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RESUMO

Malpighia emarginata, conhecida popularmente como acerola, € uma fruta nativa dos
tropicos e subtropicos americanos. Rica em &acido ascoérbico, carotenoides e
flavonoides, seus efeitos biofuncionais incluem atividade antioxidante que previnem
diversas doencas pela inibicdo da oxidacéo por sequestro de radicais livres. Devido a
suas caracteristicas antioxidantes, este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito anti-
inflamatorio e antinociceptivo do pré-tratamento com um polissacarideo péctico extraido
da acerola (ACWS), administrado pela via intraperitoneal em camundongos. Os
experimentos realizados tiveram aprovacdo do Comité de Etica para o uso de Animais
(CEUA/BIO — UFPR: 1104). Os primeiros experimentos realizados foram o teste da
formalina e contor¢Bes abdominais induzidas por acido acético. No teste da formalina,
em sua fase inflamatéria, houve uma reducéo significativa da nocicepcao do grupo preé-
tratado com ACWS quando comparado ao grupo veiculo. Na nocicepc¢ao induzida por
acido acético houve também uma diminui¢do significativa no nimero de contor¢des
abdominais e de leucdcitos peritoneais nos animais que receberam o ACWS. Em
ambos os testes a dose efetiva foi a de 10 mg/kg, sendo ela escolhida para prosseguir
os experimentos. Na inflamacgdo induzida pela administracdo intraplantar de
carragenina, o pré-tratamento com ACWS (10 mg/kg) foi capaz de bloquear a alodinia
mecanica da 32 a 62 h de avaliacdo e diminuir significativamente o edema de pata nas
da 42 a 62 h, quando comparados ao grupo veiculo. O experimento da carragenina foi
repetido para excisdo das patas na 42 hora (pico da resposta inflamatoria) para
realizacdo de analises de fatores antioxidantes e inflamatérios. Visando os parametros
antioxidantes, observou-se que o ACWS foi capaz de aumentar enzimas antioxidantes
como SOD e CAT, reestabelecer os valores de GSH e diminuir a lipoperoxidagao. Além
disso, o ACWS apresentou efeito antioxidante no ensaio do DPPH in vitro. J4 na
determinacdo do seu potencial anti-inflamatoério, o composto diminuiu a infiltracéo
celular, através da reducdo da atividade da enzima MPO e reducdo nos niveis de
mediadores inflamatérios, como o TNF-a. A IL-B nao foi reduzida significativamente
guando comparado ao grupo veiculo. Portanto, o presente trabalho demonstrou que a
administracdo do ACWS na dose de 10 mg/kg pela via intraperitoneal apresentou
efeitos antinociceptivo, anti-inflamatério e antioxidante, avaliados em diferentes
modelos experimentais de dor. Estes resultados preliminares sdo de grande
importancia, pois revelam propriedades terapéuticas adicionais da pectina rica em
arabinana, evidenciando o potencial benéfico da acerola para saude.

Palavras-chave: Malpighia emarginata; acerola; dor; inflamagé&o; estresse oxidativo;
polissacarideos



ABSTRACT

Malpighia emarginata, popularly known as “acerola”, is a native fruit from american
tropics and subtropics. Rich in ascorbic acid, carotenoids and flavonoids, its
biofunctional effects include antioxidant activity that prevents many diseases through
inhibition of oxidation and scavenging of free radicals. Due to its antioxidant properties,
our aim was to investigate the anti-inflammatory and antinociceptive effects of the
pretreatment with a pectic polysaccharide extracted from acerola (ACWS), administered
by intraperitoneal route in mice. All the experiments were approved by the Committee
of Animal Experimentation of the Federal University of Parana (CEUA/BIO — UFPR:
1104). The first experiments performed were the nociception induced by formalin and
abdominal writhing induced by acetic acid. In the formalin test, only the inflammatory
phase was significantly attenuated by ACWS, when compared to vehicle. In the
abdominal writhing induced by acetic acid, mice pretreated with ACWS shown a
significantly reduction of writhing responses and peritoneal leukocytes. In both tests, the
effective dose was 10 mg/kg, being chosen to the following experiments. The
inflammation induced by intraplantar injection of carrageenan was reduced by ACWS
(10 mg/kg), which blocked the development of mechanical allodynia from 3to 6 h and
reduced the paw edema from 4until 6 h after carrageenan, when compared to vehicle
group. The carrageenan test was repeated and the hindpaw surface of mice were
excised in the 4 h (peaked response) for analyzes of antioxidants and inflammatory
parameters. Targeting antioxidants parameters, ACWS increased the activity of SOD
and CAT, reestablished the GSH levels and reduced lipid peroxidation by LOOH levels
determination. Furthermore, ACWS demonstrated direct in vitro scavenging of DPPH
free radical. Concerning the anti-inflammatory parameters, ACWS decreased neutrophil
paw infiltration by reducing MPO and cytokines levels, such as TNF-a. However, IL-13
levels were not significantly reduced when compared to vehicle group. Therefore, the
present study demonstrated that the intraperitoneal pretreatment with ACWS 10 mg/kg
present antinociceptive, anti-inflammatory and antioxidant effects when evaluated in
different pain models. These preliminary results are of great importance for adding
further therapeutic properties for this polysaccharide, characterized as arabinan-rich
pectin, reinforcing the beneficial potential of acerola for health.

Keywords: Malpighia emarginata; acerola; nociception; anti-inflammatory; oxidative
stress; polysaccharides
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1. INTRODUCAO

Desde os primérdios, a humanidade procura na natureza a matéria prima para suas
necessidades basicas, como roupas, meios de transporte, fertilizantes, aromas,
fragrancias, e extratos medicinais para a cura de enfermidades. As plantas vém tendo
papel importante no desenvolvimento da medicina por anos; a busca por alivio e cura de
doencas pela ingestéo de ervas e folhas provavelmente foi uma das primeiras formas de
utilizacéo das plantas buscando beneficios medicinais (DAVID et al., 1999; VIEGAS et al.,
2006).

Os primeiro registros, escritos em argila, sdo da Mesopotamia e datam cerca de
2600 aC; aproximadamente 1000 substéncias derivadas de plantas foram descritas, entre
elas Oleos das espécies de Cedrus (cedro) e Cupressus sempevirens (cipreste),
Glycyrrhiza glabra (alcaguz), Commiphora (mirra) e Papaver somniferum (suco da
papoula) . Sendo eles ainda usados atualmente contra diversas enfermidades, como
infeccdes e inflamacdes (DAVID et al., 1999).

Em 1618, no Reino Unido, diversos trabalhos acerca do uso de plantas medicinais
foram apresentados formalmente através da “Farmacopéia de Londres”, e assim surgiu a
ideia de compostos ‘puros’, onde o principio ativo de cada planta era isolado — como nos
casos da estricnina, morfina, atropina e colchicina, que foram isolados em meados dos
anos 1800. Esses isolamentos foram seguidos pela comercializacdo de produtos naturais
isolados, como a morfina por E. Merck, em 1826 e dos semi-sintéticos baseados em
produtos naturais, como a aspirina, em 1899 pela Bayer (DAVID et al., 1999).

Ja4 em 1990, aproximadamente 80% das drogas tinham como origem produtos
naturais, ou eram analogos a eles. Antibiéticos (penicilina), antiparasitarios (avermectina),
imunossupressores para 0rgaos transplantados (ciclosporina) e drogas anticancer (taxol),
revolucionaram a medicina. A expectativa de vida mundial que era de 40 anos no século
XX, hoje ultrapassa os 77 anos (JESSE et al., 2009).

O Brasil é privilegiado em termos de biodiversidade, ja que aproximadamente 20%
do numero total de espécies do planeta se encontram aqui. Esse imenso patrimdnio
genético faz do Brasil uma poténcia no desenvolvimento de novos medicamentos, obtidos
direta ou indiretamente a partir de produtos naturais (CALIXTO, 2003).

Acredita-se que a dor foi uma das primeiras patologias tratada com medicamentos

desenvolvidos a partir de plantas, ou baseadas em seus principios ativos (DUTRA et al.
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216). Na antiguidade, as doencas dolorosas ou causadas por objetos eram atribuidas a
fluidos magicos, demonios e espiritos, e seu tratamento baseava-se na retirada do objeto
gue poderia estar causando a dor, ou no uso de amuletos, feiticarias para se proteger
contra os demdnios que causavam dor (TAINTER, 1948).

Como as plantas tém uma vasta aplicacdo em diversas patologias, ha um interesse
em investigar seus efeitos analgésicos, visto que a maioria dos farmacos disponiveis no
mercado possuem baixa eficacia ou efeitos adversos expressivos. Com isso, ha um
grande interesse dos pesquisadores nas descobertas de novos farmacos provenientes de
plantas da flora brasileira (JULIANE et al., 2013).
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2. OBJETIVOS

Investigar o efeito analgésico e anti-inflamatério de uma fragéo de polissacarideos
(pectinas ricas em arabinanas) extraido da acerola (Malpighia emarginata) administrado
pela via intraperitoneal em diferentes modelos experimentais de nocicepcédo quimica e

inflamatoéria.
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3. JUSTIFICATIVA

Devido a sua enorme quantidade de vitamina C e seu potencial antioxidante, a
acerola possui efeitos ja observados contra doencas relacionadas com a idade, como
canceres, hipertensédo, arteriosclerose e infarto do miocardio, inibindo a oxidacao por
sequestro dos radicais livres. Pesquisadores j& identificaram a eficicia de seus extratos
contra atividade de células escamosas de carcinoma humano, anti-HIV, além de atividade
antibacteriana e antifingica (MOTOHASHI et al., 2004). DIAS et al. (2014) demonstraram
a atividade anti-inflamatdria do suco da acerola, através da reducéo dos niveis de citocinas
inflamatérias (TNF-a)) e aumento de citocinas anti-inflamatoérias (IL-10) em um modelo de
obesidade. Além disso, KLOSTERHOFF et al. (2017) e KLOSTERHOFF et al. (2018)
demonstraram o efeito anti-fadiga e antioxidante in vitro e in vivo de um polissacarideo
péctico isolado da acerola. Dessa maneira, pretendemos verificar a atividade anti-
inflamatéria e antinociceptiva deste polissacarideo isolado da acerola em modelos

experimentais em camundongos.
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4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 DOR E NOCICEPCAO

Assim como a beleza néo € inerente & uma imagem visual, a dor € uma experiéncia
complexa que envolve ndo somente a transdugédo de um estimulo nocivo do meio, mas
também estimulos cognitivos e emocionais, que sdo processados pelo cérebro (JULIUS
et al., 2001). De acordo com a Associacao Internacional para o Estudo da Dor (IASP), a
dor pode ser definida como “uma experiéncia somatica, mutualmente reconhecivel que
reflete a percepcdo de uma pessoa as ameacas a sua integridade corporal e/ou
existencial”’. Essa definicdo integra a subjetividade ou a experiéncia da dor pela pessoa
gue a sente, com o desafio da segunda pessoa (como profissionais da saude), de

reconhecer e intervir na dor (IASP, 2018).

A dor pode ser classificada levando em consideracdo a sua duracdo (aguda,
subcronica, cronica), fisiopatologia (fisioldgica, nociceptiva, neuropatica), e contexto

clinico (pés-cirargica, malignidade, neuropatica, degenerativa) (SINATRA et al., 2009).

A percepcao da dor ocorre quando estimulos mecanicos, quimicos, biolégicos ou
térmicos, ativam um potencial que excede o limiar de ativacdo, transformando esses
estimulos em estimulos elétricos, que sdo transmitidos através de células nervosas
especializadas chamadas nociceptores, de areas periféricas até a medula espinhal,
ascendendo para as areas centrais do cérebro (RANG e DALE, 2012; ZEILHOFER, 2005).
Os nociceptores sdo neurdnios sensoriais periféricos especializados, mielinizados ou nao,
presentes em diversos tecidos como, pele, juntas, tratos respiratérios e gastrointestinal,
que convertem (transduzem) uma variedade de estimulos em impulsos nervosos que o
cérebro interpreta para produzir a sensacéo de dor (DUBIN, 2010; LOESER e MELZACK,
1999; PINHO-RIBEIRO et al., 2017). Essa transducéo de sinal € a conversdo de um
estimulo em sinal elétrico, gerando o potencial de a¢éo na fibra, que pode ocorrer a partir
de mediadores inflamatorios ou mudancas neurais; a percepc¢éo da dor é frequentemente
desencadeada por um estimulo nocivo, como uma leséo ou uma doenca. O sofrimento é
uma resposta negativa induzida pela dor, ou por fatores como medo, ansiedade, estresse
e outros estados psicoldgicos, e os comportamentos relacionados a dor sédo o resultado
da soma da dor ao sofrimento, que faz com que o individuo procure alternativas para aliviar

as respostas negativas causadas pelo estimulo (LOESER e MELZACK, 1999).
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Sob condi¢cdes normais, a dor associa-se a atividade de impulsos em fibras
aferentes primérias (C e Ad) que se classificam com base na velocidade de transmissao
do impulso, na sensibilidade e limiar de ativacdo frente a estimulos (DUBIN, 2010). A
maioria dos neurdnios de fibras ndo mielinizadas (C) é associada as terminacdes
nociceptivas polimodais que transmitem dor profunda, difusa e em queimacéao, e possuem
um diametro menor; enquanto as fibras mielinizadas (A delta) transmitem dor aguda e bem
localizada, e possuem um diametro maior (FEIN, 2011; RANG E DALE, 72 edi¢ao). O
neurdnio de primeira ordem, localizado na periferia (nociceptor aferente primario) projeta-
se para o corno dorsal da medula espinhal, onde faz sinapse com um neurénio nociceptivo
de segunda ordem, que ascende para o cérebro, no qual faz sinapse com o neurénio de
terceira ordem nas regifes do talamo, sistema limbico (centro emocional) e cortex, onde
o estimulo doloroso sera interpretado e reconhecido (HELMS; BARONE, 2008).

A alteracdo da permeabilidade ibnica que ocorre na membrana plasmética dos
nociceptores é a responsavel pelo influxo maior de ions pelos seus canais, dando origem
ao potencial sinaptico que despolarizara o neurénio, conduzindo o sinal doloroso até o
corno dorsal da medula (transducao). Essa despolarizacdo se deve a um influxo de ions
como Na*, Ca*? e CI para dentro da célula, e um efluxo de ions K* (DUBIN, 2010).
Diversos canais sdo implicados na transducao do sinal doloroso, entre eles estédo a familia
dos canais de cations do receptor de potencial transitorio (TRP), sendo que a
caracteristica polimodal dos nociceptores se deve as particularidades de cada receptor,
podendo uma mesma fibra ser despolarizada por diferentes estimulos (FEIN,2011;
TRACEY, 2017).

Expressos nas fibras nociceptivas, os TRPs podem ser ativados termicamente,
mecanicamente e quimicamente. O primeiro TRP descoberto foi o TRPV1, conhecido
como receptor da capsaicina (ingrediente picante presente na pimenta), ele é ativado nao
somente pela capsaicina, mas também por outros estimulos térmicos; apos ele, foram
descobertos também os canais TRPV2, TRPV3 e TRPV4, que possuem limiar de ativacao
em temperaturas nocivas. Outros receptores sensiveis a temperaturas nocivas que nao
fazem parte da familia dos TRP, sdo o0s canais permeaveis ao cloro
TMEM16A/anoctamina e os canais de dois poros de potassio, TREK1, TREK2 e TRAK.
Os receptores TRAK e canais de Kvi1 também modulam da nocicepcéo de estimulos
mecanicos juntamente com as proteinas-canais transmembranas (TMC). Ja os TRPA1l
sao ativados com estimulos quimicos. (FEIN,2011; TRACEY, 2017; SCHOLZ et al., 2002).
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Apos a transducao, o estimulo nociceptivo é transmitido para modulacao central. A
sinapse com o neurénio de segunda ordem ocorre na superficie do corno dorsal da medula
espinhal, com a liberacdo de diversas substancias das suas terminagfes centrais; séo
elas, glutamato, substancia P e peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP)
(DUBIN, 2010). O glutamato tem como alvo os receptores AMPA — em resposta a
estimulos nocivos sem danos deciduais — e receptores NMDA — em resposta a estimulos
muito intensos ou repetitivos, associados a dano tecidual. A ativagdo desses receptores
produz uma sequéncia de eventos que aumentam a excitabilidade dos neurdnios
presentes no corno dorsal da medula (KIDD, B. L.; URBAN, L. A., 2001). O corno dorsal
da medula espinhal, local onde ocorre a primeira sinapse, é dividida em 10 diferentes
laminas (I — X) de acordo com Rexed. As fibras C terminam em sua maioria nas laminas |
e ll, as fibras Ad nas laminas | e V e as fibras AB (propriocepcgao) nas laminas Ill, IV e V
(FIGURA 1).

FIGURA 1 — Corno dorsal da medula e suas laminas onde ocorre a sinapse do

nociceptor primario com secundario.
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Como dito anteriormente, o estimulo ascende entdo para o cérebro nas regides do
talamo, sistema limbico e cértex onde o estimulo doloroso serd interpretado (HELMS;
BARONE, 2008).

A dor ndo deve ser confundida com nocicepcéo, j& que uma pode ocorrer sem a
outra. O termo nocicepcao refere-se ao processo sensorial desencadeado, e dor refere-
se a percepcdo de um sentimento ou sensacdo que a pessoa designa como dor e
descreve-a como irritativa, dolorosa, desagradavel (RANG e DALE, 72edicdo; LOESER e
TREEDE, 2008; KOPF, 2010).

Dentre os tipos de dor temos a dor aguda, que é bem explicada em termos de
nocicepcao: ocorre quando um estimulo nociceptivo excessivo gera uma sensacao
intensa e desagradavel. Em situa¢fes inflamatoérias ou de les@o ou disfungcéo do sistema
somatossensorial, a dor da origem a estados chamados de hiperalgesia e alodinia. O
primeiro envolve a sensibilizacdo das terminacdes nervosas nociceptivas periféricas e
facilitacdo central da transmissdo do sinal nervoso, e € a resposta de dor frente a um
estimulo normalmente doloroso; o segundo é a dor provocada em resposta a um estimulo
indcuo, ou seja, que ndo causa dor. (RANG e DALE, 72edicdo; LOESER e TREEDE, 2008;
KOPF, 2010).

Embora a dor aguda seja tipicamente decorrente da ativacdo direta de
nociceptores, neurbnios que sao ativados com toque leve podem ser ativados juntamente
com os nociceptores, causando dor apés a lesdo. Como mencionado anteriormente, essa
condicao patologica é denominada de alodinia mecénica e ainda ndo ha conhecimento
sobre qual neurénio mecanosensor esta envolvido no processo. Contudo, sabe-se que
mudancas nos circuitos do corno dorsal da medula contribuem para seu aparecimento.
Uma das teorias que explicam essas mudancas € a teoria de portdo do controle da dor,
onde ha uma inibicdo do estimulo doloroso por meio da ativacdo de interneurénios
inibitérios na camada superficial do corno dorsal. No caso da alodinia mecéanica, a lesao
tecidual desativa esses interneurdnios inibitérios, fazendo com que até estimulos in6cuos
desencadeiem a cascata nociceptiva. Esses interneurdnios inibitorios sdo fundamentais
para prevenir a ativacdo de fibras de baixo limiar em situacOes fisiolégicas normais
(PEIRS, C.; SEAL, P. R., 2016).
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FIGURA 2 — Representacao esquematica da transducao do sinal doloroso pelos
nociceptores da periferia até o cérebro.
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4.2 DOR INFLAMATORIA

Clinicamente, a inflamacé&o é caracterizada por 5 sinais: rubor, calor, edema, dor e
perda de fungdo. O processo inflamatério ocorre como uma resposta protetora do
organismo frente a uma agressao, envolvendo células imunes, vasos sanguineos e
mediadores moleculares (JI, RU-RONG; 2016). Os estimulos agressores podem ser
oriundos de agentes fisicos (cortes, contusdes, queimaduras), quimicos (substancia
caustica) e bioldgicos (infec¢cdes em geral) (CARVALHO, 1998). A funcéo da inflamacéo
€ eliminar a causa inicial que danificou a célula, e iniciar o processo de reparo do tecido;
esse processo induz a liberacdo de mediadores inflamatérios por células imunes, que
levam a um grande aglomerado de citocinas, fatores de crescimento, purinas e aminas

no tecido. Muitos desses mediadores inflamatérios sado responsaveis pela ativacao direta
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dos nociceptores, desencadeando a dor; outros apenas sensibilizam o sistema
somatossensorial diminuindo o limiar de ativagdo dos nociceptores, caracteristica
recorrente na dor inflamatoria. Dentre eles estdo a bradicinina, interleucinas IL-1, IL-6 e
IL-8 e TNF-a (fator de necrose tumoral), que causam inflamacao e hiperalgesia pela
sensibilizacdo dos nociceptores via receptores associados a quinases e fosforilacao de
canais ibnicos. Ademais, prostaglandinas contribuem com a sensibilizacdo dos
nociceptores pelo aumento de AMPc intracelular, reduzindo seu limiar de ativacdo por
canais de sodio TTX-R via proteina quinase e em alguns casos ativando-os diretamente
para causar dor (KIDD, B. L; URBAN, L. A., 2001).

Além disso, o aumento da expressdo da enzima cicloxigenase-2 (COX-2) leva a
liberacdo de prostanoides que também sensibilizam nociceptores periféricos e causam
dor inflamatéria. A producdo de prostanoides requer a conversao dos fosfolipidios de
membrana em &cido araquiddnico, via enzima fosfolipase Az, e a conversédo do acido
araquidénico em prostanoides, via COX-2 (JI, RU-RONG, 2016; SAMAD et at., 2001).

Os anti-inflamatérios ndo esteroidais sdo os mais utilizados para conter os
processos inflamatérios, ja que inibem seletivamente, ou ndo, a enzima COX. Existem
dois tipos de COX: a COX-1, que €é constitutiva e esta presente em quase todas as ceélulas;
e a COX-2 que tem sua expressdo aumentada apenas em processos inflamatérios. Os
prostandides contribuem para o aumento da sensibilizacdo periférica através da
fosforilacdo de canais de sodio nos terminais dos nociceptores, aumento da sua
excitabilidade e diminuigéo do limiar de ativagéo dos nociceptores (SAMAD et at., 2001).
A hiperalgesia é uma caracteristica essencial da dor inflamatéria, que conta com a acao
de mediadores inflamatérios como: prostaglandinas, bradicinina, histamina, que induzem
a vasodilatacéo; e o dano tecidual e metabolismo anormal que levam a reducéo do pH,
podendo ativar os nociceptores devido ao aumento de protons (HUNSKAAR, 1987;
ZHANG; DENG, 2017; ZHANG et al., 2017).

4.3 PRODUTOS NATURAIS E SEUS EFEITOS BIOLOGICOS — Malpighia emarginata

Os produtos naturais séo utilizados pela humanidade desde tempos imemoriais. A
busca por alivio e cura de doengas pela ingestéo de ervas e folhas talvez tenha sido uma
das primeiras formas de utilizacdo dos produtos naturais. A natureza sempre despertou

interesse ao homem, nao sé como forma de alimentac&o, mas por ser sua principal fonte
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de inspiracdo e aprendizado, e ajudar a vencer as barreiras da sobrevivéncia, como o
clima e as doencas. (VIEGAS et al., 2006)

A historia do Brasil esta intimamente ligada ao comércio de produtos naturais, 0s
quais determinaram varias disputas de posse da nova terra e a colonizagdo pelos
portugueses. A profunda utilizacdo do arsenal quimico da natureza pelos povos primitivos
e pelos indigenas, pode ser considerado fator fundamental para descobrimento de
substancias toxicas e medicamentosas ao longo do tempo. (VIEGAS et al., 2006)

Compondo uma importante parte dentro dos produtos naturais, as frutas sao ricas
em nutrientes necessarios para a dieta humana bem como em principios ativos medicinais.
Contendo grandes quantidades de carboidratos, vitaminas, minerais e 4cidos organicos,
as dietas ricas em frutas e vegetais reduzem o risco de doencas crbnicas e alguns tipos
de cancer (ASSIS et al., 2007; MOTOHASHI et al., 2004;).

Malpighia emarginata, mais conhecida como acerola — uma fruta produzida por uma
arvore pequena — pertence ao género Malpighia, que compreende 30 espécies de
arbustos e arvores pequenas, nativas dos tropicos e subtropicos americanos. Também
conhecida como barbados cherry, a acerola € uma drupacea, carnosa, podendo variar o
tamanho de 1 a4 cm e o peso de 2 a 15 gramas, de cor verde quando em desenvolvimento
e vermelha quando madura, cuja forma varia de redondo a conico. Ela é rica em &cido
ascorbico (vitamina C), carotendides e flavonoides. A vitamina C produzida pela acerola é
melhor absorvida pelo organismo humano quando comparado ao composto sintético, visto
gue apenas 50% desse é absorvido. UCHIDA et al. (2011) observaram que a maior
absorcdo da vitamina C proveniente da acerola, se deve a presenca de polifenois
glicosilados no carbono 3; esses polifendis estdo presentes na nossa dieta e quando néo
glicosilados, inibem o transportador de acido ascérbico, dificultando sua absorcéo; porém
quando glicosilados no carbono 3, como ocorre na acerola, essa propriedade inibitéria se
perde, fazendo com que o transporte da vitamina seja mais eficiente e ela seja melhor
absorvida. Os efeitos biofuncionais da acerola incluem atividade antioxidante que previne
doencas relacionadas com a idade, como cénceres, hipertengéo, arterosclerose e infarto
do miocardio, inibindo a oxidacéo por sequestro dos radicais livres (ASSIS et al., 2007;
MOTOHASHI et al., 2004; SCHRECKINGER et al., 2010; LEFFA, et al., 2016).

Seu uso popular é indicado em casos de caréncia de vitamina C, desinterias,
estados febris, excesso de acido urico, gripes, retencdo de liquidos, e outras doengas
infecciosas. Os frutos maduros s&o consumidos ao natural ou na forma de suco, refresco
e sorvete (LORENZI, 2002; GARCEZ, 2001). De acordo com pesquisadores, fracdes ja
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estudadas da acerola, obtiveram resultados positivos contra atividade de celulas
escamosas de carcinoma humano, anti-HIV, atividade antibacteriana contra as bactérias
Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e acao anti-
fungica contra Candida albicans (MOTOHASHI et al., 2004). Além disso, a atividade
antiinflamatdria da acerola também ja foi documentada; seus extratos mostraram inibicéo
na producao de 6xido nitrico nos macrofagos de camundongos, por inibicao da expressao
da enzima o6xido nitrico sintase (SCHRECKINGER et al., 2010).

O metabolismo é definido como o conjunto de todas as transformacfes das
moléculas organicas, catalisadas por enzimas, que ocorrem nas células vivas, fornecendo
energia e garantindo o bom funcionamento do organismo. Essas reagdes estabelecem
rotas metabdlicas devido a presenca de enzimas especificas, visando sempre o
aproveitamento de nutrientes para satisfazer as exigéncias fundamentais da célula. Essas
rotas compdem o metabolismo primario e secundario. O primario é responsavel pela
sintese de celulose, lignina, proteinas, lipideos, acgucares e varias substancias
necessarias para a realizacao das func¢des vitais (metabdlitos primarios); jA o secundario,
gue compreende os metabdlitos secundarios, geralmente possuem estrutura complexa,
baixo peso molecular e se encontrarem em baixas concentracdes nas plantas (diferente
do que ocorre com os metabolitos primarios) (PEREIRA E CARDOSO, 2012). Os
polissacarideos, um dos compostos primarios produzidos pelas plantas, tem ganhado
destaque e sdo frequentemente estudados quanto a sua atividade biolégica, seu grande
espectro terapéutico e toxicidade relativamente baixa; Diversos trabalhos comprovaram
os efeitos antiinflamatério e antinociceptivo (NASCIMENTO, et al., 2014; RUTHES, et al.,
2013), gastroprotetor (CANTU-JUNGLES et al.,, 2014; CORDEIRO et al.,, 2012) e
anticoagulante (OCHOA et al., 2017; SANTANA et al., 2016) de polissacarideos obtidos
de produtos naturais.

A pectina é uma familia de polissacarideos com fun¢éo de hidratar e sustentar a rede
de celulose das plantas. Apesar de ocorrer na maioria da parede celular das plantas, ela
€ encontrada majoritariamente em frutas citricas, como a acerola. Sua estrutura quimica
€ composta principalmente de unidades repetidas de acido galacturénico unidas por uma
ligagao glicosidica a 1 - 4, formando um polimero linear; essa estrutura varia de fruta
para fruta e dos diferentes estagios de desenvolvimento da fruta. Diversos trabalhos
também ja demonstraram o efeito terapéutico de pectinas de diversas frutas (CHEN et al.,
2006; POPQV et al., 2014).
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 MATERIAL

Os frutos maduros da acerola foram comprados em um mercado local em
Curitiba, Parana, Brasil. As sementes foram removidas manualmente e a polpa,

juntamente com a casca, foram liofilizadas e moidas (48 g).

5.2 EXTRAGCAO E PURIFICACAO DOS POLISSACARIDEOS DA ACEROLA

Os compostos nao polares da polpa foram extraidos utilizando como solvente
cloroférmio-metanol (1:1), com o auxilio do aparelho Soxhlet. Os polissacarideos foram
extraidos do residuo com agua fervente sob refluxo durante 2 horas. Os extratos aquosos
foram combinados e concentrados sob pressdo reduzida, e os polissacarideos foram
precipitados com etanol e liofilizados, resultando na fragdo ACW. Esta fragéo foi submetida
a um processo de congelamento e descongelamento, centrifugada e deu origem as
fracGes sollveis em agua fria (ACWS) e insolavel (ACWP). A fracdo ACWS representa
93% do total de carboidratos e foi isolada, purificada e caracterizada como um
polissacarideo péctico rico em arabinana, obtido das frutas de acerola, pelo grupo de
pesquisa da Prof2. Dra. Lucimara M. C. Cordeiro e pelo mestre Rafael Roberto Klosterhoff,
do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade Federal do Parana.

5.3 ANIMAIS

Neste trabalho foram utilizados camundongos machos Swiss (Mus musculus)
adultos, com peso de 25 a 30 g. Os animais foram fornecidos pelo Biotério do Setor de
Ciéncias Biologicas da Universidade Federal do Parana (UFPR), e mantidos em ciclo
claro-escuro de 12 horas, com temperatura controlada (22 £ 2 °C), exaustado de ar e
acesso livre a agua e ragdo comercial (Nuvilab CR-1, Quimtia S/A, Brasil). O projeto foi

avaliado e os experimentos foram realizados somente apos aprovacgdo do Comité de Etica
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para o Uso de Animais do Setor de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do
Parana (CEUA/BIO — UFPR), sob nimero 1104.

5.4 EFEITOS DO TRATAMENTO PELA VIA INTRAPERITONIAL COM O
POLISSACARIDEO DA ACEROLA ACWS EM MODELOS EXPERIMENTAIS DE DOR

5.4.1 Nocicepc¢éo induzida por formalina

Os animais foram tratados por via intraperitonial com veiculo (salina, 10 ml/kg),
ACWS (0,1; 1 e 10 mg/kg) ou diclofenaco (50 mg/kg), 30 minutos antes da injecéo
intraplantar de formalina 2,5% (20 pl) na superficie ventral da pata traseira direita. Os
animais foram colocados individualmente em funis de vidro e o tempo em que
permaneceram lambendo a pata (segundos, s), foi considerado como indicativo de
nocicepgao. O tempo de lambida foi avaliado de O - 5 minutos (fase neurogénica) e de 15 -
30 minutos (fase inflamatdria) (RODRIGUES et al., 2012).

5.4.2 Contor¢cbes abdominais induzidas por &cido acético e contagem de leucocitos
peritoneais

Os animais foram pré-tratados intraperitonealmente com veiculo (salina, 10 ml/kg),
ACWS (1, 10 e 30 mg/kg) ou dexametasona (1 mg/kg), 30 minutos antes da injecao
intraperitonial de acido acético 0,6 % (450 pl/camundongo). As contracBes abdominais
foram contadas cumulativamente durante 20 minutos. Ao término do experimento, 0s
animais foram eutanasiados e tiveram sua cavidade peritoneal lavada com 1 ml de salina
heparinizada (25 1U/ml). O total de células (leucdcitos) foram contadas com auxilio da
camara de Neubauer (MARCON et al., 2009; NASCIMENTO et al., 2014).
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5.4.3 Alodinia mecéanica e edema de pata induzidos por carragenina

A carragenina, qguando administrada pela via intraplantar, € responsavel por induzir
uma resposta inflamatdria aguda revelada por edema e sensibilidade & estimulos néo
nocivos (alodinia). Para isso, os animais foram pré-tratados intraperitonealmente com
veiculo (salina 0,9%, 20 pl), ACWS (10 mg/kg) ou dexametasona (1 mg/kg), 30 minutos
antes da injecéo intraplantar de carragenina (300 pg/ 20 ul) (WINTER et al., 1962).

Para avaliar a alodinia mecéanica, os camundongos foram colocados em uma
plataforma elevada com uma tela metalica que permitiu 0 acesso a superficie plantar das
patas traseiras. A alodinia mecanica foi determinada através da resposta dos camundongos
as aplicacbes dos filamentos de Von Frey (0,04 - 4 g) de acordo com o método up-and-
down de Dixon (1980), modificado por Chaplan et al. (1994), que consiste em determinar
50% do limiar de retirada da pata. Inicialmente, para determinar o filamento de partida para
comeco dos estimulos, os animais foram ambientados durante 1 hora, e posteriormente
foram realizados os estimulos nas patas posteriores direita com os filamentos de von Frey
durante 5 segundos. Partindo deste filamento (0,6 g), foi realizada sua aplicacado por 5
segundos. Na auséncia de resposta, ela foi considerada negativa, e avaliamos a resposta
do animal frente ao mesmo estimulo, porém com um filamento mais calibroso. Se a resposta
passou a ser positiva (houve retirada da pata), aplicamos um filamento menos calibroso. O
intervalo entre um estimulo e outro foi de 30 segundos, passando-se para o préximo animal
quando se observou resposta positiva. O possivel efeito anti-alodinico do polissacarideo foi
avaliado em diferentes intervalos de tempo apds a administracdo da carragenina (1 a 6
horas).

O edema foi mensurado através da medicdo da espessura da pata injetada com o
auxilio de um micrémetro digital. Foram medidos inicialmente os valores basais — antes da
injecdo de carragenina — e apds, em diferentes intervalos de tempo apds a administracéao
da carragenina (1 a 6 horas).

Este experimento foi repetido para que no pico de efeito terapéutico do ACWS, as
superficies plantares das patas fossem excisionadas para analise da infiltracdo de
leucécitos através da determinacdo indireta da atividade da enzima mieloperoxidase
(MPO), analise do efeito antioxidante através dos niveis de glutationa reduzida (GSH),
superoéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e lipoperoxidos (LPO), bem como citocinas
pré-inflamatorias: interleucina-1p (IL-1p) e fator de necrose tumoral-a (TNF- a).



24

5.5 DETERMINACAO DE PARAMETROS ANTIOXIDANTES E ANTI-INFLAMATORIOS

Como mencionado anteriormente, o experimento de inflamacao aguda induzido por
carragenina foi repetido com a finalidade de coletar as superficies plantares no intervalo
entre a 32 e 42 hora (pico de efeito do ACWS), para a dosagem de parametros inflamatoérios

e antioxidantes.

As amostras de pata foram homogeneizadas em tampéao fosfato 200 mM (pH 6,5)
a 4 °C e o homogenato foi utilizado para determinacdo de GSH e LOOH. Apos
centrifugacéo, o sobrenadante foi transferido para outro tubo com o intuito de determinar a
atividade enzimatica da SOD e CAT. O pellet foi utilizado para determinacdo da atividade
da MPO.

5.5.1 DOSAGEM DE PROTEINA

A concentracdo de proteinas nas amostras foi determinada pelo método de
Bradford (Bio-Rad®, Hercules, CA, USA), utilizando albumina de soro bovino (BSA) como
padrdo, realizada de acordo com as instru¢cdes do fabricante, com leitura em

espectrofotometro 540- 590 nM.

5.5.2 DOSAGEM DE GLUTATIONA REDUZIDA (GSH)

A glutationa (GSH) é um tiol intracelular biologicamente importante; a deplecao dos
seus niveis pode ser utilizada para avaliar a exposicao das células ao estresse oxidativo. O
GSH desempenha um papel importante na neutralizacdo de radicais livres, protege as
células contra varias espécies quimicas toxicas derivadas de oxigénio, € uma co-enzima
importante para a atividade da glutationa peroxidase e protege também, grupos sulfidrilas
contra a acdo de proteinas da oxidacdo (AFZAL, 2002). Devido ao potencial antioxidante
da acerola (LEFFA, et al., 2016), fazer a quantificacdo do GSH ajudou a comprovar essa
importante caracteristica da fruta.

O método para a determinacéo dos niveis de GSH presentes na superficie plantar

das patas retiradas dos animais foi realizado com base nos métodos de Sedlak e Lindsay,
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1998. O tecido da pata foi homogeneizado em 2 ml de tampéo Tris-HCL 50 mM, contendo
20 mM de EDTA e 0,2 M de sacarose, pH 7,5. O homogenato foi centrifugado a 4200 rpm
por 40 minutos a 4 °C, e o sobrenadante foi usado para determinar o GSH usando DTNB
(5,5’-ditiobis 2-acido nitrobenzdico) 1 Mm. A leitura foi feita, entdo, através de um

espectrofotometro a 412nm.

5.5.3 QUANTIFICACAO DOS NIVEIS DE LIPOPEROXIDOS (LOOH)

A lipoperoxidacdo é uma cascata de eventos bioquimicos que ocorre a partir da
acdo de radicais livres sobre os lipideos insaturados das membranas celulares, formando
lipoperoxidos. Os lipoperoxidos levam a destruicdo da estrutura da membrana celular,
faléncia dos mecanismos de troca de metabolitos e até morte celular, em casos extremos.
O método utilizado para a quantificacdo dos niveis de LOOH foi o descrito por JIANG et.
al., 1992, e é chamado de método de FOX. Ele é baseado na oxidacéo de Fe?* (sulfato de
amonio ferroso) em Fe3* por hidroperéxido, em meio acido, na presenca de um complexo
de 6xidos de ferro Ill de alaranjado de xilenol. As amostras foram homogeneizadas em
metanol 90% (1:1), pH 6,5, e centrifugado a 14000 rpm durante 15 minutos a 4 °C. Para a
reacao, 40 ul da amostra foi incubada por 30 minutos em temperatura ambiente com 260
pl do meio reacional (1 ml de alaranjado de xilenol, 250 uM de FeSO4, 25 mM H2S0O4 e 4
mM de BHT em 90% de metanol). As leituras foram feitas a 560 nm em espectrofotémetro.

Os resultados foram expressos em mmol de hidroperéxido/mg de tecido.

5.5.4 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA DA SUPEROXIDO DISMUTASE
(SOD)

A enzima superoxido dismutase (SOD) é a primeira linha de defesa contra radicais
superoéxidos, que sdo altamente toxicos para os organismos. Ela catalisa a dismutagcéo do
superoxido (O27) em oxigénio e peroxido de hidrogénio, que € degradado posteriormente
pela CAT e GSH (MELONI, 2003; SURAI, 1998). O método utilizado para a determinacao
da sua atividade foi o padronizado por MARKLUND e MARKLUND (1974), que se baseia
na capacidade da SOD de inibir a auto-oxidac&o do pirogallol. Em um tubo de 2 ml foram
adicionados 442,5 ul de tampé&o TRIS HCL-EDTA (pH 8,5; temperatura ambiente) e 20 pl
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do sobrenadante da amostra. Apds agitacdo em vortex, foram adicionados 25 pl de
pirogallol (1 mM) e a solugéo foi incubada em temperatura ambiente por 20 minutos. A
reagao foi interrompida pela adicao de 12,5 pl de HCI (1 N). Os tubos foram centrifugados
por 4 minutos a 14000 rpm, e pipetados 300 ul do sobrenadante em uma microplaca de 96
pocos para leitura em espectrofotdometro a 405 nm. Os resultados foram expressos em U

de SOD/mg de proteina.

5.5.5 QUANTIFICACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA DA CATALASE (CAT)

A catalase é uma enzima responsavel pela dismutacao da molécula de peréxido de
hidrogénio (H202) em &gua (H20) e oxigénio (O2); ela é encontrada em grande maioria nos
peroxissomos. Para a sua determinacéo, foi adicionado 5 pl de amostra na microplaca em
295 ul de meio reacional (peréxido de hidrogénio em tampédo TRIS-EDTA). A leitura em
espectrofotometro foi realizada em 240 nM, e devido a répida cinética da catalase,
adicionou-se o meio reacional em uma linha por vez. Realizou-se 5 leituras para cada linha
da microplaca. Os resultados foram expressos em densidade optica por minutos por mg de

proteina.

5.5.6 DOSAGEM DE MIELOPEROXIDASE (MPO)

A mieloperoxidase (MPO) é uma enzima caracteristica de processos inflamatorios.
Ela esta presente nos granulos azurofilos de neutréfilos que migram para o local nas fases
iniciais da inflamacéo. Para avaliar o possivel efeito anti-inflamatério do polissacarideo, foi
empregado a dosagem da MPO, a qual avalia indiretamente a infiltracdo de neutréfilos na
pata dos camundongos injetados com carragenina (BRADLEY et al., 1982, e modificado
por DE YOUNG et al., 1989).

A superficie plantar da pata injetada foi homogeneizada com 500 ul de tampéo
fosfato 200 mM (pH 6,5). Apds, o homogenato foi centrifugado a 8900 rpm durante 20
minutos e 30 pl do sobrenadante foi pipetado em duplicata em uma placa de 96 pocos,
adicionado 220 ul de uma solugéo reacional [100 ul de tampé&o fosfato 80 mM (p.H 6,5); 85
Ml de tampao fosfato 22 mM (98% fosfato de s6dio monobasico e 2% de fosfato de sddio
dibasico, p.H 6,5); 15 pl de H202 0,017%]. A reacdo foi iniciada com 3,3,5,5-
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tetrametillbenzidina (TMB), incubada por 3 minutos a 37 °C, e interrompida pela adi¢cdo de
30 pl de acetato de sédio 1,46 M (pH = 3,0) em cada pogo. Para medir a atividade
enzimatica, a placa foi lida no espectrofotbmetro a 620 nm e os resultados foram expressos

como unidade de densidade optica (D.O) por mg de proteina.

5.5.7 DETERMINACAO DOS NIVEIS DE FATOR DE NECROSE TUMORAL-a (TNF- q)

O fator de necrose tumoral alfa (TNF- a) € uma citocina derivada de macréfagos,
envolvida em respostas inflamatorias e imunes (CORTI et al., 1994). Ele desempenha um
papel primordial na defesa do organismo contra patégenos e modula a hiperalgesia
inflamatoria iniciando uma cascata de outras citocinas inflamatérias como IL-1p3, IL-6 e IL-8
(SINGH et al., 2018). O método utilizado para detec¢do desta citocina foi utilizando um kit
de ensaio imunoenzimatico (ELISA), de acordo com o protocolo do fabricante (PeProtech®),
e o resultado foi expresso em pg/mg de proteina em cada amostra.

5.5.8 DETERMINACAO DOS NIVEIS DE INTERLEUCINA-1B (IL-1B)

A interleucina IL-13 € uma molécula pro-inflamatoria liberada principalmente por
monaocitos, macrofagos, fibroblastos e células endoteliais durante a lesédo celular e
inflamacéo. Ela também modula a excitacao neuronal afetando receptores neuronais como:
TRPV1, canais de sodio, receptores de GABA e NMDA (SINGH et al., 2018). Os niveis de
IL-1B foram avaliados utilizando um kit de ensaio imunoenzimatico (ELISA), de acordo com
as recomendacdes do fabricante (PeProtech®), e o resultado foi expresso em pg/mg de

proteina em cada amostra.

5.5.9 DETERMINACAO DO POTENCIAL ANTIOXIDANTE DO ACWS ATRAVES DO
SEQUESTRO DO RADICAL LIVRE DPPH (2,2-Difenil-1-picril-hirazil)

O DPPH é um radical livre estavel usado para elucidar o potencial antioxidante de
diversos compostos. Esse método foi proposto por BRAND-WILLIAMS et al., 1995, e para
tal determinacéo, foi realizado uma solucdo mae de ACWS da qual foram obtidas fracdes
diluidas de concentracdo 1, 3, 10, 30, 100, 300 e 100 pg/ml. 225 pl de cada fracao foi
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misturada com 75 pl de uma solucdo metandlica de DPPH (40 pug/m) para determinar a
capacidade da pectina de capturar o radical livre, in vitro. Como controle positivo foi utilizado
acido ascorbico (50 pg/ml) e como controle negativo, agua destilada. Apds, a absorbancia
foi mensurada através de um espectrofotdmetro em 517 nm, e os respectivos valores foram
interpolados com a curva de DPPH (0-60 pM) e expressos em uM. Todas as amostras

foram determinadas em triplicata.

5.6 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica foi realizada pelo programa GraphPad Prism 6°, verséo 6.01,
da GraphPad Software, USA. Os dados foram apresentados como média + erro padréo das
médias e avaliados pelo teste t de Student ou por analise de variancia ANOVA de uma ou
duas vias, seguida do teste para multiplas compara¢des de Bonferroni. A Clso foi analisada
por regressao nao-linear (curva dose-resposta sigmoidal, inclinagéo variavel) e como média
geométrica (logaritmica). Em todos os resultados, foi considerado diferenca significativa
quando P < 0,05.
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6. RESULTADOS

6.1 Efeito da administragédo intraperitoneal de ACWS sobre a nocicepc¢do induzida por
formalina

O pré-tratamento pela via intraperitonial com ACWS nas doses de 0,1, 1 e 10 mg/kg
nao foi capaz de reduzir a resposta nociceptiva induzida por formalina 2,5% (20 pl, i.pl.) na
primeira fase (neurogénica), quando comparado com o grupo pré-tratado com veiculo
(salina 0,9%) (FIGURA 3 — painel A). Com relacéo a segunda fase (fase inflamatéria) , todas
as doses do ACWS reduziram a nocicepc¢ao em 44,2%, 63,3% e 88,1%, respectivamente;
enquanto que o diclofenaco (controle positivo) reduziu em 69,2% (V: 266,0 £ 34,7 S)
(FIGURA 3 — painel B). Houve diferenca siginificativa entre o efeito anti-nociceptivo
promovido pelas doses de 0,1 e 10 mg/kg do ACWS.
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FIGURA 3 - Efeito da administragao intraperitoneal do ACWS sobre a nocicepc¢ao induzida
por formalina 2,5% em camundongos. A nocicepcc¢ao foi avaliada na primeira fase (0-5 min
— painel A) e na segunda fase (15-30 min — painel B). Os animais receberam o pré-
tratamento com veiculo (V: salina 0,9%), ACWS nas doses de 0,1, 1 e 10 mg/kg e
diclofenaco (DICLO: 50 mg/kg), 30 min antes da injecéo intraplantar de formalina 2,5%.
Resultados expressos como meédias + erro padrdo das médias (n = 6-8). A comparacao
entre os grupos foi realizada através da analise de variancia de uma via (ANOVA) seguida
do teste de Bonferroni. Diferente do grupo veiculo para P ** < 0,01; P **** < 0,0001.
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6.2 Efeito da administracao intraperitoneal de ACWS sobre as contor¢cdes abdominais

induzidas por acido acético e migracao de leucécitos peritoneais

O pré-tratamento com ACWS nas doses de 10 e 30 mg/kg (i.p.) e dexametasona (1
mg/kg) reduziu significativamente o numero de contor¢des abdominais induzidas por acido
aceético em 56,57%, 78,23% e 55,0%, respectivamente, quando comparados ao grupo com
veiculo (V: 45,1 £ 1,6 contor¢des).

Ja na contagem de leucdcitos peritoneais, as doses 1, 10 e 30 mg/kg foram capazes
de reduzir o numero de leucocitos em 34,72%, 64,36% e 60,92%, respectivamente, e 0
grupo dexametasona foi capaz de reduzir em 44,0%, ambos quando comparados ao grupo
controle (V: 87,0 £ 8,2 leucécitos).
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FIGURA 4 — Efeito da administracdo intraperitoneal do ACWS sobre as contorcdes
abdominais e migracéo de leucécitos induzida por acido acético 0,6% em camundongos.
Numero de contor¢gdes observadas cumulativamente no periodo de 20 minutos (Painel A)
e numero total de leucocitos observados em camara de Neubauer (Painel B), nos
camundongos pré-tratados com veiculo (V: salina 0,9%), ACWS (1, 10 e 30 mg/kg) e
dexametasona (DEXA: 1 mg/kg). Resultados expressos como médias + erro padrdo das
médias (n=5-6). A comparacao entre os grupos foi realizada através da analise de variancia
de uma via (ANOVA) seguida do teste de Bonferroni. Diferente do grupo veiculo para P * <
0,05 P ** < 0,01; P **** < (0,0001.
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6.3 Efeito da administracao intraperitoneal de ACWS sobre a alodinia mecéanica e edema

de pata induzidos por carragenina

A carragenina, quando administrada na pata do animal, foi capaz de induzir alodinia
mecanica, confirmada pela reducéo da forca correspondente a 50% de limiar de retirada de
pata de 1,1g (basal) para 0,59 apds 1h (grupo veiculo). O pré-tratamento com ACWS na
dose de 10 mg/kg, foi capaz de bloquear o desenvolvimento da alodinia mecéanica induzida
pela carragenina entre a 32 a 62 hora de medicao, quando comparados ao grupo veiculo (V:
1,1+ 0,1 g) (FIGURA 5 — painel A). Vinte e quatro horas apds a administracdo de
carragenina, o efeito anti-alodinico do ACWS néao foi mais observado, indicando que o seu
efeito anti-inflamatério ndo permanece por mais de 24 horas. O pré-tratamento com ACWS
também reverteu o edema de pata causado pela carragenina. O edema avaliado na 42, 52
e 62 horas foi significativamente reduzido em 63%, 64% e 54%, respectivamente, quando

comparado ao grupo veiculo (FIGURA 5 — painel B).
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FIGURA 5 — Efeito da administracdo intraperitonial do ACWS sobre a alodinia mecanica
(painel A) e edema de pata (painel B) induzidos pela injecdo intraplantar de carragenina,
em camundongos. Os animais receberam o pré-tratamento com veiculo (V: salina 0,9%),
ACWS (10 mg/kg) e dexametasona (DEXA: 1 mg/kg) pela via intraperitonial, 30 minutos
antes da injecdo de carragenina. Resultados expressos como médias + erro padréo das
médias (n = 7). A comparacao entre os grupos foi realizada através da analise de variancia
de uma via (ANOVA) seguida do teste de Bonferroni. Diferente do grupo controle para P *
<0,05.
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6.4 Efeito da administracao intraperitoneal de ACWS sobre os niveis de glutationa (GSH)

A injecdo intraplantar de carragenina depletou os niveis de GSH na pata dos
animais tratados com veiculo em 81,0% quando comparados ao grupo naive (N: 13268,9 +
3281,0 pg/g de tecido). O pré-tratamento com ACWS (10 mg/kg) e dexametasona (1
mg/kg), reestabeleceu os niveis de GSH para 8280,8 e 7081,4 ug/g de tecido,
respectivamente, quando comparados ao grupo veiculo (V: 2502,1 + 459,7 ug/g de tecido)
(FIGURA 6).
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FIGURA 6 — Efeito da administracédo intraperitonial de ACWS sobre os niveis de GSH. Os
animais receberam o pré-tratamento com veiculo (V: salina 0,9%), ACWS (10 mg/kg) e
dexametasona (DEXA: 1 mg/kg) pela via intraperitonial, 30 minutos antes da injecao de
carragenina e ao final do experimento, tiveram sua superficie plantar excisionada para
dosagem de mieloperoxidase. Os resultados estdo expressos como médias + erro padrao
das médias (n = 5-6). As comparacfes entre 0s grupos naive e veiculo foram realizadas por
teste t de Student; e entre ACWS e DEXA foi realizada através da andlise de variancia de
uma via (ANOVA) seguida do teste de Bonferroni. Diferente do grupo veiculo para P ** <
0,01 e naive P# < 0,05.

6.5 Efeito da administracao intraperitoneal de ACWS na determinacao da LOOH

A injecdo intraplantar de carragenina aumentou os niveis de lipoperoxidos na pata
dos animais tratados com veiculo em 61% quando comparado ao grupo naive (N: 11,0 =
1,5 mmol/ mg de tecido). O pré-tratamento com ACWS (10 mg/kg) e dexametasona (1
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mg/kg) reduziu em 32% e 75%, respectivamente, os niveis de lipoperdxidos quando

comparado ao grupo veiculo (V: 28,0 £ 1,0 mmol/ mg de tecido) (FIGURA 7).
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FIGURA 7 — Efeito da administracdo intraperitonial de ACWS na determinacédo dos niveis
de lipoperdxidos (LOOH). Os animais receberam o pré-tratamento com veiculo (V: salina
0,9%), ACWS (10 mg/kg) e dexametasona (DEXA: 1 mg/kg) via intraperitonial, 30 minutos
antes da injec&do de carragenina e ao final do experimento, tiveram sua superficie plantar
excisionada para dosagem de catalase. Resultados expressos como médias * erro padréao
das médias (n = 6). As comparacdes entre 0s grupos naive e veiculo foram realizadas por
teste t de Student e entre ACWS e DEXA foi realizada através da andlise de variancia de
uma via (ANOVA) seguida do teste de Bonferroni. Diferente do grupo veiculo para P ** <
0,01; P **** < 0,0001 e naive P# < 0,05.

6.6 Efeito da administracdo intraperitoneal de ACWS na determinacdo da atividade

enzimatica da superéxido dismutase (SOD).

A inflamacao desencadeada pela carragenina acarretou na diminuicdo dos niveis
da enzima SOD na pata dos animais tratados com veiculo em 9,0% quando comparados
ao grupo naive (N: 10,4 + 0,2 U/ mg de proteina). O pré-tratamento com ACWS (10 mg/kg)
e dexametasona (1 mg/kg) aumentou o0s niveis de SOD em 19,0% e 20,0%,
respectivamente, quando comparados ao grupo veiculo (V: 9,4 + 0,1 U/ mg de proteina)
(FIGURA 8).
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FIGURA 8 — Efeito da administracéo intraperitonial de ACWS sobre os niveis da enzima
superéxido dismutase (SOD) . Os animais receberam o pré-tratamento com veiculo (V:
salina 0,9%), ACWS (10 mg/kg) e dexametasona (DEXA: 1 mg/kg) via intraperitonial, 30
minutos antes da injecdo de carragenina e ao final do experimento, tiveram sua superficie
plantar excisionada para dosagem de mieloperoxidase. Os resultados estdo expressos
como médias * erro padrdo das médias (n = 6-7). As comparacdes entre 0s grupos naive e
veiculo foram realizadas por teste t de Student e entre ACWS e DEXA foi realizada através
da analise de variancia de uma via (ANOVA) seguida do teste de Bonferroni. Diferente do
grupo veiculo para P ** < 0,01 e naive P# < 0,05

6.7 Efeito da administracdo intraperitoneal de ACWS na determinacdo da atividade

enzimatica catalase (CAT)

A inflamacdo desencadeada pela injecdo intraplantar de carragenina diminuiu a
atividade da enzima catalase na pata dos animais tratados com veiculo em 58,0% quando
comparados ao grupo naive (N: 0,7 £ 0,1 D.O./ min/ mg de proteina). O pré-tratamento com
ACWS (10 mg/kg) e dexametasona (1 mg/kg), reestabeleceu os niveis da catalase para 0,6
e 0,7 D.O./ min / mg de proteina, respectivamente, quando comparados ao grupo veiculo
(V:0,3+£0, 1 D.0O./ min/ mg de proteina) (FIGURA 9).
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FIGURA 9 — Efeito da administracao intraperitonial de ACWS na determina¢do enzimatica
da catalase. Os animais receberam o pré-tratamento com veiculo (V: salina 0,9%), ACWS
(10 mg/kg) e dexametasona (DEXA: 1 mg/kg) via intraperitonial, 30 minutos antes da
injecao de carragenina e ao final do experimento, tiveram sua superficie plantar excisionada
para dosagem de catalase. Os resultados estao expressos como médias * erro padrdo das
meédias (n = 6-8). As comparacdes entre 0s grupos naive e veiculo foram realizadas por
teste t de Student e entre ACWS e DEXA foi realizada através da andlise de variancia de
uma via (ANOVA) seguida do teste de Bonferroni. Diferente do grupo veiculo para P ** <
0,01; P *** < 0,001 e naive P# < 0,05.

6.8 Efeito da administracao intraperitoneal de ACWS sobre a atividade da mieloperoxidase
(MPO)

A injecao intraplantar de carragenina aumentou os niveis de MPO na pata dos
animais tratados com veiculo em 30,0% quando comparados ao grupo naive (N: 2,6 £ 0,1
D.O./ mg de proteina). O pré-tratamento com ACWS (10 mg/kg) e dexametasona (1 mg/kg),
via intraperitonial, reduziuu significativamente os niveis da enzima mieloperoxidase em
26,1% e 11,6%, respectivamente, quando comparados ao grupo veiculo (V: 3,4+ 0,1 D.O./
mg de proteina) (FIGURA 10).
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FIGURA 10 — Efeito da administragdo intraperitonial de ACWS sobre os niveis da enzima
mieloperoxidase (MPO). Os animais receberam o pré-tratamento com veiculo (V: salina
0,9%), ACWS (10 mg/kg) e dexametasona (DEXA: 1 mg/kg) via intraperitonial, 30 minutos
antes da injecdo de carragenina e ao final do experimento, tiveram sua superficie plantar
excisionada para dosagem de mieloperoxidase. Resultados expressos como meédias + erro
padrdo das médias (n = 6-8). As comparacdes entre 0s grupos naive e veiculo foram
realizadas por teste t de Student e entre ACWS e DEXA foi realizada através da andlise de
variancia de uma via (ANOVA) seguida do teste de Bonferroni. Diferente do grupo veiculo
para P * < 0,05; P **** < (0,0001 e naive P # < 0,05.

6.9 Efeito da administracao intraperitoneal de ACWS sobre os niveis de TNF- a

O pré-tratamento com ACWS (10 mg/kg) e dexametasona (1 mg/kg), reduziu
significativamente os niveis de TNF-a em 70% e 62%, respectivamente, quando

comparados ao grupo veiculo (V: 1101,7 + 234,1 pg/ mg de proteina) (FIGURA 11).
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FIGURA 11 — Efeito da administragéo intraperitonial de ACWS na quantificacdo de TNF-a.
Os animais receberam o pré-tratamento com veiculo (V: salina 0,9%), ACWS (10 mg/kg) e
dexametasona (DEXA: 1 mg/kg) via intraperitonial, 30 minutos antes da injecdo de
carragenina e ao final do experimento, tiveram sua superficie plantar excisionada para
dosagem de mediadores inflamatoérios. Resultados expressos como médias + erro padrao
das médias (n = 4). A comparacdo entre os grupos foi realizada através da analise de
variancia de uma via (ANOVA) seguida do teste de Bonferroni. Diferente do grupo veiculo
para P * < 0,05.

6.10 Efeito da administracao intraperitoneal de ACWS sobre os niveis de IL-13

O pré-tratamento com ACWS (10 mg/kg) ndo reduziu significativamente os niveis
de IL-1B. Contudo, o grupo que recebeu dexametasona (1 mg/kg) apresentou reducao

significativa de 27,0%; quando comparado ao grupo veiculo (V: 1523,7 £ 114,8 pg / ml)
(FIGURA 12).
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FIGURA 12 — Efeito da administracao intraperitonial de ACWS na quantificacdo de IL-1p.
Os animais receberam o pré-tratamento com veiculo (V: salina 0,9%), ACWS (10 mg/kg) e
dexametasona (DEXA: 1 mg/kg) via intraperitonial, 30 minutos antes da inje¢céo de
carragenina e ao final do experimento, tiveram sua superficie plantar excisionada para
dosagem de mediadores inflamatdrios. Resultados expressos como médias * erro padrdo
das médias (n = 3). A comparacdo entre os grupos foi realizada através da analise de
variancia de uma via (ANOVA) seguida do teste de Bonferroni. Diferente do grupo veiculo
para P *<0,05.

6.11 Determinacdo do padrdo antioxidante do composto ACWS através do sequestro do
radical livre DPPH

Através desse ensaio para determinacdo de compostos antioxidantes pelo
sequestro de DPPH, foi possivel afirmar que o extrato péctico da acerola, denominado
ACWS, possui efeito antioxidante quando comparado ao grupo veiculo. As concentracdes
mais efetivas foram as de 300 e 1000 pg/ml, que conseguiram sequestrar igualmente 79,0%
do radical livre DPPH.O acido ascorbico (controle positivo) sequestrou o DPPH em 97 %
quando comparado ao grupo veiculo (V: 8,9 uM). O valor da Clso para 0 sequestro de DPPH
do ACWS ficou em 53,4 pg/ml (FIGURA 13).
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FIGURA 13 — Determinacdo do padrdo antioxidante do composto ACWS através do
sequestro do radical livre DPPH in vitro. Veiculo (V: dgua destilada, controle negativo), acido
ascorbico (AA: 50 pug/mL, controle positivo) ou ACWS (1-1000 pg/mL), foram misturados
com solucao de DPPH (40 pg/mL). Valores expressos como média + erro padréo da média

de triplicata.

7. DISCUSSAO

Diversos estudos tém mostrado que dietas ricas em frutas reduzem
significativamente a incidéncia de diversas patologias. Seus efeitos benéficos a saude sdo
atribuidos a seus constituintes anti-inflamatorios e a sua atividade antioxidante (POPOV
et al., 2014). Os polissacarideos, um dos compostos primarios produzidos pelas plantas,
tém ganhado destaque e sdo frequentemente estudados quanto a sua atividade biol6gica
devido seu grande espectro terapéutico e toxicidade relativamente baixa (YANG et al.,
2010). Diversos trabalhos comprovaram os efeitos antiinflamat6rio e antinociceptivo
(NASCIMENTO, et al., 2014; RUTHES, et al., 2013), gastroprotetor (CANTU-JUNGLES et
al., 2014; CORDEIRO et al., 2012) e anticoagulante (OCHOA et al., 2017; SANTANA et

al., 2016) de polissacarideos obtidos de produtos naturais.

A acerola, de nome cientifico Malpighia emarginata, é uma fruta citrica, nativa dos
tropicos e subtrépicos americanos, rica em acido ascérbico, carotenoides e flavonoides.
Seus efeitos biofuncionais incluem atividade antioxidante que previne doencas

relacionadas com a idade, como canceres, hipertencdo, aterosclerose e infarto do
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miocardio, inibindo a oxidacdo por sequestro dos radicais livres (ASSIS et al., 2007;
MOTOHASHI et al., 2004; SCHRECKINGER et al., 2010; LEFFA, et al., 2016).

Desta forma, nosso trabalho teve como objetivo invetigar o efeito analgésico e anti-
inflamatério de um polissacarideo péctico extraido da acerola (ACWS), quando

administrado intraperitonealmente em camundongos.

Os primeiros resultados obtidos no presente estudo se mostraram positivos quanto
as propriedades anti-inflamatorias e antinociceptivas do ACWS. O teste da formalina e o
teste de contor¢bes abdominais induzidas por &cido acético sdo comumente utilizados
como screening de novas drogas (DUBUISSON et al., 1977; MEDZHITOV, 2008). No teste
da formalina, sua primeira fase (0 — 5min) é denominada de fase nociceptiva, e conta com
a ativacdo direta dos nociceptores com consequente liberacdo de neuropeptideos como
substacia P, CGRP e glutamato (TJJLSEN et al., 1992); e sua segunda fase (15 — 30min)
€ denominada de inflamatdria, em decorrencia da liberacdo de mediadores inflamatorios
como prostaglandinas, citocinas, histamina, entre outros. (DUBUISSON et al., 1977,
TIDLSEN et al., 1992). Dessa maneira, foi possivel observar que nosso composto néo
possui atividade analégsica direta, por ndo mostrar diferencas significativas entre os
grupos tratados e o grupo controle na primeira fase (caracteristica marcante de alguns
farmacos com atividade analgésica). Contudo, o polissacarideo péctico possui atividade
anti-nociceptiva na segunda fase do teste, sugerida pela diminuicdo de mediadores
inflamatorios, visto que reduziu significativamente o comportamento nociceptivo nas suas
trés doses (0,1, 1 e 10 mg/kg).

Como ja estabelecido, o acido acético causa uma nocicepcao inflamatéria visceral,
envolvendo nociceptores periféricos polimodais (TRPV1, ASIC e receptores de glutamato)
e mediadores inflamatérios endégenos (TNF-a, IL-1B e IL-8), que por sua vez, estimulam
o0 aumento da permeabilidade vascular e levam ao extravasamento de proteinas
plasmaticas e migracdo de leucdcitos para a cavidade peritoneal (COLLIER et al., 1968;
RIBEIRO et al., 2000; IKEDA et al., 2001; MEDZHITOV, 2008). Com isso, ele também é
um bom experimento para avaliar parametros anti-inflamatorios e antinociceptivos.
Condizendo com o esperado, no teste de contor¢bes abdominais induzidas por acido
aceético, os animais também demonstraram uma reducdo na nocicepcao, confirmado pela
diminuicdo no numero de contor¢cdes abdominais, e uma reducdo nos parametros
inflamatorios através da reducdo no numero de leucdcitos na cavidade peritonial,

sugerindo também, que o efeito do ACWS pode ser atribuido a reducdo de mediadores
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inflamatorios. Diversos outros trabalhos ja publicados demonstraram o potencial anti-
inflamatorio e antinociceptivo de pectinas, como o trabalhos de DO NASCIMENTO, et al.,
2014, no qual pectinas extraidas do tamarillo obtiveram resultados positivos nos testes de

nocicepc¢ao induzidos por acido acético e formalina.

A fim de estender os estudos sobre a acdo antinociceptiva e anti-inflamatoria do
ACWS, utilizou-se o modelo de inflamacgéo induzido por carragenina. A carragenina €
caracterizada por induzir uma resposta inflamatéria aguda revelada por edema e
sensibilidade a estimulos ndo nocivos (alodinia) (WINTER et al.,, 1962). Nesse
experimento, a dose escolhida foi a de 10 mg/kg, visto que nos testes de formalina e 4cido
acético essa dose foi a mais efetiva. Através do teste de alodinia mecéanica pelo método
up-and-down, avaliou-se que o pré-tratamento com o polissacarideo foi capaz de bloquear
o desenvolvimento da alodinia mecéanica induzida pela carragenina nas horas 3,4,5e 6
de medicdo e também foi capaz de reverter o edema de pata causado por ela. O ACWS
ndo foi capaz de bloquear a alodinia mecéanica ap6s 24 horas de sua administragéao,
sugerindo que seu efeito anti-inflamatorio ndo permanece apds esse periodo. Esses
dados corroboram os resultados anteriores obtidos nos modelos de formalina e acido

acético.

A inflamacéo induzida pela carragenina € desencadeada pelo envolvimento de
diversos mediadores pro-inflamatérios como neuropeptideos, prostaglandinas, NO e
citocinas (DE CASTRO FRANCA, et al., 2007). A MPO, enzima caracteristica de
processos inflamatérios, esta presente em neutréfilos que migram para o local da
inflamacé&o. Sua dosagem avalia indiretamente a infiltracdo dessas células para a pata do
animal, onde foi injetado a carragenina. O pré-tratamento com ACWS conseguiu inibir
significativamente a atividade da MPO, indicando uma redu¢éo na migragao de neutrofilos
para a regiao, e consequentemente reducdo do processo inflamatério. O TNF-a e a IL-1
sao citocinas proé-inflamatérias liberadas por macréfagos, neutrdéfilos e outras células do
sistema imune na inflamacgé&o induzida por carragenina. Elas induzem e mantém quadros
de hiperalgesia e agem em diferentes cascatas liberando outros mediadores inflamatoérios
como IL-6 e IL-8. A administracdo de ACWS foi capaz de diminuir os niveis de TNF-q,
corroborando os resultados da MPO como um indicativo da reducdo da migracédo de
neutrofilos na pata dos camundongos e consequente reducéo da liberacdo de citocinas
inflamatorias. Os valores para IL- sao preliminares e nao tiveram diferengas significativas

guando comparados ao grupo veiculo, sugerido pelo baixo numero de amostras. Nossos
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resultados estdo de acordo com outros trabalhos ja publicados envolvendo propriedades
anti-inflamatérias de polissacarideos, como mostrado por Maria-Ferreira et al. (2014), que
evidenciou que uma ramnogalacturonana extraida da Acmella oleracea diminuiu os niveis
de TNF-a em um modelo de Ulcera gastrica crbnica, com uma importante atividade anti-
inflamatoria. Ainda, em outro modelo de doenca do trato gastrointestinal, Ye et al. (2010)
demonstraram que uma pectina da mac¢d também reduziu os niveis de TNF- a em
camundongos com delecdo génica para IL-10, que desenvolvem colite ulcerativa
expontaneamente, evidenciando o efeito benéfico das pectinas em aliviar os sintomas

inflamatorios em um modelo de doenca inflamatdria intestinal.

Além disso, foi demonstrado que polissacarideos pécticos isolados da Capsicum
annuum reduzem a liberagédo de TNF-a e IL-13 em cultura de células THP-1 estimuladas
com LPS, comprovando e reforcando o efeito anti-inflamatério e imunomodulador de

polissacarideos (do Nascimento et al., 2017).

As espécies reativas de oxigénio (EROs) sédo subprodutos do metabolismo celular
normal, e sdo essenciais para manter diversos processos fisiopatolégicos e bioquimicos,
mantendo a homeostase celular devido ao equilibrio entre sua formacdo e remocao;
guando ocorrem alteracdes no estado de equiibrio, as EROs tornam-se altamente toxicas
para 0 organismo, podendo levar a morte celular por oxidacdo generalizada de
macromoléculas como lipidios e proteinas, além de agravar processos inflamatorios
(RASILAINEN et al.,, 2002; STEPHENS et al., 2009). As EROs agem de diversas
maneiras, seja oxidando sequéncias génicas e alterando sua regulacdo, oxidando
proteinas e alterando os processos de expressao génica, diminuindo a atividade de reparo
do DNA ou aumentando a lipoperoxidacdo — promovendo mutacées que comprometem o
funcionamento correto da célula. Todos esses processos podem levar ao aumento da
transcricdo e liberacdo de fatores inflamatérios (BHATTACHARYYA, 2014). Diversos
trabalhos ja publicados demonstram o potencial antioxidante de polissacarideos como em
CAl et al., 2018 e GAO et al., 2014. KLOSTERHOFF, et al., 2017 avaliaram a atividade
anti-fadiga do ACWS no teste de natacdo forcada, a atividade antioxidante do
polissacarideo no hipocampo do cérebro de ratos, obtendo resultados satisfatorios. Nesse
contexto, foram realizados testes para avaliar os parametros antioxidantes do ACWS
sobre o quadro de inflamacdo induzida por carragenina, através de ensaios para
determinacao da atividade enzimatica da superéxido dismutase (SOD) e catalase (CAT),
para determinacdo dos niveis de glutationa (GSH) e lipoperoxidos (LPO) e analisar o
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potencial antioxidante do polissacarideo, in vitro, através da deple¢cdo de DPPH. Como
esperado, 0s grupos veiculos de todos 0s ensaios tiveram seus parametros antioxidantes
condizentes com o quadro de inflamacdo instaurado. A enzima superoxido dismutase
(SOD) e responsavel pela dismutacdo de moléculas de superoxido (Oz2) em peroxido de
hidrogénio e 4gua; ja a enzima catalase (CAT) é responsavel pela converséo de peréxido
de hidrogénio em oxigénio e dgua (MELONI, 2003); e em processos inflamatoérios suas
atividades se encontram reduzidas. Em nosso estudo, foi observado que o grupo veiculo
apresentou uma reducdo nos niveis das enzimas SOD e CAT, sugerindo a presenca do
quadro inflamatério; nos grupos pré-tratados com o polissacarideo, as atividades de
ambas foram aumentadas significativamente, prevenindo a alteracao dos padrées normais
da atividade enzimética dessas enzimas com caracteristicas antioxidantes e corroborando

seu potencial anti-inflamatorio.

Assim como a catalase, a glutationa (GSH) participa das reac¢des que transformam
peroxido de hidrogénio em oxigénio e agua. Ela faz parte dos antioxidantes enddégenos
ndo enzimaticos e € encontrada em todas as células eucaridticas associando-se a
enzimas como glutationa redutase (GPX) e glutationa-S-transferase (GST), para formar o
sistema glutationa (BHATTACHARYYA, 2014). Em processos inflamatorios seus niveis
estdo diminuidos — o que foi possivel observar a partir dos nossos dados — e como o
esperado, o pré-tratamento com ACWS foi capaz de inibir a diminuicdo de GSH que ocorre

durante a inflamacéo.

A lipoperoxidacdo € um processo que resulta da deterioracdo por oxidacdo de
acidos graxos poli-insaturados (PUFA); esses acidos graxos estdo presentes em grande
guantidade nas membranas celulares, e sua protecdo contra oxidacdo é essencial para
manter o bom funcionamento da célula. As membranas celulares séo estruturas fluidas
(caracteristica primordial para o bom desempenho de suas func¢des), e quando possuem
seus acidos graxos oxidados se tornam mais rigidas e viscosas, alterando suas funcgdes.
Os PUFAs séo particularmente suscetiveis a oxidacdo devido ao seu grande nimero de
duplas ligagdes carbono-carbono (REITER et al., 2014). Assim, para verificar o potencial
antioxidante do ACWS sobre a lipoperoxidacao, foi realizado o método FOX-2 para
mensuracao direta dos peroxidos. Esse método consiste na utilizacdo de ferro-xilenol
laranja para tal determinacéo, e através dele foi possivel observar que o polissacarideo
foi capaz de reduzir a lipoperoxidacdo devido a menor presenca de LOOH por mg de
tecido.



44

E por ultimo, foi determinado o padrdo antioxidante do ACWS atraves do teste de
sequestro do radical livre DPPH; os antioxidantes sdo capazes de reduzir o radical estavel
DPPH em sua forma néo-radical DPPH-H. O ACWS se mostrou eficiente em reduzir o
DPPH, de maneira concentracdo/dependente, confirmando seu potencial antioxidante.
Todos esses resultados positivos acerca dos parametros antioxidantes do ACWS
corroboram os resultados de outros trabalhos ja publicados sobre as propriedades
antioxidantes de polissacarideos, como em GOVIDAN, et al., 2015, que demonstrou o
efeito antioxidante de um polissacarideo extraido da Calocybe indica sobre a atividade da
SOD e CAT, niveis de GSH e sequestro de DPPH; em LIU, et al., 2017 que demonstrou a
atividade antioxidante de um polissacarideo extraido da Fomitiporia punctata, sobre os
mesmos parametros de avaliacdo; KLOSTERHOFF, 2018, que demonstrou previamente
o efeito antioxidante do ACWS em fibroblastos por CORREA-FERREIRA, et al., 2017,
onde uma pectina extraida da Artemisia campestres, demonstrou ser efetiva no sequestro

do radical DPPH, também nas concentracdes de 300 e 1000 pg/mL.

Por meio da anélise de todos os resultados obtidos, sugere-se que o potencial anti-
inflamatorio do polissacarideo péctico rico em arabina extraido da acerola se deve aos
efeitos antioxidante e anti-inflamatério, os quais limitam através de cascatas bioquimicas,
a migracdo celular e a sintese de mediadores proé-inflamatérios, atenuando o
desenvolvimento do processo inflamatério. Como citado anteriormente, o estudo dos
polissacarideos e suas propriedades anti-inflamatdrias e antioxidantes vem sendo cada
vez maior; ja sdo diversos os trabalhos publicados acerca do tema, e vale comentar o
trabalho de POPQV, et al., 2014, pelas suas semelhancas com a pesquisa e resultados
obtidos por nés, no qual um polissacarideo péctico extraido da ameixa (Prunus domestica)
obteve resultados positivos como anti-inflamatorio e antioxidante, sugerindo o promissor
potencial dos polissacarideos. Popularmente, o uso de pectinas para tratar doencas
inflamatorias, como artrite, € cada vez maior. A ingestdo de sucos citricos sdo a forma
mais comum de ingestéo e inclusao dessas pectinas nas dietas pela populacdo. Apesar
de muitas indicacBes ndo terem estudos cientificos, hd evidéncias do potencial anti-
inflamatorio dessas pectinas; portanto € de grande interesse cientifico estudar e validar o
efeito desses polissacarideos pécticos em modelos de dor inflamatoria (GOTT, Peter,
2004; WEISS, Thiago, 2016),
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8. CONCLUSAO

Em conjunto, os resultados obtidos neste trabalho comprovam que o polissacarideo
péctico extraido da acerola (Malpighia emarginata — ACWS) quando administrados
sistemicamente, apresenta efeito analgésico em camundongos, reduzindo
comportamentos nociceptivos em modelos experimentais de dor bem como a alodinia
mecéanica frente a sensibilizagdo inflamatoria, efeitos que podem estar intimamente
correlacionados com a reducdo da infiltracdo celular e consequente diminuicdo da
liberacdo de mediadores inflamatorios e estresse oxidativo. Estes resultados preliminares
sdo de grande importancia, pois revelam propriedades terapéuticas adicionais do
polissacarideo caracterizado como pectina rica em arabinana, evidenciando o potencial

benéfico da acerola para saude.
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