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Investigacdo da atividade psicofarmacoldgica do extrato etandlico bruto de
Sargassum polyceratium em modelos animais utilizando roedores.
SANTOS, A. K. F. S.

Trabalho de Conclusdo de Curso/Farmacia/UFPB(2015)

RESUMO

As algas marinhas tém sido alvos de pesquisas importantes nos Gltimos 50 anos, nos quais
foram isolados e caracterizados grande nimero de constituintes de grande importancia para os
quimicos e taxonomistas. Como as informac@es cientificas sobre Sargassum polyceratium é
bastante limitada, este trabalho tem como objetivo avaliar a atividade psicofarmacoldgica do
extrato etanodlico de Sargassum polyceratium (SpEE). O tratamento intraperitoneal de SpEE
diminuiu o nimero de contor¢Bes abdominais induzidas pelo acido acético e o tempo de
lambida da pata na segunda fase do teste da formalina (15-30 min). A coordenacdo motora,
avaliada no teste do rota-rod, nédo foi alterada nos animais tratados com SpEE em nenhuma
das doses. SpEE diminuiu o tempo de lambida da pata no teste do glutamato, contudo ndo
alterou o tempo de reacdo no teste da placa quente em nenhuma das doses testadas. Estes
resultados indicam que o extrato etandlico de Sargassum polyceratium apresenta atividade

antinociceptiva.

Palavras-chave: Sargassum polyceratium, algas marinhas, antinociceptivo.



Psychopharmacological activity investigation of crude ethanolic extract from
Sargassum polyceratium in animal models using rodents.

SANTOS, A. K. F. S.

Course Conclusion Paper/ Pharmacy /UFPB(2015)

ABSTRACT

Marine algae has been the target of important researches in the past 50 years, in which were
isolated and characterized a vast number of constituents of great importance to chemists and
taxonomists. As scientific information about Sargassum polyceratium is quite limited, this
study aims to evaluate psychopharmacological activity of ethanolic extract from Sargassum
polyceratium (SpEE). SpEE intraperitoneal treatment reduced the number of abdominal
contortions induced by acetic acid as well as the time of paw licking in the second stage of
formalin test (15-30 minutes). Motor coordination, evaluated in rotarod test, has not been
modified in the animals treated with SpEE in none of the doses. SpEE reduced the time of
paw licking in glutamate test, however it have not altered reaction time in hot plate test in
none of the tested doses. These results indicate that ethanolic extract from Sargassum

polyceratium presents antinociceptive activity.

Keywords: Sargassum polyceratium, marine algae, antinociceptive.
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1. INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas para o tratamento e cura de enfermidades € uma das préaticas
medicinais mais antigas da humanidade. Segundo Calixto (2003), estima-se que 40% dos
medicamentos disponiveis na terapéutica atual foram desenvolvidos de fontes naturais: 25%
de plantas, 13% de microrganismos e 3% de animais. Somente no periodo entre 1983-1994,
das 520 novas drogas aprovadas pela agéncia americana de controle de medicamentos e
alimentos (FDA), 220 (39%) foram desenvolvidas a partir de produtos naturais. Além disso,
um tergo dos medicamentos mais prescritos e vendidos no mundo foram desenvolvidos a
partir de produtos naturais. Entretanto, verifica-se que a biodiversidade brasileira (estimada
em cerca de 20% do numero total de espécies do planeta), apesar de muito rica, ainda é
precariamente explorada no que tange sua potencialidade, principalmente, como fonte de
pesquisa para novos medicamentos.

Diversos fatores tém impulsionado a busca de novas drogas de origem vegetal, tais
como: a necessidade da descoberta de drogas eficazes para o combate a diversas patologias
cronicas; estudos sobre a biodiversidade das espécies e a falta de acesso da maioria da
populagéo aos medicamentos modernos, fazendo com que vias alternativas mais baratas sejam
oferecidas (CARVALHO, 2001). Além disso, a preservacdo de espécies, extracao sustentavel,
cultivo e formas de manejo sdo pontos fundamentais a se considerar na pesquisa e/ou na
producdo industrial (MELLO, 2006).

Uma investigacdo nessa area influenciaria diretamente a sociedade em varios niveis,
possibilitando a descoberta de novas drogas, a identificacdo de fontes de substancias quimicas
locais capazes de substituir as importadas, assim como o desenvolvimento da industria de
fitoterapicos nacionais. Para alcancar quaisquer dessas metas, entretanto, sao indispensaveis a
fundamentacéo cientifica. E o que possibilita a transformacdo segura e eficaz de uma planta
em um medicamento de qualidade, diferente do uso baseado na pratica popular
(ELISABETSKY, 2002).

Os produtos naturais de origem marinha com atividade biolégica, comegaram a ser
explorados de forma sistematica relativamente recente se comparados aos produtos naturais
de origem terrestre. Entretanto, de forma analoga ao que aconteceu com o0s produtos naturais
de origem terrestre — que direta ou indiretamente (através de modificagdo molecular ou semi-
sintese) representam uma parcela significativa de todo o arsenal terapéutico disponivel — os

produtos de origem marinha ja representam uma promissora fonte de substancias com
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finalidades terapéuticas, com alguns produtos ja aprovados para uso humano (como alguns
com atividade analgésica e antitumoral) e centenas de substancias em fases variadas de
ensaios clinicos. A variedade estrutural destas substancias é surpreendente, e eles representam
uma fonte ainda pouco explorada de diversidade molecular, que certamente devera levar ao
desenvolvimento de novos medicamentos como analgésicos, antitumorais, antibioticos e anti-
inflamatorios (INCT AmbTropic, 2012).

As pesquisas com produtos naturais marinhos no Brasil tiveram inicio na década de 60
no Centro de Pesquisas de Produtos Naturais na Faculdade de Farméacia da Universidade
Federal do Rio de Janeiro. No entanto, ainda sdo poucas as informacgdes, documentadas em
artigos cientificos, sobre as substancias isoladas e a atividade bioldgica de produtos naturais
de organismos marinhos coletados ao longo dos 7.500 km de litoral brasileiro. As poucas
informacBes existentes sobre a quimica desses organismos, muitos dos quais sdo espécies
endémicas, indicam um grande potencial de pesquisa para a area no Brasil. Atualmente,
apenas 4 grupos de pesquisa dedicam a quase totalidade de seus trabalhos ao isolamento e
identificacdo de produtos naturais de organismos marinhos coletados no Brasil (PINTO,
2002).

Nos Gltimos 50 anos cerca de 10.000 produtos naturais marinhos foram descobertos,
muitos com atividade farmacoldgica, incluindo acetogeninas, policetideos, terpenos,
alcaldides, peptideos e metabdlitos de origem biossintética mista. A dificuldade de cultivo de
macroorganismos marinhos ou de sintese de moléculas complexas em grande escala tém
dificultado o desenvolvimento de farmacos de origem marinha. Por outro lado, varias
substancias com atividade farmacoldgica sdo suspeitas de serem produzidas por
microorganismos associados, passiveis de cultura em larga escala. Isso explica, pelo menos
em parte, o interesse crescente no estudo de microorganismos marinhos isolados de
sedimentos, da agua do mar, de macroalgas, peixes e invertebrados (PINTO, 2002).

As algas representam um dos recursos mais biologicamente ativos da natureza, pois,
possuem uma riqueza de compostos bioativos primarios e secundarios (O’SULLIVAN et al.,
2010). As algas marinhas despertam a aten¢do da comunidade cientifica pelo grande
potencial como produtoras de substancias quimicas de interesse industrial, econémico e
médico-farmacologico, especialmente por apresentarem uma série de atividades
farmacologicas descritas na literatura, como: antibacteriana (LIMA-FILHO et al., 2002;
FREILE-PELEGRIN & MORALES, 2004), antitumoral (YAMAMOTO et al., 1974;
MAYER & HAMANN, 2005), antiangiogénica (DIAS et al., 2005), hemaglutinante
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(NISHINO & NAGUMO, 1991; FREITAS et al., 1997) e antiviral (DAMONTE et al., 1996;
CARLUCCI et al., 1999; ROMANOS et al., 2002).

A Psicofarmacologia é a parte da farmacologia voltada para o estudo dos efeitos das
drogas que atuam no sistema nervoso central, gerando alteracbes das funcdes mentais,
principalmente quanto ao humor, emoc¢fes e atividade psicomotora. Boa parte dos
significativos progressos obtidos por esta ciéncia € decorrente do trabalho integrado com
outras disciplinas, como a psicologia, fisiologia, biologia molecular, morfologia, anatomia,
farmacologia geral e psiquiatria, entre outras (ALMEIDA, 2006).

Segundo Almeida (2006), ha milénios, sdo conhecidas substancias quimicas que
exercem seus efeitos no Sistema Nervoso Central (SNC) e que, de alguma forma, promovem
modificagfes comportamentais, no humor ou nos aspectos emocionais, sendo hoje
denominadas drogas psicoativas ou psicotropicas, empregadas para tratar ou aliviar doencas
psiquicas desde meados de 1950. Diferentes modelos animais sdo utilizados para investigar 0s
efeitos de novos compostos, sejam estes sintéticos ou naturais, uma vez que correlacoes
podem ser estabelecidas entre os efeitos clinicos e as alteragdes comportamentais observadas

em animais, através dos modelos animais.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. DOR - CONSIDERACOES GERAIS

Uma das melhores defini¢des de dor € a proposta pela IASP (International Association
for the Study of Pain - 2012), em que a dor ¢ “uma experiéncia sensorial e emocional
desagradavel associada a uma lesdo tecidual potencial ou real, ou descrita em termos de tal lesao”.

A dor é um sintoma presente na humanidade desde o seu inicio. Civilizaches
mesopotamicas como os babildnicos e seus vizinhos hebreus consideravam a dor (sofrimento)
como uma punicdo dos deuses (SANDMEL, 1976). A dor sempre foi um topico frequente nas
escritas dos antigos egipcios; evidéncias de uma variedade de condi¢des dolorosas foram
encontradas em exames feitos em muamias egipcias, naquela época a dor era considerada
resultado de “espiritos da escuriddo” que penetravam nos corpos pela boca, nariz e ouvidos
(WARFIELD, 1988).

Por se tratar de uma experiéncia totalmente individual e subjetiva, a dor pode
apresentar diferentes caracteristicas como frequéncia, intensidade, qualidade, localizagao,
natureza, etiologia e duragdo (JAMISON, 2000). Afeta pelo menos 30% dos individuos
durante algum momento da sua vida e, em 10 a 40% deles, tem duragdo superior a um dia.
Constitui a causa principal de sofrimento, incapacitacdo para o trabalho e ocasiona graves
consequéncias psicossociais € econdmicas. Muitos dias de trabalho podem ser perdidos por
aproximadamente 40% dos individuos. Nao existem dados estatisticos oficiais sobre a dor no
Brasil, mas a sua ocorréncia tem aumentado substancialmente nos ultimos anos.
A incidéncia da dor crénica no mundo oscila entre 7 e 40% da populagio e, como
consequéncia da mesma, cerca de 50 a 60% dos que sofrem dela ficam parcial ou totalmente
incapacitados, de maneira transitoria ou permanente, comprometendo de modo significativo a
qualidade de vida (MARQUEZ, 2004).

Pressupde-se a existéncia de dois componentes envolvidos no processo doloroso: um ¢
a sensacao de dor ou “nocicepcao”, induzida por estimulos nocivos, que podem ser exdgenos,
tais como biologicos, quimicos, fisicos ou ainda enddgenos, caracterizados principalmente por
processos inflamatorios, sendo consequéncia da transmissao dos citados estimulos pelas vias
nervosas até o cortex cerebral. O outro componente seria a reacdo emocional a dor, que
corresponderia a interpretacdo afetiva a essa sensagdo. Esta ¢ de carater individual, sendo

representada principalmente por experiéncias prévias, tais como a lembranga de alguma forma
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de sofrimento. A percepcao final da dor serd consequéncia da integracao de ambos os
componentes (BRAUN-FILHO, 1999; BRAUN, 2004).
No século passado, a dor era considerada uma resposta sensorial inevitavel a lesdao
tecidual. As outras dimensdes da experiéncia dolorosa, como componente afetivo, cognitivo,
diferencas genéticas, ansiedade e expectativa, eram pouco valorizadas. Nos ultimos
anos, grandes avancos foram feitos na compreensdo dos mecanismos que sdo subjacentes a

dor e no tratamento de pessoas que dela se queixam. (GOZANI, 2013)

2.2. DOR - CLASSIFICACAO

A existéncia de muitos tipos de dor pode ser compreendida pela identificacdo da
nocicep¢ao, da percep¢ao dolorosa, do sofrimento e¢ do comportamento doloroso. A
nocicepcao ¢ a deteccdo da lesdo tecidual por transdutores especializados ligados a fibras dos
nervos periféricos do tipo A delta (Ad) e C. A percep¢ao dolorosa é frequentemente
desencadeada por estimulo nocivo, seja uma lesdo ou uma doenca em tecido somatico ou
tecido nervoso, periférico ou central. O sofrimento ¢ uma resposta negativa induzida por
inimeros fatores, entre os quais estdo a dor, o medo, estresse e perdas. O comportamento
doloroso resulta de dor e sofrimento, como posturas ou atitudes que visam diminuir o
desconforto (LEMONICA 1997).

Do ponto de vista temporal, a dor ¢ classificada como aguda e cronica e, sob a Optica
da fisiopatologia, descreve-se a dor associada a nocicep¢do, a neuropatia (neuropatica), dor
referida e a dor visceral (GUSMAN, 1997).

A dor aguda é uma resposta fisiologica normal em resposta a um estimulo nocivo
(CARR; GOUDAS, 1999) tais como lesbes em tecidos ou 6rgdos, ocasionadas por
inflamacdo, infeccdo, traumatismo ou outras causas. A sensacdo de dor é desencadeada pela
ativacdo de nociceptores presentes no local lesionado, normalmente sendo de curta duragdo e
limitada a area afetada, desaparecendo com a eliminacdo desse estimulo nocivo (RIEDEL;
NEECK, 2001).

Quando a dor aguda é muito intensa ou persiste por um periodo prolongado, 0s
nociceptores podem vir a produzir um estado de hiperexcitabilidade persistente, deixando de
ser aguda e passando a ser classificada como dor crénica. A dor crdnica, por sua vez, persiste
por um tempo maior, e esta associada com processos patoldgicos crénicos ou decorrentes de
lesbes do SNC ou periférico (MERSKEY; BOGDUK, 1994; ALMEIDA; ROIZENBLATT;
TUFIK, 2004).
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A dor provocada por estimulo lesivo tem a funcdo de alertar o individuo e, assim, lhe
permitir a possibilidade de fugir do estimulo prejudicial ou diminuir o dano que causa a
sensacdo dolorosa. Em alguns casos, a dor persiste por tempo excessivamente longo e passa a
representar sofrimento, sendo muitas vezes prejudicial ao organismo. Portanto, o primeiro
caso corresponde a “dor aguda”, e o segundo, a chamada “dor cronica”. Para alguns autores, a
dor crénica significa um processo patologico (dor patoldgica) e ndo tem o caréater protetor da
dor aguda (dor fisioldgica) (GRAEFF; GUIMARAES, 2000).

A dor nociceptiva ocorre como o resultado da ativacdo de nociceptores em tecidos
cutaneos e profundos. Os receptores sensoriais, preferencialmente sensiveis a estimulos
nocivos ou potencialmente nocivos, encontram-se na pele, muasculos, tecidos conjuntivos e
visceras toracicas e abdominais. Estas unidades tém aparéncia morfoldgica bem definida a
microscopia optica e eletronica e, fisiologicamente, caracterizam-se pelos seus padrdes de
reacOes a estimulos cutaneos, mecanicos, térmicos e quimicos. Uma vez ativados, o0s
nociceptores conduzem impulsos via fibras aferentes mielinicas finas Ad, ou pelas fibras néo-
mielinicas C (BRAUN-FILHO, 1999).

Dor neuropatica ¢ uma das duas principais condi¢des dolorosas cronicas. Na dor
neuropatica geralmente ndo ha nenhum dano tecidual. O que ocorre ¢ uma disfun¢do das vias
que transmitem dor, levando a uma transmissao cronica dos sinais dolorosos. A injuria neural
que produz dor neuropdatica pode ser dbvia ou oculta. Ela pode ocorrer em qualquer nivel das
vias nociceptivas periféricas ou centrais. As injarias periféricas sem divida causam alteragdes
moleculares e anatdmicas nas vias sensoriais centrais da medula, tronco, talamo e cortex. Dor
do membro fantasma que pode ocorrer apdés uma amputagdo ¢ um exemplo (GILL;
OAKLANDER, 2001).

A dor visceral é profunda, intensa, mal localizada e, frequentemente, relacionada a um
ponto cutaneo, que pode ser sensivel (LYNN, 1999). E o sintoma comum na maioria das
sindromes dolorosas agudas e cronicas de interesse clinico. E vaga, mal localizada e se
estende além do 6rgdo lesado. Pode ser referida em regides distantes da vicera que a originou
(BRAUN, 2004). Assim, afec¢des pancreaticas e endometriais podem provocar dor referida
nas costas; hepatoma ou metastases no figado podem gerar dor no ombro direito; neoplasias
de prostata desencadeiam dor no abdome e coxa. O mecanismo da dor referida ndo é
totalmente compreendido, mas pode ser relacionado a convergéncia de impulso sensorial
cutaneo e visceral em células do trato espinotalamico na medula espinhal. A dor é relacionada
a pele porque areas encefdlicas interpretam “mal” o impulso, ou porque algumas fibras

aferentes inervam estruturas somaticas e viscerais (LYNN, 1999).
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2.3. PRODUTOS NATURAIS MARINHOS

Os farmacos atualmente utilizados ja ndo debelam grande parte das enfermidades com
eficacia. Os produtos naturais marinhos passaram a ser valorizados devido a representacdo de
uma nova fonte de prospeccdo por novas drogas e pela complexidade de suas estruturas
quimicas distante daqueles encontrados em plantas terrestres (FAHEY et al., 2001).

Os oceanos séo habitados por um grande nimero de plantas, invertebrados marinhos e
microorganismos, fontes de um grande ndmero de produtos naturais com estruturas Unicas
responsaveis por funcdes ecoldgicas diferentes. Muitos desses compostos marinhos além de
apresentem importancia para a compreensdo da evolugdo e manutengdo das comunidades
marinhas nos diferentes habitats, poderdo servir como modelos estruturais para a descoberta
de novos prototipos candidatos a farmacos no tratamento de doencas como antitumorais,
antiviroticos e antiinflamatorios (ABRANTES, et al.,, 2010; HARDEN, et al., 2009;
BHATNAGAR, et al., 2010; FOLMER, et al., 2010; DELLAI, et al., 2010) e por essa razéo o
interesse das industrias farmacéuticas no estudo de produtos naturais marinhos tem se
intensificado ao longo dos dltimos anos. O produto natural conotoxina isolado do molusco
Conus magnus, anti-inflamatério neuropatico, ¢ exemplo de sucesso para a indlstria
farmacéutica sendo comercializado com nome comercial Prialt (Ziconotide) (KANZAK et al.,
2002; OLIVEIRA et al., 1987, PROKSCH, et. al. 2002).

2.4. CONSIDERACOES GERAIS SOBRE Sargassum polyceratium

A familia Sargassaceae é constituida de 12 géneros nos quais estdo distribuidas cerca de
701 espécies. Essa familia compreende os 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).

O género Sargassum C. Agardh, familia Sargassaceae, possui uma importancia
inquestionavel como componente da flora marinha de regifes tropicais e subtropicais do
globo. Constitui um dos mais representativos dentre os 41 géneros da ordem Fucales,
possuindo um namero estimado de 485 espécies (COIMBRA, 2006). 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



Santos, A. K. F. S. Fundamentacgdo Teorica | 20

de Sargassum (SZECHY & PAULA, 2000). Alguns estudos recentes sugerem que 0S
polissacarideos, alginatos e fucoidanos, isolados de algas marinhas do género Sargassum
apresentam importantes atividades bioldgicas, com relevancia terapéutica como atividade
antioxidante em células endoteliais e imunorreguladores de células NK, macréfagos e celulas
T (CHEN et al., 2007).

Figura 1. Alga parda do género Sargassum (por Alvaro E. Migotto, Banco de
Imagens Cifonauta, 2003).

Sargassum polyceratium é uma espécie de macroalga bentbnica que estd distribuida
desde as aguas litoraneas caribenhas do Sudoeste da Flérida até o Nordeste do Brasil
(ENGELEN et al., 2001). Sargassum polyceratium é uma alga marinha ecologicamente
importante, por atuar como biofiltros na diminuicdo da poluicdo do ambiente marinho,
acumulando metais toxicos, reduzindo assim, o impacto prejudicial ao ecossistema local das
regides costeiras do litoral (MURUGADAS et al., 1995). A espécie Sargassum polyceratium
também € utilizada para consumo alimentar em alguns paises como Cuba onde pode ser
consumida a fresco, cozida ou enlatada (ENGELEN et al., 2001).

Apesar de toda sua riqueza e a extensdo na qual a espécie é encontrada, a literatura é
escassa em relacdo aos produtos naturais dessa espécie, portanto sente-se a necessidade de um
maior amparo cientifico, principalmente no que se diz respeito a psicofarmacologia, visto que

ndo ha nenhum estudo dessa espécie sobre os seus efeitos no SNC.
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3. OBJETIVOS

3.1. GERAL

» Auvaliar a atividade antinociceptiva do Extrato Etanolico Bruto de Sargassum

polyceratium (SpEE), em modelos experimentais utilizando roedores.

3.2. ESPECIFICOS

» Verificar a coordenacdo motora em animais tratados com o SpEE no teste do rota-

rod;

» Verificar o efeito antinociceptivo do SpEE, em modelos de nocicepg¢do quimica e

térmica em camundongos.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. MATERIAIS

4.1.1. Local de Pesquisa

As atividades de pesquisa foram desenvolvidas no Laboratério 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 Pds-Graduagdo em
Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade
Federal da Paraiba (CCS/UFPB).

4.1.2. 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.

Os animais foram mantidos no biotério em gaiolas de polietileno, contendo 20
camundongos, sob condi¢Ges 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.

Este estudo envolveu técnicas para induzir nocicepcdo em camundongos que foram
selecionadas de acordo com a aceitacdo internacional e os procedimentos experimentais
realizados conforme o Guia de cuidados e uso de animais de laboratério (National Academy
of Sciences, 2011). Para diminuir o sofrimento dos animais foram respeitados os tempos
limites de exposicdo do animal aos estimulos dos testes, a fim de evitar lesdo tecidual
(ALMEIDA, 2006). Apos os testes, os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical,
método aceito pelo Conselho Federal de Medicina Veterinaria conforme Resolucdo N° 714 de
junho de 2002. Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comisséo de
Etica no Uso de Animais do CBiotec/UFPB, sob a certiddo n° 01006/13.
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Figura 2. Camundongo Swiss (Fonte: http://jaxmice.jax.org/strain/001803.html).

4.1.3.Condigdes experimentais

O presente estudo foi desenvolvido e realizado no Laboratorio de Psicofarmacologia.

No dia do experimento os animais foram separados em gaiolas de polietileno (quatro
animais em cada) e levados a sala de experimentacdo, pelo menos 120 minutos antes da
execucdo dos testes, com a finalidade de se adaptarem ao novo ambiente. Eles também foram
privados de racdo e agua 60 minutos antes dos testes e mantidos a temperatura de 21 + 1° C.

As bancadas e os aparelhos utilizados foram higienizados com élcool 70%, no entanto,
durante os testes, foi utilizado etanol com baixa graduacéo (10%), a fim de minimizar odores
que viessem interferir no comportamento dos animais Todos 0s procedimentos experimentais

aconteceram no periodo das 12:00 as 17:00 horas.
4.1.4.Substancias utilizadas

Acido acético glacial (Reagen - Brasil);

Agua destilada (UFPB - Brasil)

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

Etanol (UFPB - Brasil)

Formaldeido 37% (Vetec - Brasil)

Glutamato (Sigma - E.U.A.)

MK-801 (Sigma - E.U.A)

SpEE (Laboratério de Fitoquimica/CBiotec/UFPB - Brasil)
Tween 80 (Vetec - Brasil)

vV V.V V V V V V V
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4.1.5.Preparacdo da amostra do Extrato Etanodlico Bruto de Sargassum polyceratium

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

O SpEE foi dissolvido em Tween 80 a 2% e em 4&gua destilada, utilizando-se
concentragdes decimais de forma a possibilitar a injecdo de 0,1 mL/10g de peso do animal.

As doses utilizadas durante os experimentos foram estabelecidas com base em teste
anteriores. Foram preparadas as doses de 50, 100 e 200 mg/kg de SpEE para administracao
intraperitoneal (i.p.). Para o controle negativo, foi utilizado &gua destilada (i.p.).

As demais substancias foram preparadas, em suas respectivas doses, alguns minutos
antes de sua utilizacao, sendo dissolvida em agua destilada e administradas por via i.p., com

excecdo da formalina e glutamato que foram injetadas via intraplantar.
4.1.6. Aparelhagem
» Aparelho de rota-rod (Insight - Brasil) (Figura 3);

» Aparelho de placa quente (Panlab - Espanha) (Figura 4);
» Caixa de observacdo para o teste da formalina (Brasil) (Figura 6).

Figura 3. Aparelho de rota- Figura 4. Aparelho de placa Figura 5. Caixa de
rod (Fonte: quente (Fonte: observagdo para o teste da
http://insightltda.com.br/) http://www.panlab.com/) formalina (Fonte:

h

ttp://www.neplame.univasf
.edu.br/atividade-
antinociceptiva.html)
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4.2. METODOS

4.2.1. Avaliacdo da atividade do SpEE no Sistema Nervoso Central

421.1. Teste do Rota-rod

Este teste, descrito por Dunham e Miya (1957), avalia uma possivel propriedade
miorelaxante ou neurotoxica de algumas drogas com perfil depressor no SNC (DE SOUSA et
al., 2007). Nessa metodologia, a coordenacdo motora é verificada por meio da capacidade do
animal em permanecer sobre uma barra giratdria em intervalos de tempo pré-estabelecidos
(MATTEI; FRANCA, 2006).

Foi realizado uma pré-selecdo dos animais 24 horas antes do experimento. Nesta pré-
selecdo ndo ha a administracdo de quaisquer substancias, e sdo excluidos aqueles animais que
ndo conseguirem permanecer sobre a barra giratoria (girando a 7 r.p.m.) por, pelo menos, um
minuto em trés tentativas.

No dia do experimento, os animais selecionados foram divididos em 5 grupos (n=8) e
tratados com veiculo, SpEE (50, 100 e 200 mg/Kkg, i.p.) ou diazepam (4 mg/kg, i.p.), uma hora
antes da realizacdo do teste. O tempo de permanéncia de cada camundongo sobre a barra
giratéria foi cronometrado por um periodo maximo de 3 minutos e as observacdes foram

feitas apds 30, 60 e 120 minutos dos tratamentos iniciais.

4.2.2. Estudo da atividade antinociceptiva do SpEE

4.2.2.1. Teste das contor¢des abdominais induzidas por acido acético

Este teste baseia-se no fato de que a administracé@o intraperitoneal do acido acético a
1% provoca irritagdo dos tecidos dessa area envolvendo a estimulagdo de nociceptores,
gerando reagdes comportamentais, sendo tal efeito nociceptivo caracterizado por contorgoes
abdominais seguidas de extensbes dos membros posteriores (KOSTER; ANDERSON;
DEBBER, 1959). Essa contor¢do acontece em virtude da ativagdo de canais de cations nao-
seletivos em neurbnios nociceptivos periféricos, como também na liberagdo de varios

mediadores inflamatorios.
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Esse método € bastante comum na triagem de substancias com potencial efeito
antinociceptivo, no entanto ndo apresenta especificidade, visto que diversos tipos de drogas séo
efetivos nesse modelo, tais como anticonvulsivantes, anticolinérgicas e anti-histaminicas
(STEPANOVIC-PETROVIC et al., 2008; HUANG et al., 2010).

Os animais foram divididos em 5 grupos (n=8) nos quais receberam veiculo, SpEE
(50, 100 e 200 mg/kg, i.p.) ou morfina (6 mg/kg, i.p.) como controle positivo. Ap6s 30 min
dos tratamentos, os animais receberam uma injecdo intraperitoneal de &cido acético 1%
(10uL/g de peso). O numero de contor¢des abdominais foi contabilizado por um periodo de

10 min para cada animal.

4.2.2.2. Teste da formalina

O teste da formalina foi realizado como descrito por HUNSKAAR e HOLE (1985) em
camundongos. Este teste é considerado um modelo de dor persistente e em sua metodologia
uma solucdo de formalina é injetada na regido intraplantar do camundongo o que causa a
estimulacdo de nociceptores, tendo o tempo de lambida da pata como indicacdo de resposta
nociceptiva (SOUZA et al., 2000). O experimento € considerado um modelo bifasico de
comportamentos de dor. A primeira fase (Fase neurogénica) ocorre apds 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, hd& um periodo de “descanso”
(interfase) que dura aproximadamente 10 minutos e resulta de uma ativagdo de mecanismos
inibitdrios da dor. Na sequéncia, ocorre uma segunda fase (Fase inflamatéria) com duracéo de
15 minutos, gerada tanto pela estimulacdo dos nociceptores como pela liberacdo de
mediadores inflamatdrios, 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 and Hole (1987) com algumas
modificagfes. Apos trinta minutos dos tratamentos com veiculo, SpEE (50, 100 e 200 mg/kg,
i.p.) ou morfina (10 mg/kg, i.p.), a formalina (20pL, 2.5%) foi administrada por via
intraplantar na pata posterior direita. O tempo total de lambida da pata foi registrada nas duas

fases descritas ap0s a injecdo da formalina.
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4.2.2.3. Teste da placa quente

Este teste, descrito por Eddy e Leimback (1953), representa uma modificacdo do
modelo original de Woolfe e MacDonalds (1944). Consiste em quantificar o tempo que 0
animal permanece sobre uma superficie metalica previamente aquecida a 56 + 1° C. O tempo
em segundos que o animal leva para lamber, levantar ou morder uma das patas €
cronometrado e considerado como um indicativo de dor, j& que sdo respostas nociceptivas
integradas supraespinhalmente (YAMAMOTO; NOZAKI-TAGUCHI; CHIBA, 2002). Esse
evento ¢ caracterizado por uma ativacdo dos nociceptores (fibras C ¢ Ad) que conduzem o
impulso nervoso ao corno dorsal da medula espinhal e aos centros corticais (DICKENSON;
BESSON, 1997).

Os animais sdo submetidos a uma pre-selecdo, sem administracdo de quaisquer
substancias, onde serdo considerados aptos aqueles que obtiverem um tempo de resposta a dor
inferior a 10 segundos, quando colocado sobre a placa quente.

Os camundongos foram individualmente colocados sobre a placa aquecida apés 30, 60
e 120 min dos tratamentos com veiculo, SpEE (50, 100 e 200 mg/kg, i.p.) ou morfina (10
mg/kg, i.p.). O parametro registrado foi a laténcia para lambida, mordida ou o levantar da pata
posterior, ou pular. O tempo méaximo foi definido como 15 segundos para evitar lesdo

tecidual.

4.2.2.4. Nocicepcao induzida pela injecéo intraplantar de glutamato

O papel do sistema glutamatérgico foi investigado como descrito por Beirith et al.,
2002. O glutamato é o principal neurotransmissor excitatorio envolvido na transmissdo de
sinais nociceptivos (BEIRITH; SANTOS; CALIXTO, 2002).

Com a finalidade de avaliar a influéncia do sistema glutamatérgico sobre a atividade
antinociceptiva, os animais foram divididos em 5 grupos (n=8) e tratados (i.p.) com veiculo,
SpEE (50, 100 e 200 mg/kg, i.p.) ou MK-801 (0.03 mg/kg, i.p.) 30 minutos antes da injecao
intraplantar de 20 puL de uma solucdo de glutamato (30 pumol) na pata posterior direita.
Imediatamente apos a injecdo do agente flogistico os camundongos foram individualmente

observados, na caixa de observacédo para o teste de formalina (Figura 5), por um periodo de 15
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minutos. Foi considerado como uma resposta nociceptiva o tempo que o animal permanecer

lambendo a pata que foi injetada com glutamato.

4.2.25. Andlise estatistica

Os resultados foram analisados utilizando o método de Andlise de Varidncia
(ANOVA) “one-way” seguido do teste de Dunnett para comparagdo entre as médias. Os
dados obtidos foram expressos como meédia + e.p.m. (erro padrdo da média), sendo os valores
considerados significativos, quando apresentassem um nivel de significancia (p) menor que
0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. AVALIACAO DA ATIVIDADE DO SpEE NO SNC

5.1.1. Efeito do SpEE no teste do Rota-Rod

Nesta metodologia, ndo foram observadas alteracdes significantes na coordenagdo motora
dos camundongos tratados com SpEE nas doses de 50, 100 e 200 mg/kg, ap0s a avaliagdo da
capacidade do animal em permanecer sobre a barra giratéria nos tempos de 60, 120 e 180
minutos dos tratamentos iniciais, quando comparados ao grupo controle no mesmo periodo de
avaliagdo. O diazepam (4 mg/kg) diminuiu a resposta comportamental em todos os tempos
avaliados. (Figura 6)

:

[ Controle
I 3 SpEE 50 mg/kg
D SpEE 100 mg/kg
@@ SpEE 200 mg/kg
«+« [ Diazepam 4 mg/kg

1504

Tempo de permanéncia
na barra giratéria (seg)
S

30 60 120
Tempo de observagao (min)

Figura 6. Efeito da administracdo do veiculo (grupo controle) e SpEE (50, 100 e 200 mg/kg, i.p.) na
fungdo psicomotora avaliada no teste de Rota-Rod. Cada coluna representa média + e.p.m. (n=8)
(ANOVA “one-way” seguido pelo Teste de Dunnett). ***p<0,001 versus grupo controle.
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5.2. ESTUDO DA ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA DO SpEE

5.2.1. Efeito do SpEE no teste de contorc¢des abdominais induzidas pelo &cido acético

A Figura 7 representa os resultados obtidos do tratamento dos animais com SpEE nas
doses de 50 mg/kg (355,1 + 80,86 s), 100 mg/kg (594,9 + 72,16 s) ou 200 mg/kg (707,4
100,5 s) e os grupos padrdo morfina (10 mg/kg) (900,0 £ 0,0 s). Verifica-se que estes
tratamentos aumentaram significativamente a laténcia para o inicio das contorcdes
abdominais induzidas pelo acido acético em camundongos, quando comparados ao grupo
controle (388,8 £ 113,7 s).

Na Figura 8 é apresentado o numero de contor¢fes abdominais induzidas por &cido
acetico, os animais tratados com as doses do SpEE, apresentaram uma reducdo significativa
do numero de contor¢des abdominais nas doses de 100 (5,3 £ 1,8) e 200 mg/kg (2,0 + 1,3),
ndo observando esse efeito significativo na dose de 50 (10,7 + 2,4), quando comparados ao
grupo controle (15,0 £ 4,5). Como esperado, a morfina [(10 mg/kg i.p.) (0.0 = 0.0)] produziu

uma inibicdo das contor¢des abdominais de 100%.

1000+
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Controle 50 100 200 10
SpEE MOR

Figura 7. Efeito da administracdo do SpEE (50, 100 e 200 mg/kg, i.p.) e morfina (10 mg/kg) na
laténcia para a primeira contor¢do abdominal induzida pelo acido acético. Cada coluna representa
média £ e.p.m. (n=8) (ANOVA “one-way” seguido pelo Teste de Dunnett). *p<0,05, ***p<0,001
Versus grupo controle.
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Figura 8. Efeito da administracdo do SpEE (50, 100 e 200 mg/kg, i.p.) e morfina (10 mg/kg) nas
contor¢des abdominais induzidas pelo acido acético. Cada coluna representa media + e.p.m. (n=8)
(ANOVA “one-way” seguido pelo Teste de Dunnett). *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 versus grupo
controle.

5.3. Efeito do SpEE no teste da formalina

Os resultados obtidos durante a fase neurogénica do teste da formalina podem ser
observados na Fig 9. O tratamento com SpEE nas trés doses diferentes 50 mg/kg (88,8 + 9,6
s), 100 mg/kg (57,4 + 6,7 s) e 200 mg/kg (46,4 + 8,2 s) ndo reduziram o tempo de lambida da
pata na fase neurogénica (0 - 5 min), quando comparados ao grupo controle (67,6 £ 7,2).
Somente o grupo morfina (10 mg/kg) (0,0 + 0,0 s) apresentou diferenca estatistica em relacdo
ao grupo controle.

Na fase inflamatdria do teste da formalina (Fig. 10), apenas as doses de 100 mg/kg (0,0 +
0,0 s) e 200 mg/kg (0,0 = 0,0 s) do SpEE apresentaram reducdes significativas do tempo de
lambida da pata em relacéo ao grupo controle (125,2 + 18,2 s). O grupo tratado com a morfina

(10 mg/kg) (0,0 £ 0,0 s) também reduziu o tempo de lambida da pata.
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Figura 9. Efeito da administracdo do SpEE (50, 100 e 200 mg/Kkg, i.p.) e morfina (10 mg/kg) na fase
neurogénica do teste de formalina em camundongos. Cada coluna representa média = e.p.m. (n=8)
(ANOVA “one-way” seguido pelo Teste de Dunnett). ***p<0,001 versus grupo controle.
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Figura 10. Efeito da administracdo do SpEE (50, 100 e 200 mg/kg, i.p.) e morfina (10 mg/kg) na fase
inflamatdria do teste de formalina em camundongos. Cada coluna representa média + e.p.m. (n=8)
(ANOVA “one-way” seguido pelo Teste de Dunnett). ***p<0,001 versus grupo controle.
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5.4. Efeito do SpEE no teste da placa quente

Segundo a figura 11, o SpEE néo foi capaz de aumentar o tempo de reacéo ao estimulo
nociceptivo provocado pela placa quente em nenhum dos tempos testados. O pré-tratamento
com morfina (10 mg/kg, i.p.) aumentou o tempo de permanéncia do animal no aparelho nos
tempos de 30 (9,9 + 1,6 s), 60 (7,8 £ 1,6 s) e 120 (7,3 = 1,5 s) minutos da administracéo,

quando comparadas ao grupo controle (2,3+0,6,1,9+0,35s,2,2+0,39).

3 Controle

3 SpEE 50 mg/kg

@@ SpEE 100 mg/kg
T @B SpEE 200 mg/kg

@@ Morfina 10 mag/kg

Laténcia (s)

60 120
Tempo (min)

Figura 11. Efeito do extrato etandlico de Sargassum polyceratium (50, 100 e 200 mg/kg, i.p.) e
morfina (10 mg/kg, i.p.) no teste da placa quente. Cada coluna representa média £ e.p.m. (n=8)
(ANOVA “one-way” seguido pelo Teste de Dunnett). ***p<0.001 versus grupo controle.
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5.5. Efeito do SpEE no teste da nocicepc¢ao induzida por glutamato

Avaliando a possivel participacdo do sistema glutamatérgico periférico, os resultados
apresentados mostram que o SpEE nas doses de 100 e 200 mg/kg reduziram
significativamente (76,8 £ 9,8 s; 79,6 + 11,1 s, respectivamente) a nocicepc¢do induzida por
glutamato, comparando-se com 0 grupo controle negativo (145,9 + 14,5 s) (Figura 12).
Similarmente, o grupo controle positivo tratado com MK-801, antagonista do receptor
glutamatérgico do subtipo NMDA, também demonstrou reducéo significativa (9,9 + 3,0 s) do

tempo de lambida da pata dos animais.

o

Tempo de lambida da pata (s)
>
s

Controle 50 100 200 0.15

SpEE (mg/kg) MK-801

Figura 12. Efeito do extrato etandlico de Sargassum polyceratium sobre a nocicep¢do induzida pelo
glutamato (20 pmol/pata) em camundongos. Cada coluna representa média + e.p.m. (n=8) (ANOVA
“one-way” seguido pelo Teste de Dunnett). ***p<0.001 versus grupo controle.
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6. DISCUSSAO

O tratamento da dor tem sido motivo de varios estudos. O uso de plantas e seus derivados
com finalidades terapéuticas tém ocorrido de forma extensiva e crescente em todo o mundo,
conforme dados obtidos junto ao mercado farmacéutico e as altas cifras que circundam a
comercializacdo de fitomedicamentos, observados na dltima década. Os produtos naturais
marinhos passaram a ser valorizados devido a representacdo de uma nova fonte de prospeccao
por novas drogas e pela complexidade de suas estruturas quimicas distante daqueles
encontrados em plantas terrestres (SOUZA et al., 2012).

Os estudos dos efeitos psicofarmacolégicos realizados com o Extrato Etandlico Bruto de
Sargassum polyceratium (SpEE) compreenderam inicialmente uma observacdo geral das
alteracbes psicomotoras em camundongos. O teste do Rota-Rod, consiste em avaliar a
coordenacdo motora dos animais, através do tempo total de permanéncia destes em uma barra
giratdria. A falta de coordenacdo motora no teste do Rota-Rod é uma caracteristica de agentes
farmacoldgicos, como os relaxantes musculares esqueléticos ou de drogas que diminuem a
atividade do SNC, tais como neurolépticos, ansioliticos, sedativos e hipnoticos (PULTRINI,;
GALINDO; COSTA, 2006). A avaliacdo da funcdo motora, ap6s um tratamento, é
importante, para ndo gerar resultados falso-positivos nos modelos animais de nocicepgéo, uma
vez que distdrbios na atividade locomotora do animal podem levar a conclusdes erréneas, tais
como efeito “pseudo-antinociceptivo” (YOKORO et al., 2001; RABOISSON; DALLEL,
2004; WILHELM et al., 2009).

Todas as doses testadas do SpEE no teste do Rota-Rod ndo afetaram a coordenacéo
motora dos animais tratados, descartando assim um efeito relaxante muscular ou mesmo uma
neurotoxicidade, que é comum a algumas drogas com perfil depressor do SNC. A atividade
antinociceptiva do SpEE foi avaliada por modelos de nocicep¢do quimico (teste das
contor¢des abdominais induzidas por acido acético, teste da formalina e teste da nocicepgéo
induzida por glutamato) e térmico (teste da placa quente).

O teste das contor¢des abdominais induzidas pelo &cido acético é descrito como um
modelo classico de nocicepcdo inflamatoria visceral que provoca uma irritacdo no periténio,
caracterizada pela contracdo abdominal e pelo alongamento das patas traseiras (COLLIER et
al., 1968). E um teste amplamente utilizado na triagem de drogas com potencial analgésico,
por ser um teste de execucdo simples, rapido, com resultados confiaveis devido a sua alta
sensibilidade a drogas de acdo central e periférica (AMARAL et al., 2007). Porém, este teste
apresenta baixa especificidade, isto €, drogas com diferentes mecanismos de acdo podem
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obter éxito nesse teste, pois é sensivel tanto aos opidides quanto a outras substancias como
anti-inflamatorios ndo esteroidais e anticonvulsivantes (SANTOS et al., 2010).

Esse comportamento nociceptivo € resultado dos prétons oriundos da dissociagdo do
acido acético e podem ativar diretamente canais de cations ndo seletivos localizados nas fibras
aferentes primarias conhecidos como canais iGnicos sensiveis a acidos (ASIC) (JULIUS;
BASBAUM, 2001), ou indiretamente, por promover a estimulagéo e liberacdo de mediadores
inflamatorios, tais como produtos da biossintese da prostaglandina, aminas simpatomiméticas,
bradicinina, substancia P e citocinas (TNF-a, IL-1f, IL-8) (COLLIER et al., 1968; IKEDA et
al., 2001), entre outros, que se ligam a receptores metabotrdpicos, ativando uma cascata de
sinalizacdo de segundos mensageiros (WOOLF; SALTER, 2000; JULIUS; BASBAUM,
2001), estimulando neurdnios aferentes priméarios a aumentar a liberacdo de glutamato no
fluido cerebroespinhal (FENG; CUI; WILLIS, 2003).

Os resultados obtidos, durante esta etapa, sugerem que o SpEE produziu uma inibicao
da nocicepcdo em camundongos por reduzir significativamente o nimero das contorcdes
abdominais induzidas pelo &cido acético nas doses de 100 mg/kg e 200 mg/kg, em relacdo ao
controle. Os resultados também mostram que a morfina (analgésico central) que atua em
receptores opioidérgicos, causou uma inibicdo das contor¢des abdominais de 100%.

Embora o SpEE mostre um efeito antinocipetivo no teste de contor¢fes abdominais
induzidos pelo &cido acético, este teste isolado é incapaz de afirmar se a antinocicepcéao foi
central ou periférica. Por isso, o teste da formalina foi realizado, com o objetivo de
caracterizar de forma mais precisa a atividade antinociceptiva exibida por este extrato.

O teste da formalina, que consiste num modelo bifasico de nocicepcédo, usado para
avaliar o mecanismo pelo qual um animal responde a uma nocicep¢do continua
(BHANDARE et al., 2010). Neste teste, uma injecdo de formalina na pata traseira do animal
provoca injuria tecidual gue resulta em comportamentos relacionados com a dor no animal,
como o de lamber ou morder a pata injetada com uma solucéo de formalina (ZARRINDAST;
NASSIRI-RAD; PAZOUKI, 1999; LEE; JEONG, 2002; AZEVEDO et al.,2007). Neste
modelo € possivel avaliar de forma continua como um animal reage a nocicep¢do que é
gerada pelo tecido lesado.

Este teste é marcado pela fase neurogénica que se inicia imediatamente apds a injecéo
da formalina com duracdo de apenas cinco minutos. O mecanismo de acdo nociceptiva na
primeira fase do teste, que tem inicio imediatamente ap6s a administracdo de formalina,
caracteriza-se pela excitagdo direta das fibras C sensoriais, através da ativacdo de receptores
TRPA1 (MCNAMARA et al., 2007). Relata-se tambem que mediadores como substancia P e
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bradicinina participam deste mecanismo neurogénico (PARADA et al., 2001). Drogas que
atuam em nivel central (opidides) sdo os principais agentes a atuarem nesta fase neurogénica
da nocicepgdo (FERREIRA et al., 2006). Entdo, ha uma interfase de, aproximadamente, 10
minutos, na qual ha uma reducdo da atividade nociceptiva pela ativacdo dos mecanismos
homeostaticos de antinocicep¢do. Em seguida, ocorre a fase inflamatoria (15-30 min), que
parece ser causada por alteragdes teciduais e funcionais no corno dorsal da medula espinhal e
pode ser acompanhada pela liberacdo de histamina, serotonina, bradicinina e prostaglandinas,
oxido nitrico, fator de necrose tumoral a e interleucinas. Drogas de acdo periférica como os
anti-inflamatorios (ndo esteroidais ou corticosterdides), somente sdo eficazes nesta segunda
fase (SALVADORI, 2013).

A fase inflamatéria origina-se de mecanismos periféricos e também da ativacdo de
neurdnios centrais sensibilizados devido a inflamacéo periférica, como também da ativacdo de
neurdnios aferentes primarios, ndo podendo ser interpretada como consequéncia da fase
neurogénica (COELHO et al., 2005; ARAUJO et al., 2009).

O extrato em estudo demonstrou atividade apenas na fase inflamatdria do teste da
formalina. Este achado sugere que possivelmente o SpEE tem pronunciada acdo anti-
inflamatdria, visto que nas doses de 100 e 200 mg/kg promoveu reducdo do tempo de lambida
da pata dos animais na fase de inibicdo da dor periférica.

No intuito de discriminar a atividade antinociceptiva central e periférica, avaliou-se o
efeito de SpEE no teste da placa quente. O teste da placa quente avalia substancias com
possivel acdo analgésica central. A placa aquecida a temperatura constante provoca respostas
comportamentais, como lambida da pata ou movimento de pular (NEMIROVSKY et al.,
2001; ORLANDI et al., 2011). O estimulo térmico promove ativagdo dos nociceptores (Ad e
C) que levam o impulso para o corno dorsal da medula espinhal e aos centros corticais em que
sdo interpretados (DICKENSON; BESSON, 1997). SpEE nao alterou a laténcia ao estimulo
nociceptivo no teste da placa quente em nenhuma das doses testadas, portanto, este resultado
sugere que a antinocicepcdo mediada pelo SpEE deve-se a mecanismos de acdo periféricos e
néo de acdo central.

O glutamato é o neurotransmissor excitatério predominante no sistema nervoso central e
periférico, sendo liberado em resposta a nocicepcao, inflamacao ou dano tecidual (YASHPAL
et al., 2001). Este aminoacido excitatério pode contribuir para o desenvolvimento de quadros
dolorosos ao atuar em fibras aferentes de pequeno didmetro nas terminagGes periféricas. A
administracdo de glutamato intraplantar promove nocicepcdo pelo estimulo de receptores

glutamatérgicos em sitios perifericos, medulares e supra-medulares e esta acdo pode ser ou
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ndo mediada por mecanismos envolvendo receptores N-metil-D-aspartato (BEIRITH et al.,
2002; MILLER et al., 2011; SAKURADA et al.,2003).

Os resultados com o SpEE corroboram sua eficacia jé vista no teste do acido acético e
teste da formalina, uma vez que as doses de 100 e 200 mg/kg, para esta metodologia,
promoveram inibicdo da nocicepgdo, assim como o que foi visto no trabalho de
Moniruzzaman (2015) com o extrato etandlico de Hedyotis corymbosa Linn. Sugere-se, entéo,
que possivelmente o SpEE atua via sistema glutamatérgico para promover antinocicepgao.

Em suma, esses resultados demonstram a atividade antinociceptiva, que ocorre via
mecanismos anti-inflamatérios, do SpEE em modelos experimentais, contribuindo para o
conhecimento cientifico desse extrato. Portanto, faz-se necessarios estudos adicionais para

aprofundar e elucidar seu mecanismo molecular de ag&o.
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7. CONCLUSOES

Conforme os resultados apresentados neste trabalho obtidos a partir das metodologias
utilizadas em camundongos, foi possivel concluir que o SpEE:

» Induz alterages comportamentais no SNC, sem causar alteracdo motora;
» Promove antinocicepcdo nos modelos de nocicepcdo quimica (teste das contorcdes

abdominais induzidas por &cido acético, nocicepcao induzida por glutamato e no teste
da formalina), mas ndo no modelo de nocicepcéo térmica (teste da placa quente);
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ANEXO

Anexo A: Certiddo de aprovacio da Comissdo Etica no Uso Animal (CEUA)

,(,'
UAIYERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA {% .%‘
.SENTRO DE BIOTECNOLOGIA L9956 3 otec :J
P Canrroels Totednciagin
COMISEAD DE ETICA NO USO DE ARMAIS  ures
. S : ";{/ =

COMISSAD DE ETICA MO USO DE ANIRIAIS

g CERTIDAG

Joao Passea, 22 de novembro de 2013.
' CEUA N° 100613

lrberin), Prof. Dy, Relnaide Ndbreqa de Almeida
Departaments Dapartamanta de Fisiologia e Patelogis - CCS - UFPB

Orentandolz] Aline Kaly Felicio de Sousa Santos, (Iniciagdo Clentifica)

|

% Comissfio de Hiae no Yso de Animais do Centro de Rlotecnologia da Universidade
Federal 03 Parziba em sua reunizo ordinaria de 22/11/2013 analiscu e APROVOU 4
ayecucdn 4o troislo IMYESTIGACAO DA ATIVIDADE PSICOFARMACOLAGICA DOS
EXTRATOS, FRACOES E SUBSTANCIAS DE ORGANISHMOS MARINHOS Em
MODELOS SMHIEAS UTILIZANDO ROEDORES.

comt pravlaso do emoregar 400 Caraundorgos SWISS Rachos - ANIMAIS DO
BIOTERIO P, Thomus Geerge.

Para samepy wtilizadoes ro netiado da 01/068/2013 a 31107/2014

Atencicsamants,

¥ ot 0 L Caar Rodrigues
Presiceniaida Comissdo de Etica no Uso de Animal do CBiote/UFPB

Corigsio de Etica no Uso de Animais — CEUA ~ CBiotes
Centro de Bictecnofagia — Univorsidade Federal da Paraiba
ltnminies conale aemie/nseachiatac! — cena@cbiolen.wfpbdbr




