (KCI), o sulfato de
magneésio (MgSO0a4), o fosfato de potassio (KH2PO4), o cloreto de calcio (CaClz),
a glicose, o bicarbonato de sédio (NaHCO3), o &cido cloridrico (HCI) e o hidroxido
de sédio (NaOH) foram obtidos da Exodo Cientifica (Brasil). O hidroxido de
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aluminio (Al(OH)s), a ovalbumina (OVA) (grau Il e V), o cloridrato de
carbamilcolina (CCh), a aminofilina, o nitroprussiato de sédio e o 1,1-difenil-2-
picril hidrazil (DPPH) foram obtidos na Sigma-Aldrich (Brasil). A cetamina e a
xilazina foram adquiridas da Syntec (Barueri, Sdo Paulo, Brasil). A mistura
carbogénica (95% de Oz e 5% de COz2) foi adquirida da White Martins (Brasil).
As substancias (exceto a mistura carbogénica) foram dissolvidas e diluidas com
agua destilada para a obtengao de cada solugédo-estoque, exceto a OVA, que foi
dissolvida em soro fisioldégico (NaCl 0,9%). Quando necessario, as substancias
foram diluidas em &gua destilada para a obtencdo das concentragdes

apropriadas.

4.1.3 Produto-teste

A AP foi adquirida do laboratério INFINITY Pharma. (HONG KONG -
China). Uma amostra foi analisada para a certificagdo de que o material
correspondia a alga, em seguida foi fracionada pela Farmacia de Manipulagao
Roval (Jodo Pessoa-PB). A caracterizagdo quimica do p6 da alga foi realizada

por nosso grupo de pesquisa (Diniz et al., 2024).

4.1.4 Solugao nutritiva

Para os protocolos de reatividade traqueal, foi utilizada solugédo nutritiva
de Krebs, ajustada ao pH 7,4 (com solugdo de HCI ou NaOH, 1 N), gaseificada
com carbogénio (95% de O2 e 5% de COz2) e mantida a 37 °C, com a seguinte
composicado, em mM: NaCl (118,0), KCI (4,5), MgSOu (5,7), KH2PO4 (1,1), CaClz
(2,5), glicose (11,0) e NaHCOs3 (25,0).

4.1.5 Equipamentos

Para o registro das contragcbes isomeétricas, os anéis de traqueia eram
suspensos em cubas de banho para érgaos isolados de 6 mL, modelo BOI-04, e
conectada a transdutores de forga isométricos, modelo TIM 05, acoplados a um
amplificador modelo AECADO4F. Este, por sua vez, era conectado a um sistema
de aquisicao digital de dados com o software AQCAD versao 2.1.6, que foram
analisados pelo programa ANCAD. O sistema possui uma bomba termostatica
modelo 11 BT-60 que controla a temperatura das cubas. Todos os aparelhos

foram adquiridos junto a AVS Projetos (Sao Paulo, SP, Brasil).
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Para indugcdo da asma, era utilizado um nebulizador ultrassdnico
(Soniclear®, Sao Paulo/SP), com um fluxo variavel entre 0,7 a 1,25 mL/min e
tamanho médio da particula de 4 ym, conectado a um recipiente fechado de
poliacrilico (20x13x15 cm) contendo um orificio para a renovagao do ar.

O pH das solugdes foi aferido através de um pHmetro digital, modelo
PG2000 (GEHAKA, Sao Paulo, SP, Brasil).

As substancias eram pesadas em balanga analitica modelo AG 200 e os

animais em balanga semianalitica (ambas da GEHAKA, S&o Paulo, SP, Brasil).

4.2 METODOS

4.2.1 Grupos experimentais

Os animais foram divididos randomicamente em 5 grupos experimentais,
com 6 animais cada:
1) Grupo controle (GC): nio sensibilizados;
2) Grupo asmatico (GA): sensibilizados e desafiados com ovalbumina (OVA);
3) Grupo asmatico + AP30 (GAAP30): sensibilizados e desafiados com
ovalbumina (OVA) e suplementados com AP na dose de 30 mg/kg;
4) Grupo asmatico + AP100 (GAAP100): sensibilizados e desafiados com
ovalbumina (OVA) e suplementados com AP na dose de 100 mg/kg;
5) Grupo asmatico + AP300 (GAAP300): sensibilizados e desafiados com

ovalbumina (OVA) e suplementados com AP na dose de 300 mg/kg;

4.2.2 Sensibilizacao e desafio com ovalbumina (indug¢ao da asma)
Inicialmente, para o protocolo de sensibilizacdo, nos dias 1-3 do
experimento os animais recebiam injecao intraperitoneal (i.p.) de 1 mg/kg/dia de
ovalbumina (OVA) (grau V) solubilizada em solugdo salina 0,9% estéril e
utilizando como adjuvante 100 mg de hidréxido de aluminio (Al(OH)3). Nos dias
6, 9, 12, 15, 18 e 21 os animais eram colocados individualmente em uma caixa
poliacrilica fechada acoplada a um nebulizador ultrassénico. Logo apés, eram
desafiados com OVA 1% (grau Il), por até 20 minutos diarios. Os animais n&o
sensibilizados eram submetidos ao mesmo processo, porém utilizando apenas

solucdo salina 0,9% estéril, tanto para as administragdes i.p. quanto para as



35

nebulizagdes. Todos os animais eram eutanasiados 24 horas apds o ultimo
desafio com OVA ou solucgdo salina (dia 22) (Salmon et al., 1999; Adaptado de
Galvao et al., 2017).

4.2.3 Administracao da Artrospira platensis

A alga era dissolvida diariamente em agua destilada para obtencao da
solugdo de partida na concentragcdo de 10 mg/mL. A suplementagcdo era
realizada por via oral, utilizando-se a técnica de gavagem, durante o periodo de
3 semanas, referente ao tempo de indugdo da asma nos ratos, na dose de 30,
100 ou 300 mg/kg, tendo como referéncia para a escolha da dose de partida de
100 mg/kg, estudos nos quais foram avaliados os efeitos da alga em disfuncdes
do musculo liso (Araujo et al., 2020; Brito et al., 2018; Diniz et al., 2020), as
demais doses foram feitas baseadas nos resultados da dose de partida. Os
animais dos grupos nao suplementados passaram pelo mesmo processo,

recebendo solugéo salina 0,9% em substituicdo ao produto-teste.

Figura 6 - Protocolo de indugcéo da asma em ratos e suplementagdo com AP
30/100/300 mg/kg.
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4.2.4 Obtencao dos anéis de traqueia e dos pulmoes

Os animais eram eutanasiados com overdose de cetamina (180 mg/kg) e
xilazina (30 mg/kg), por via intraperitoneal (CFMV, 2013; UNIFESP, 2019).

ApOs a eutanasia, a cavidade toracica era aberta, a traqueia era isolada,
para os estudos de reatividade muscular lisa. A traqueia era limpa do tecido
adjacente, segmentada e suspensa individualmente por hastes de ago inoxidavel
em cubas de banho para érgao isolado (6 mL) contendo solugédo nutritiva, a
temperatura de 37 °C, gaseificada com carbogénio e mantida sob tensdo de
repouso de 1 g. O érgdo permanecia em repouso por um periodo de 60 minutos,
sendo a solugdo trocada a cada 15 minutos para evitar a influéncia de

metabadlitos liberados pelo 6érgdo no meio (Tschirhart et al., 1987).

4.2.5 Avaliagao da reatividade contratil a ovalbumina em traqueia de ratos:
reagao de SchultzDale

Os anéis de traqueia eram suspensos nas cubas como descrito no item
4.2.4. Apos o periodo de estabilizagdo, quando a linha de base se mantia
constante, os anéis de traqueia eram estimulados com OVA 100 pg/mL e a
amplitude da contragdo era comparada entre os grupos (Chand; Eyre, 1978;
Lima; Silva, 1998).

4.2.6 Avaliagao da reatividade contratil ao CCh em traqueia de ratos

Os anéis de traqueia foram suspensos nas cubas como descrito no item
4.2.4. Apos o periodo de estabilizagcdo, quando a linha de base se mantia
constante, era induzida uma curva concentracdo-resposta cumulativa com CCh,
um agonista de receptores muscarinicos Ms, até atingir seu Emax (Ouedraogo;
Roux, 2014).

4.2.7 Avaliagao da reatividade relaxante ao nitroprussiato de sédio (NPS)
e a aminofilina em traqueia de rato pré-contraida com CCh

Os anéis de traqueia eram suspensos nas cubas como descrito no item
4.2.4. Apos o periodo de estabilizagdo, quando a linha de base se mantinha
constante, uma nova contragdo com 10° M de CCh era induzida e, sobre o

componente tonico dessa contragao, o NPS, um doador de 6xido nitrico, ou a
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aminofilina, um inibidor inespecifico de fosfodiesterase, foram adicionados em

concentragdes cumulativas até atingirem o seu Emax.

4.2.8 Avaliagao do balan¢o oxidativo em pulmao de ratos

4.2.8.1 Obtencao do homogenato pulmonar

ApoOs a eutanasia dos animais, os pulmdes eram isolados conforme item
4.2.4 e congelados a em nitrogénio liquido até o preparo do homogenato. Para
isso, 0 6rgdo era pesado, macerado e homogeneizado com KCI 10% na
proporcao de 1:1. Em seguida, as amostras eram centrifugadas (1.198 x g/10

min) e o sobrenadante separado para analise posterior

4.2.8.2 Analise da capacidade antioxidante total (CAT) no pulmao

A medida da capacidade antioxidante total (CAT) era feita utilizando-se o
método colorimétrico da redugao do 1,1-difenil-2-picril hidrazil (DPPH) (Brand-
Williams; Cuvelier; Berset, 1995), que se baseia na habilidade da amostra em
reduzir o radical DPPH, que apresenta coloracdo roxa, a 1,1-difenil-2-picril
hidrazina, de cor transparente, a qual é detectada por espectrofotometria
(Floegel et al., 2011). As analises eram feitas comparando-se os niveis da CAT

(%) entre os grupos.

4.2.9 Andlise estatistica

Todos os resultados obtidos foram expressos como média e e.p.m, a
comparagao dos dados foi feita com andlise de variancia (ANOVA) one-way
seguido do pés-teste de Tukey, para comparagao entre trés ou mais grupos.

A hipétese nula foi rejeitada quando p < 0,05. Todos os resultados foram
analisados utilizando-se o programa GraphPad Prism®, versao 8.04 (GraphPad
Software Inc., San Diego CA, EUA).
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5 RESULTADOS

5.1 Avaliagao da reatividade contratil a ovalbumina em traqueia de ratos:

reagao de Schultz-Dale

Apos estimulagdo com 100 ug/mL de OVA, foi observado que no GA, a
sensibilizagao e desafio prévio com OVA desencadearam uma resposta contratil
na traqueia, enquanto o GC n&o apresentou nenhuma contragdo, como

esperado.

Por sua vez, o tratamento com AP nas doses de 30, 100 e 300 mg/kg
diminuiu a amplitude de contragéo da traqueia em resposta a OVA (Figura 7),
evidenciando que o modelo de asma induzida pela OVA foi realmente instaurado
e a suplementagdo com AP diminuiu a resposta contratii em decorréncia da

liberagcdo de mediadores contrateis induzida por uma reacgéo alérgica.

Figura 7 - Registros originais representativos da reatividade traqueal induzida
por 100 pg/mL de OVA em ratos do GC (A), GA (B), GAAP30 (C), GAAP100 (D)
e GAAP300 (E).
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As setas para cima indicam a adig&do de ovalbumina (OVA) a cuba.
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5.2 Avaliagao da reatividade contratil ao CCh em traqueia de ratos

A poténcia contratil do CCh nao diferiu entre os grupos, enquanto houve
um aumento da sua eficacia no GA (Emax= 130,8 + 6,9%; CEso= 1,3 + 0,6 x 106
M) em comparagdo ao GC (Emax= 100%; CEs0=9,6 £ 1,7 x 10" M).

Esse aumento, por sua vez, foi prevenido no GAAP30 (Emax= 94,7 + 7,8%;
CEs0=2,4 £ 0,6 x 107 M), assim como no GAAP100 (Emax= 61,7 £ 7,9%); CEso=
9,5+2,7x 107 M), e no GAAP300 (Emax = 105,7 + 6,8%; CEs0 =4,8 £+ 0,5 x 10”7
M) (n = 5) (Figura 8).

Grafico 1 - Curva cumulativa concentragdo-resposta (A), valores de Emax (B) e
valores de CEso (C) do CCh do GC (e), GA (o), GAAP30 (A), GAAP100 (1) e
GAAP300 (V).
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Os simbolos (A), as colunas (B; C) e as barras verticais representam a média e
o e.p.m., respectivamente (n = 5). ANOVA one-way seguido do pos-teste de
Tukey: *p < 0,05 (GC vs. GA); #p < 0,05 (GA vs. GAAP30; GA vs. GAAP100; GA
vs. GAAP300). Fonte: Oliveira, 2024

5.3 Avaliacao da reatividade relaxante a aminofilina em traqueia de rato

pré-contraida com CCh

A poténcia relaxante da aminofilina foi diminuida no GA (Emax = 85,1 £
1,5%; CEs0= 1,0 + 0,05 x 103 M) quando comparado ao GC (Emax= 95,8 + 2,8%;
CEs0=7,8 + 0,6 x 10* M). Todavia, ndo houve alteragbes na eficacia relaxante.

Essa diminui¢do da poténcia relaxante foi prevenida no GAAP100 (Emax =
98,1+ 1,2%; CEso=7,4 £ 0,2 x 10* M), assim como no GAAP300 (Emax= 86,9
3,6%; CEso = 8,4 + 0,4 x 104 M); porém, no GAAP30, a diminuigdo da poténcia
relaxante nao foi prevenida (Emax= 87,1 +7,5%; CEso= 1,1 £ 0,03 x 103 M). Nao

houve influéncia da suplementacdo com AP sobre a eficacia relaxante.
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Grafico 2 - Curvas cumulativas concentragdo-resposta (A), valores de Emax (B)
e valores de CEso (C) da aminofilina do GC (e), GA (o), GAAP30 (A),
GAAP100 (A) e GAAP300 (V).
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Os simbolos (A), as colunas (B; C) e as barras verticais representam a média e
0 e.p.m., respectivamente (n = 5-6). ANOVA one-way seguido do pos-teste de
Tukey: *p < 0,05 (GC vs. GA; GC vs. GAAP30); #p < 0,05 (GA vs. GAAP100; GA
vs. GAAP300). Fonte: Oliveira, 2024
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5.4 Avaliacao da reatividade relaxante ao nitroprussiato de sédio (NPS)

em traqueia de rato pré-contraida com CCh

Diferentemente, o NPS nao teve sua eficacia e poténcia alteradas no GA
(Emax = 66,8 + 4,6%; CEso= 1,7 £ 0,3 x 10> M) quando comparado ao GC (Emax
=74,2+12,0%; CEso=4,2+ 1,5 x 104 M)

Assim como, os animais suplementados com AP na dose de 30mg/kg
(Emax = 68,9 + 8,2%; CEso= 1,3 + 0,3 x 10*M), 100 mg/kg (Emax = 83,3 * 6,7%;
CEso=2,7 £ 0,7 x 10 M) e 300 mg/kg (Emax= 87,6 +6,5%; CEs0=3,6 £ 1,4 x
103 M) n&o apresentaram diferenca na eficacia e poténcia relaxante quando
comparada aos demais grupos (Figura 9) (n = 3-6).

Grafico 3 - Curvas cumulativas concentragdo-resposta (A), valores de Emax (B)
e valores de CEso (C) do NPS do GC (e), GA (o), GAAP30 (A ), GAAP100 (A) e
GAAP300 (V).
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Os simbolos (A), as colunas (B;C) e as barras verticais representam a média e

o e.p.m., respectivamente (n = 3-6). Fonte: Oliveira, 2024

5.5 Avaliagao do balango oxidativo em pulmao de ratos

A capacidade antioxidante total foi reduzida no GA (13,4 + 1,2%) quando
comparado ao GC (22,2 + 0,5%).

Por sua vez, a suplementagao com AP na dose de 30 mg/kg (20,9 + 1,7%)
e 300mg/kg (34,5 + 2,1%) preveniu essa diminuigédo, tornando a CAT ainda maior
que a do GC. Ja a dose de 100 mg/kg (12,9 £ 1,8%) ndo preveniu essa

diminuig¢ao.
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Grafico 4 - Capacidade Antioxidante Total (CAT) dos animais do GC, GA,
GAAP30, GAAP100 e GAAP300.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m,
respectivamente (n = 4-5). ANOVA one-way seguido do pos-teste de Tukey: *p <
0,05 (GC vs. GA; GC vs. GAAP100; GC vs. GAAP300); #p < 0,05 (GA vs.
GAAP30; GA vs. GAAP300). Fonte: Oliveira, 2024



45

6 DISCUSSAO

No presente trabalho, ratos Wistar foram submetidos a um protocolo de
inducdo de asma alérgica através da sensibilizagdo e do desafio com
ovalbumina, para investigar os possiveis efeitos preventivos da AP sobre a
reatividade contratil da traqueia desses animais frente ao alérgeno ovalbumina
e ao carbacol (CCh), assim como a reatividade relaxante frente a aminofilina e
ao nitroprussiato de sodio (NPS). Além disso, foi feito a mensuracdo da
capacidade antioxidante pulmonar desses animais, a fim de se avaliar a

influéncia da AP sobre o estresse oxidativo.

A asma alérgica é caracterizada pela liberagdo de mediadores contrateis,
como histamina, prostaglandinas e leucotrienos, por células inflamatorias,
portanto, para avaliarmos o sucesso da inducdo da asma, foi realizada a reacao
de Schult-Dale, que se trata de uma técnica padrao para comprovar um modelo
de resposta anafilatica local. Essa técnica se baseia na liberacdo desses
mediadores contrateis nos animais sensibilizados antigenicamente apods
reexposicao a OVA, que vai resultar na constricdo da musculatura lisa traqueal,
que sera evidenciada pelo aumento da tensao do 6rgao. (Schultz, 1910; Dale,
1913).

Dessa forma, apdés o 6rgao dos animais que foram sensibilizados e
desafiados com OVA ser novamente exposto novamente a OVA na concentragao
de 100 pg/mL, in vitro, foi observado aumento de sua tensao, evidenciando que
o0 modelo de asma foi realmente instaurado. Os animais que foram tratados com
AP em todas as doses, apresentaram uma diminuicdo da amplitude de
contragdo, quando comparado ao GA, mostrando que a microalga esta
modulando negativamente essa via de contracdo induzida pelos mediadores

contrateis liberados pelas células inflamatdrias apds exposi¢gao ao alérgeno.

Na asma alérgica, o didametro das vias aéreas se torna extremamente
comprometido devido as diversas alteracbes que ocorrem em detrimento da
inflamacéao proveniente dos eventos celulares, causando mudangas estruturais,
como hipertrofia das células caliciformes epiteliais, aumento da deposicao de
colageno e hiperplasia das paredes dessas vias (Barnes, 2017). Outro fator de
grande relevancia no diametro das vias aéreas sao as células musculares lisas,

que além de apresentarem aumento de sua espessura, possuem capacidade de
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contrair e relaxar alteradas, decorrente a uma resposta anormalmente
amplificada da inervagao parassimpatica e dos mastoécitos das vias aéreas a

estimulos exdégenos, como alérgenos (Meurs; Maarsingh; Zaagsma, 2003).

Pode-se dizer que pacientes asmaticos apresentam duas caracteristicas
distintas relacionados as modificacdes na contratilidade muscular lisa das vias
aéreas: a hipersensibilidade, que torna o musculo liso mais reativo a baixos
estimulos de contragdo, e a hiper-reatividade, que gera uma resposta

broncoconstritora exagerada (Dulin, 2003).

O controle do tonus das células musculares lisas das vias aéreas é feito
pelo nervo vago, que libera acetilcolina (ACh), o qual irda se ligar em seus
receptores muscarinicos Ms, acoplados a proteinas Gg/11, causando contragéao
da musculatura lisa e secregdo de muco (Cazzola; Calzetta; Matera, 2021;
Matera et al., 2020). Por isso, receptores acoplados a proteina G (GPCRs) séo
importantes alvos dos farmacos utilizados para o tratamento da asma, visto que
a ativacao desses receptores esta diretamente relacionada com a resisténcia

das vias aéreas e hiper-responsividade (Penn, 2008; Penn et al., 2014).

Nesse contexto, avaliaram-se inicialmente os efeitos da suplementacao
com AP sobre as curvas cumulativas concentragdes-resposta induzidas pelo
agente contratil carbacol (CCh), um analogo da acetilcolina (ACh), em traqueia

de ratos sensibilizados e desafiados com ovalbumina.

O aumento da eficacia contratil observada no GA em relacdo ao GC,
reflete o quadro de hiperresponsividade gerado pela asma, a partir das diversas
alteragdes inflamatodrias, estruturais e no balango oxidativo nas vias aéreas,
assim como pela hipertrofia do musculo liso, decorrente da acdo dos mediadores

inflamatérios (Hirota, 2013).

Estudos semelhantes, com ratos suplementados com AP que foram
submetidos a exercicio de forga, também observaram uma prevencdo do
aumento da eficacia contratii do CCh em traqueia (Brito et al., 2018). Esses
resultados se relacionam com os de Xiong et al. (2018), que observaram efeito
anti-inflamatdrio nas vias aéreas de ratos com asma induzida por ovalbumina, a

partir da reducao de infiltrado de células inflamatérias no parénquima pulmonar
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e no lavado broncoalveolar, apresentando diminuigdo de citocinas Th1 e Th2,
inibicao da expressao de quimiocinas e diminuicdo da concentragao de IgE.

A hiper-reatividade da traqueia em doencas respiratorias alérgicas esta
associada com o aumento de marcadores inflamatérios, como a IL-4, IL-5 e fator
de necrose tumoral (TNF-a) (Joskova et al., 2013; Franova et al., 2016). Essas
citocinas estdo envolvidas no recrutamento de eosindfilos, que promovem
estimulos hipertréficos do musculo liso e liberagdo de agentes contrateis pelos
mastoécitos, assim como o TNF-a e o fator de crescimento transformador beta 1
(TGF-B1), que sao responsaveis por aumentar a expressdo da NADPH oxidase
4 (NOX4), uma enzima que produz EROs. O aumento da contracao, proliferacao
e aumento de massa do musculo liso esta diretamente relacionada a presenca
dessas substancias nas vias aéreas (Kuruvilla; Lee; Lee, 2019; Lambrecht;
Hammad; Fahy, 2019; Liu et al., 2016).

Apesar de todas essas alteragdes causadas pela asma, a suplementagao
com AP em todas as doses, preveniu o aumento da reatividade contratil dos
animais asmaticos frente ao CCh. Dessa forma, a AP esta possivelmente
modulando de forma negativa essa via farmacomecanica de contragéo induzida
pelo CCh.

Os mecanismos de relaxamento das vias aéreas também sao afetados
em decorréncia dessas mudancas estruturais induzidas pela asma, como as vias
farmacomecanicas dos receptores adrenérgicos- 32, acopladas a proteina Gs e
a via do NO, formado pelo epitélio, que se liga ao seu receptor sGC no citosol do
musculo liso (Krishnan; Fredberg, 2011). Nesse contexto, avaliamos os efeitos
da suplementacdo com AP sobre as curvas cumulativas concentracées-resposta
induzidas pelos agentes relaxantes aminofilina ou nitroprussiato de sodio (NPS)
em traqueia de ratos sensibilizados e desafiados com ovalbumina.

As fosfodiesterases sao enzimas capazes de hidrolisar nucleotideos
ciclicos, como a exemplo, o cAMP e o cGMP, gerando uma diminuigdo de seus
niveis citosdlicos, reduzindo sua funcdo. Nesse contexto, a aminofilia € um
farmaco responsavel por inibir as fosfodiesterases de maneira nao seletiva,
resultando no relaxamento muscular (Fan Chung, 2006).

Nossos resultados mostraram que a eficacia e a poténcia relaxantes

frente a aminofilina foram reduzidas no GA quando comparado ao GC, ao passo



48

que a suplementagado com AP na dose de 100 mg/kg e 300 mg/kg preveniu essa
diminuicgao.

Esses resultados corroboram aos estudos de Brito et al. (2022), que
observou um aumento da poténcia relaxante em traqueia de ratos, induzida pela
aminofilina em ratos que foram tratados com AP na dose de 500 mg/kg, porém,
discordam dos dados de Ferreira et al. (2022), que observou nenhuma diferenca
no relaxamento induzido pela aminofilina entre os grupos controle asmatico em
modelo de asma exacerbada pela obesidade. Possivelmente, a maior dificuldade
do musculo liso das vias aéreas relaxar frente a aminofilina, pode estar
relacionada a um aumento dos niveis de PDE induzida pelo modelo de asma
instaurada.

A prevengdo da diminuicdo da reatividade relaxante induzida pela
aminofilina nos ratos asmaticos causada pela suplementacdo com AP, mostra
que a microalga esta possivelmente modulando de maneira positiva essa via
farmacomecénica de relaxamento. Porém, assim como nos resultados da
reatividade contratil, para se descobrir em quais etapas das vias de relaxamento
e contragdo, a suplementacdo com AP esteja influenciando, é necessario a
execucgao de novos protocolos experimentais utilizando bloqueadores de alvos
especificos.

Para avaliarmos a influéncia da suplementacdo com AP em ratos
asmaticos sobre o relaxamento induzido pelo 6xido nitrico (NO), utilizamos o
NPS, que é um sal de sédio soliivel em agua, composto de Fe?* complexado a
um NO e cinco anions cianeto. No tecido, ira agir como um pro-farmaco,
liberando o NO, que por sua vez se ligara a sCG, gerando relaxamento no
musculo liso (lvankovich, 1978).

Ja nos resultados referentes ao relaxamento induzido pelo NPS, nenhuma
diferenca foi observada no GC, GA, GAAP30, GAAP100 e GAAP300. Esse
resultado pode ser explicado pelo fato de que, em condi¢des basais, as células
epiteliais proximas ao musculo liso sdo responsaveis pela producdo de NO
(Barnes; Belvisi, 1993). Portanto, apesar da asma causar alteragdes nessas
células, influenciando a producédo de NO, o que levaria a uma maior dificuldade
no relaxamento muscular, como o NPS é um doador exégeno de NO que atua

diretamente na musculatura lisa, possivelmente, essas mudancgas nas células
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epiteliais terdo uma menor influéncia no relaxamento induzido por esse agente
relaxante.

Além da inflamacdo, o aumento do estresse oxidativo também é
caracteristico na asma alérgica, em decorréncia a um desequilibrio entre as
EROs e a capacidade do sistema tecido de interceptar as moléculas reativas e
de reparar os danos causados pelos radicais oxidantes. A capacidade
antioxidante do tecido é dada pelo sistema de enzimas antioxidantes, dentre elas
a SOD, que converte o O2 (ion superoxido) em H202 (peroxido de hidrogénio); a
catalase, a qual converte o H202 em agua e oxigénio molecular; e as glutationas
peroxidase e redutase, que inativam o H202 e outros hidroperoxidos, sendo a
SOD mais expressa nos pulmdes (Rahal et al., 2014; loxham; Davies; Blume,
2014).

Para avaliacéo do estresse oxidativo, foi feito uma quantificagao relativa
da capacidade antioxidante total (CAT) do pulmao dos animais, a partir da reagao
de tecido com o 1,1-difenil-2-picril-hidrazil (DPPH), que é uma espécie reativa de
coloragcdo arroxeada. Essa cor se torna mais clara, a medida que as defesas
antioxidantes da amostra reduzem o DPPH, tornando possivel a analise da CAT
por espectrofotometria (Kedare; Singh; 2011).

Foi observado que o tratamento com a AP conseguiu prevenir a
diminuicao da capacidade antioxidante do pulméo, ocasionada pelas alteragdes
nas defesas antioxidantes enzimaticas e ndo enzimaticas induzidas pela asma.
Esses resultados sao similares aos estudos de Brito et al. (2022), que observou
que a suplementacao de ratos Wistar com AP nas doses de 150 e 500 mg/kg
aumentou a capacidade antioxidante no plasma, traqueia e pulmido desses
animais. Brito (2020) também observou o mesmo efeito nas doses de 150 e 500
mg/kg sobre a capacidade antioxidante em ratos Wistar que foram submetidos a
treinamento de forga, que é conhecido por aumentar o estresse oxidativo devido
a alta intensidade dos exercicios.

Outro modelo de doencga cronica caracterizada pelo desbalango oxidativo
que a AP demonstrou grande efeito benéfico, foi a obesidade. Animais que foram
submetidos a uma dieta hipercaldrica tiveram a sua CAT reduzida, ao passo que
os grupos suplementados com AP na dose de 25 mg/kg tiveram a CAT
aumentada (Diniz, 2023). Nesse mesmo estudo, foi observado que os animais

obesos tiveram uma redugdo da enzima antioxidante superoxido desmutase
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(SOD) e do sistema n&do enzimatico glutationa redutase (GHS), enquanto que o
tratamento com AP aumentou os niveis dessas enzimas. Outros estudos
demonstraram também o efeito positivo da AP sobre o aumento dos niveis da
enzima antioxidante catalase (Bashandy, 2016).

Estudos in vivo e in vitro demonstram que o tratamento com AP reduz o
estresse oxidativo, previne a peroxidacao lipidica e os danos ao DNA, por
eliminar radicais livres e estimular a atividade do sistema antioxidante das
células. Esse efeito preventivo associado a AP esta intimamente relacionado a
sua composigao nutricional, por conter pigmentos naturais, como ficocianina,
carotenoides e xantofilas, moléculas essas que sao conhecidas por suas

atividades antioxidantes e modulagao inflamatéria (Abdel-Daim et al., 2013).
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7 CONCLUSOES

A suplementagao com AP de ratos submetidos a modelo de asma induzida
por ovalbumina demonstrou-se benéfica para a prevencédo dessa doencga, visto
que preveniu o0 aumento da reatividade contratil e a diminuicdo da reatividade
relaxante na traqueia desses animais, sugerindo uma modulagdo da AP no
acoplamento farmacomecanico de contragao e relaxamento de ratos asmaticos.

Além disso, a AP preveniu a diminuicdo da capacidade antioxidante total
induzida pelo modelo de asma estudado, possivelmente devido a suas estruturas
com alto valor biolégico, conferindo efeito protetor contra o desbalango oxidativo,

demonstrando assim, o potencial terapéutico da AP no tratamento da asma.
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ANEXOS

Anexo 1 — Certidao de aprovacdo pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
UFPB (CEUA/UFPB)

Universidade Universidade Federal da Paraiba

Federal da @ Comissdo de Etica no
Paraiba CEUA Uso de Animais

CERTIFICADO : EMENDA 310112024

Certificamos que a EMENDA (versdo de 31/01/2024) da proposta intitulada "Avaliacdo do mecanismo de acdo
antiasmatico da alga Spirulina platensis em ratos Wistar sensibilizados com ovalbumina®, CEUA n? 3255100522 (o
o033028), Sob a responsabilidade de Luiz Henrique César Vasconcelos e equipe; Gabriel Nunes Machado de Oliveira;
Mateus Mendes Vieira - que envolve a producdo, manutencdo efou utilizacdo de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - esta de acordo com os
preceitos vigentes para sua apresentacdo, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentacao Animal (CONCEA), sendo assim APROVADO pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal da Parafba (CEUA/UFPB) em 15/02/2024.

Pedido apresentado & CEUA: Solicito aumento no ndmero de animais devido & inclusdo de noves protocolos experimentais que irdo comper o trabalho de
conclusdo de curso de um dos alunos que compde a equipe de pesguisa.

Consideracdes da CEUA: O pesquisador solicita, através de emenda, aumento do nlmero de animais, considerando que noves protocolos experimentais que
irio compor o projeto de pesquisa. O projeto intitula-se JAvaliacio do mecanismo de acdo antiasmdtico da alga Spirulina platensis em ratos Wistar
sensibllizados com ovalbuminall. O projeto foi aprovado pela CEUA/UFPE em 20/05/2022. Em 17/08/2023, uma emenda foi apresentada com a Inclus3o dos

abjetives: - igar os efeitos da suplementacdo com S. platensis sobre a morfologia e morfometria do pulmao de ratos asméticos; - Avaliar os
efeitos da st acdo com S. p is sobre os nivels de citocinas IL-4 e IL13 no homogenato pulmonar de ratos asmaticos; - Investigar os efeitos da
I 80 com S. pl is sobre a atividade das enzimas antioxidantes superdxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase; - Mensurar, in vitro, a

participacdo da NADPH oxidase, SOD, CAT, ciclo-oxigenase (COX), 5- lipoxigenase (5-LOX) e sintase de dxido nitrico induzida (iNOS) no mecanismo de ac8o da
5. platensis em ratos asméticos. O pesquisador informou que serdo usados ratos Wistar (Rattus norvegicus) provenientes do Centro de Bioterismo da
Universidade Estadual da Paraiba Os animais serdo divididos randomicamente em trés grupos experimentais, com 5 animais cada, totalizando 15 animais
para cada andlise. Os grupes sdo: 1) grupo controle (GC): ndo sensibilizados; 2) grupo asméatico (GASM): ibilizados e desafiados com Ibumina (OVA);
3) Grupo asmético + 5P (GASM +5P): sensibilizados e desafiados com ovalbumina (OVA) e suplementados com SP na melhor dose dos estudos prévios; Serdo
realizadas as seguintes andlises: - Morformetria com HE e Tricrémico de Masson - Medida de citocinas IL-4 e IL-13 - Medida da atividade de SOD (superdxido
dismutase), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx); - Avaliagdo da reatividade contrétil ao cloridrato de carbamilcolina (CCh) na auséncia e na presenca
de tempol - Avaliagdo da reatividade contratil ao CCh na auséncia e na presenca de apocinina - Avaliagdo da reatividade contrétil ao CCh na auséncia e na
presenca de catalase - Avaliacdo da reatividade contratil ao CCh na auséncia e na presenga de 1400W; - Avaliagdo da reatividade contrétil ag CCh na
auséncia e na presenca de indometacing; - Avaliacdo da reatividade contratil ao CCh na auséncia e na presenca de zileutona; O tamanho da amostra foi
definido por calculo amostral, com acréscimo de 20% para possiveis perdas, totalizando 162 animais. A emenda foi aprovada em 23/08/2023. Em nova
emenda apresentada em 31/01/2024, o pesquisador informa que serdo necessarios mais 36 animals para atender as seguintes novas andlises: - Registro
direto da Pressdo Arterial (mmHg) e da Frequéncia Cardiaca (bpm) - Avaliacdo do quimiorreflexo, barorreflexo e ativacdo ganglionar A emenda contribui para
avanco no conhecimento cientifico e esté de acordo com as normas estabelecidas pelo Guia brasileiro de producdo, manutencdo ou utilizacdo de animais em
atividades de ensino ou pesquisa cientifica do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal. Diante do exposto, somos de parecer favordvel a
aprovacio da emenda. Este € o meu parecer, salvo melhor juizo.

Término previsto: 08/2023

Origem: Centro de Bioterismo da Universidade Estadual da Paralba

Espécie: Ratos heterogénicos sex0: Machos idade: 90 a 120 dias ngqtldade
solicitada:

Linhagem: Rattus Norvegicus - Wistar Peso: 25023009
Origem: Biotérios do Departamento de Fisiologia e Farmacologia

- - i . i . Quantidade
Espécie: Ratos heterogénicos sexo: Machos idade: 90 a 120 dias mantida:
Linhagem: Wistar Peso: 250a 3009
ANIMAIS UTILIZADOS

Quantidade
Total Aprovado Utilizada

Ratos heterogénicos Machos 14 0
Ratos heterogénicos Machos 237 0

Cidade Universitaria, s/n - Castelo Branco Ill Prédio da Reitoria - Gabinete da Vice-reitoria - CEP 58051-085 - Jo3o Pessoa/PB - tel: 55 (83)
3216-7155
Horério de atendimento: 2% a 6% das 14 as 17h : e-mail: sistemaceua@avisos.ufpb.br
CEUA N 3255100522_33028
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