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RESUMO

As nanoparticulas de prata (AgNP) tém emergido como uma importante classe de
nanomateriais com diversas aplicagcdes médicas. O interesse em realizar pesquisas
usando proteinas e nanoparticulas de prata (AgNPs) € amplo pois a atividade anti-
inflamatoria desses tipos especificos de agrupamentos em nanoescala é
desconhecido. O estudo teve como objetivo descrever o efeito da administracéo
intraperitoneal de nanoparticulas de prata estabilizadas com coldgeno e goma do
cajueiro em modelos experimentais de edema de pata e peritonite induzidos por
carragenina. Foi analisado o potencial de inibicdo da formacdo de edema de pata
através do tratamento com a nanoparticula de prata citada anteriormente nas doses
de 50ul/kg, 100ul/kg e 150ul/kg aplicadas de forma intraperitoneal e sua acédo na
atividade da enzima mieloperoxidase, nesses ensaios foi determinada a melhor dose
para a continuidade do estudo. Em sequéncia foi realizado a peritonite induzida por
carragenina, para avaliagcdo do estresse oxidativo e da atividade anti-oxidante da
melhor dose da nanoparticula testada no estudo, comparando com 0O grupo
carragenina, com o grupo salina e com o grupo de tratamento anti-inflamatorio
padrdo indometacina, através analise de glutationa reduzida (GSH), nitrato e nitrito,
superoxido dismutase. Os resultados sugerem que a hanoparticula de prata
estabilizada com coldgeno e goma do cajueiro na dose de 3ml/kg possui potencial
antiinflamatério ao inibir a formacdo do edema em 70% na terceira hora de
experimento. O composto também demonstrou reduzir a atividade da enzima
mieloperoxidase de forma significativa quando comparado ao grupo controle. O
potencial antioxidante da nanoparticula € demonstrado pela reducédo dos niveis de
nitrito e manutencdo dos niveis de GSH e SOD quando comparados ao grupo
carragenina. Conclui-se que a nanoparticula de prata estabilizada com colageno e
goma do cajueiro possui um potencial antiinflamatorio, através da inibicdo do edema
de pata e da migracdo neutrofilica e potencial antioxidante através da manutencgéo
dos niveis de GSH e SOD e diminuicao dos niveis de Nitrito.

Palavras-chave: Nanoparticulas de prata. Anti-inflamatorio. Antioxidante. Estresse

Oxidativo. Inflamacéao.



ABSTRACT

Silver nanoparticles (AgNP) have emerged as an important class of nanomaterials
with diverse medical applications. The interest in conducting research using proteins
and silver nanoparticles (AgNPs) is broad since the anti-inflammatory activity of these
specific types of nanoscale clusters is unknown. The objective of this study was to
describe the effect of intraperitoneal administration of silver nanoparticles stabilized
with collagen and cashew gum in experimental models of paw edema and peritonitis
induced by the administration of carrageenan. The potential of inhibition of paw
edema of a silver nanoparticle at doses of 1ml / kg, 2ml / kg and 3ml / kg applied
intraperitoneally and its action on the enzyme myeloperoxidase activity was
analyzed. Oxidative stress and anti-inflammatory activity were also evaluated by the
determination of reduced glutathione (GSH), nitrate and nitrite, superoxide dismutase
in peritonitis. The results showed that the silver nanopatrticle stabilized with collagen
and cashew nut at a dose of 3 ml / kg had anti-inflammatory potential by inhibiting the
formation of edema by 70% during third hour of experiment. The compound also
demonstrated to reduce the activity of the enzyme myeloperoxidase significantly
when compared to the control group. The antioxidant potential of the nanoparticle is
demonstrated by the reduction of nitrite levels and maintenance of GSH and SOD
levels when compared to the carrageenan group. It is concluded that the silver
nanoparticle stabilized with collagen and cashew gum has an anti-inflammatory
potential, through the inhibition of paw edema and neutrophil migration and
antioxidant potential through the maintenance of GSH and SOD levels and decrease
of Nitrite levels.

Keywords: Silver Nanoparticles. Anti-inflammatory. Anti-oxidant. Oxidative stress.

Inflammation.
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1. INTRODUCAO

As nanoparticulas (NP) podem ser produzidas em laboratério, tornando
possivel controlar tamanho e forma, gerando modificacbes nas capacidades
quimicas e fisicas do material usado para a sintese quando comparado a sua escala
nanométrica. Devido a seu pequeno tamanho, as NPs possuem uma area
superficial, por unidade de volume ou massa muito superior a um aglomerado
metalico, fazendo com que suas propriedades fisico-quimicas sejam extremamente
dependente de suas morfologias e tamanhos. Portanto, nanoestruturas sao
particulas pequenas que apresentam propriedades novas ou melhoradas, como
tamanho, distribuicdo, fase, morfologia, cristalinidade, dentre outros que permitem
gue as NP sejam atualmente utilizadas em diversos campos na area médica para
estudos antimicrobianos, anti-inflamatorios, diagndstico, entrega de medicamentos e
sequenciamento de DNA (DAS et al, 2017; DANIEL E ASTRUC, 2004;
ALLAHVERDIYEV, et al., 2011; WIESENTHAL, et al., 2011).

Nesse contexto, as NP metélicas vem sendo foco de estudos, como por
exemplo, prata e ouro. A prata vem sendo utilizada por apresentar uma ampla
variedade de aplicagbes, como por exemplo o controle de infec¢gbes, sendo portanto
um dos principais metais de escolha para producao de nanoparticulas, esse metal é
comprovadamente efetivo e aplicado em diversas areas meédicas, devido sua
eficiéncia contra bactérias, virus e outros microorganismos eucariotos, sem no
entanto ser toxica para humanos, mostrando ainda capacidades anti-angiogénicas,
anti-oxidantes e anti-inflamarérias (DAS et al.,, 2017; MOLDOVAN et al. 2017,
CUMBERLAND, LEAD; 2009).

As NP sao termodinamicamente instaveis e tendem a se agregar, portanto ha
a necessidade do uso de estabilizantes pois eles se adsorvem a superficie das NP
impedindo sua agregacdo e mantendo seu tamanho pequeno, preservando suas
caracteristicas (KAMAT, 2002; NICEWARNER-PENA, et al., 2001; DICK, et al.,
2002; SIGNORI, et al., 2010). Na sintese de nanoparticulas de prata (AgNPs) sao
comumente utilizados agentes quimicos (agentes redutores) para levar os ions
metalicos ao seu estado de oxidacdo zero, atraveés da reducdo desses ions.
(GULRAJANI et al, 2007; DURAN et al, 2010).

Diversos estudos mostram que as nanoparticulas de prata possuem efeitos

inibitdrios consideraveis contra microorganismos, propriedades que ajudam na
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cicatrizacdo de feridas e efeitos antitumorais, antibacterianos, antivirais e
antiangiogénicos (MURPHY, 2008; MATHEW e KURIAKOSE, 2013; WONG, et al.,
2009; BANERJEE e NARENDHIRAKANNAN, 2011; RUTBERG, et al., 2008). A
literatura mostra que essas nanoestruturas de prata induzem a apoptose e reduzem
o nivel de matriz metaloproteinase em feridas, inibe angiogénese e permeabilidade
vascular através fator de crescimento do endotélio vascular e interleucina 18 em
celulas bovinas endotelais (RUTBERG, et al., 2008; RIGO, et al, 2013,
KALISHWARALAL, et al., 2010).

Entretanto os efeitos das nanoparticulas de prata no processo inflamatério
agudo ainda ndo estd bem descrito. Devido a vasta quantidade de fatores
decorrentes da inflamacdo, € importante encontrar tratamentos efetivos com
minimos ou nenhum efeito colateral. Desse modo, a administracdo de
nanoparticulas como critério de tratamento, € uma forma de trazer beneficios ao
amenizar danos organicos ou melhorar o carreamento farmacologico, esses efeitos,
porém sdo pouco estudados na literatura ou deveras desconhecidos, faz-se
necessario estudos sobre a eficacia da administracdo de nanoparticulas no processo
inflamatorio induzido em roedores.

Embora uma quantidade significativa de medicamentos analgésicos e anti-
inflamatorios estejam disponiveis para o tratamento da dor e inflamacédo, essas
drogas exercem uma gama de efeitos colaterais, desse modo ha uma busca
continua de novos compostos como alternativas terapéuticas. Dessa forma, os
produtos advindos de fontes naturais também tém sido uma das fontes para a
descoberta de agentes terapéuticos beneficiando aqueles afligidos por quadros
inflamatérios (SILVA, 2014).

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Nanoparticulas

O termo nanoparticula ndo possui uma unica definicdo, dessa forma sao
normalmente definidas como particulas com dimenséo na faixa nanométrica entre 1
e 100nm, porém a Food and Drug Administration (FDA) diz que nanoparticulas séo
estruturas que apresentam fendmenos ou propriedades, sejam elas fisicas ou

qguimicas ou efeitos bioldgicos, que podem ser associados a sua dimensdo, mesmo
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gue estas estejam foram da faixa nanométrica (1-100nm), até 1um (PEREZ et al,
2005).

Atualmente, o foco das investigacfes na area de nanotecnologia € a sintese
controlada de nanoparticulas, com diferentes tamanhos, distribuicdo, forma, pureza,
quantidade, qualidade e composicédo quimica dessas NPs. Seus efeitos dependem
de suas propriedades, principalmente do tamanho, dessa forma o controle da
dispersdo dessas nanoestruturas € extremamente necessério para a manutencao
das suas aplicacdes com beneficio ao ser humano, ja que a literatura mostra ainda
qgue a dispersédo e a forma das NPs influenciam nos seus efeitos, principalmente o
efeito de toxicidade contra bactérias, especialmente se houver agragacdo das
mesmas com o passar do tempo (FABREGA et al, 2009).

Ha diversos métodos de sintese de nanoparticulas, sendo divididos em
métodos fisicos e métodos quimicos. Os métodos fisicos sdo chamados Top Down
(de cima para baixo na traducdo para o portugués), nesses meétodos sdo utilizados
métodos fisicos para a producdo de NPs, como témpera, moagem e a fotolitografia,
a decomposicdo térmica, a irradiacdo, a difusdo, dentre outros métodos. Esse
meétodo entdo utiliza materiais a granel, e entdo por intermedio dos processos fisicos
supracitados, reduz esses materiais a nanoparticulas. Os meétodos quimicos sao
chamados de Bottom Up (no portugués, de baixo para cima), e envolvem espécies
moleculares em reacfes quimicas para gerar o crescimento dos aglomerados,
utilizando sintese eletroquimica ou elementos biolégicos. A preparacdo de
nanoparticulas por esse método envolve a contru¢cao das mesmas a partir de atomos
ou moléculas individuais (HORISKOSHI; SERPONE, 2013).

Devido as caracteristicas que essas nhanoestruturas possuem, elas tem
ganhado grande destaque devido suas diversas aplicagbes, sendo bastante
utilizadas em tecnologia de sensores, aparelhos opticos, marcadores biolégicos,
sistemas de transporte de drogas, armazenamento de informagédo e na area de
catalise, ganhando portanto bastante evidéncia nas industrias téxteis, cosmeéticas,
eletrbnicas, opticas, biomedicas, de agricultura, de engenharia e farmacéuticas (JU-
NAM, LEAD, 2008; DANIEL E ASTRUC, 2004; KAMAT, 2002; NICEWARNER-
PENA, et al, 2001; DICK, et al, 2002; ALLAHVERDIYEV, et al., 2011;
WIESENTHAL, et al., 2011).

As nanoparticulas vem conquistando seu espaco ao mostrar sua funcao

auxiliar no carreamento de farmacos no organismo. De forma a elucidar-se no



17

estudo de Berce et al. em 2016, onde relata que o0s recentes avancos em
nanotecnologia trouxeram nos ultimos anos, varias opcfes que podem ser usados
na clinica, utilizandas novas formulacbes para a entrega de droga citostatica,
imunoterapia em nanoescala, a detec¢cdo de doencas, e diagnéstico molecular.
Dentre os tipos de nanoparticulas, as nanoparticulas metalicas especificamente de
prata e ouro tem se destacado por suas promissoras aplicacbes nas areas de
catalise e biossensores (HADMA, 2009). As AgNPs se destacam por suas
propriedades antimicrobianas as quais lhes conferem potencial para varias
aplicacoes biotecnolégicas aliadas as suas caracteristicas elétricas térmicas
magnéticas e cataliticas. (WANG, 2011).

Uma exemplificacdo da utilizacdo de nanoparticulas, é citada, ainda, no
estudo de Berce el al. em 2016, onde traz, que 0 progresso na nanotecnologia
trouxe o conhecimento de novas formas de tratamento de cancer. Como o principal
objetivo é a utilizacdo do sistema de entrega de droga em nanoescala, a fim de
melhorar o indice terapéutico de um paciente diagnosticado com céancer, isto pode
ser conseguido através do aumento da concentragdo de um farmaco
anticancerigeno no tumor, reduzindo a sua toxicidade sistemica.

Algumas nanoparticulas possuem caracteristicas Unicas, que incluem auto-
montagem ou a capacidade de fazer uso dos efeitos de permeabilidade, aumentar a
biodisponibilidade de um agente ativo e muda-lo a partir de um composto com um
baixo valor terapéutico em um medicamento altamente eficiente. Como ja
comprovado antes, as nanoparticulas de ouro podem aumentar com sucesso a
eficacia de varias drogas anticancer in vitro. Essas nanoestruturas podem ser
concebidas para transportar cargas Uteis, no organismo, além disso, as estruturas
recentemente formadas séo capazes de detectar rapidamente células cancerosas,
carregar varias substancias ativas anticancer na sua superficie, e entregar as drogas
para a célula rapidamente (SIMON, 2015 e BERCE et al., 2016).

No estudo de DAS e colaboradores em 2017 eles verificaram o potencial anti-
inflamatorio de uma nanoparticula de prata sobre um edema de pata induzido por
carragenina em ratos, aplicando a nanoparticula de forma intraperitoneal, e
mostraram que a AgNP produzida por eles com extrato de planta apresentou uma
capacidade anti-inflamatéria importante ao inibir a formacdo do edema quando
comparados ao grupo que nao teve tratamento. Estudos ainda mostram que além de

capacidade anti-inflamatoria, as AgNPs também possuem uma capacidade
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antioxidante ao preservar niveis de glutationa (GSH) e da enzima superoxido
dismutase (SOD) ndo deixando que os niveis de malondialdeido (MDA) se elevem
(EL-RAFIE e HAMED, 2014; RAMACHANDRAN e NAIR, 2011).

2.1.1. Nanoparticulas de prata

Dentre a variada gama de materiais para a sintese de nanoparticulas, as NPs
metélicas vem sendo bastante estudadas, devido suas propriedades funcionais,
grande estabilidade térmica, fisica e quimica, além de uma funcionalizacdo versatil
de sua superficie. As AgNPs séo as nanoparticulas metalicas mais utilizadas devido
suas diversas aplicacdes e por isso sdo o foco dessa dissertacdo (LOPES, 2017;
YOU, et al., 2012; HUANG, et al., 2011; GANGWAL, et al., 2011).

A prata foi um dos primeiros metais a serem manipulados e utilizados pelo
homem, por ser encontrado na natureza como elemento puro. E um metal de
transicdo que possui cor prateada, é brilhante, maleavel e apresenta grande
condutividade elétrica. Todos os sais de prata sdo insollveis, com excessdo de
poucos, dentre eles o nitrato de prata (AgNOs). O emprego da prata na medicina se
deve a capacidade antibacteriana e antifungica dos ions Ag* que age diretamente na
membrana citoplasmatica da célula bacteriana, exercendo acao bactericida imediata
e acao bacteriostatica residual. A utilizacdo desses ions é vantajosa pois geralmente
nao apresenta efeitos adversos para os seres humanos, de fato o uso de prata como
medicamento era bastante utilizado até a introducdo dos antibidticos nas praticas
médicas, porém com o0 aumento dos casos de resisténcia aos antibiéticos, os
compostos de prata tem ganhado espacgo (SOUZA, et al., 2013).

A reducao quimica € o método mais comumente empregado na producéo de
nanoparticulas de prata (AgNPs), nesse método ocorre a reducdo dos cations
metalicos para a sua forma elementar, na presenca de alguns agentes redutores,
como por exemplo, o borohidreto de sddio. O método quimico visa a obtencgdo de
uma solucéo coloidal estavel em agua e solventes, a reducéo desses ions de prata
promove a formacdo de atomos de prata, seguido pela aglomeragdo de particulas
gue em solucao agquosa comumente produz prata coloidal (MELO, 2015).

Outro agente necessario para essa sintese € o agente estabilizante, que
pode ser o préprio agente redutor, ou outros compostos quimicos como acidos
hamicos, polissacarideos ou proteinas. (CARVALHO, 2013). A estabilizacdo da
AgNP durante sua sintese ocorre de duas maneiras, ha a estabilizacéo eletrostatica

que ocorre pela adsorcéo de ions pela superficie metalica provocando uma forga de
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repulsdo Cuolébmbica entre particulas individuais. E h&a a estabilizacdo estérica que
ocorre ao envolver o centro metalico com uma camada de material que é
estericamente volumoso, promovendo uma barreira que impede a aproximagao
desses centros, essa estabilizagdo pode ser conseguida por polimeros. Alguns
estabilizantes combinam ambos os efeitos, formando a estabilizacdo eletroestérica,
como € o caso da goma do cajueiro (AIKEN e FINKE, 1999; PATAKFALVI, et al.,
2007).

Na busca por uma menor dispersdo de morfologia, novas estruturas, ou 0 uso
de reagentes e rotas mais brandas para o meio ambiente ao sintetizar AgNPs,
inumeros percursores foram utilizados como iodeto de prata, perclorato de prata,
tetrafluorborato de prata, hexafluorfosfato de prata, que tinham uma reacéo inicial
rapida, porém perdiam velocidade ap6s os primeiros 10 minutos, e outro precursor
utilizado foi o nitrato de prata (AgNOs) que possui uma reagdo mais lenta, porém
constante, o que permitia um melhor controle da morfologia da AgNP (SUN et al,
2003; BARSOTTI et al, 2004; PATAKFALVI, et al., 2004).

A utilizacdo dos métodos quimicos para a producdo de AgNPs ocorrem
através da utilizacdo de solventes téxicos, como o borohidreto de so6dio que podem
ser adsorvidos a superficie das AgNPs, podendo também ocorrer a criacdo de
subprodutos perigosos e envolver um alto consumo de energia. Devido a essas
desvantagens ha a necessidade crescente de desenvolver métodos nédo téxicos e
ndo agressivos ao meio ambiente, porém com um rendimento alto e um baixo custo
(PACIONI, et al., 2015). Alguns agentes redutores e/ou estabilizadores usados para
a producdo de AgNPs sdo bactérias, fungos, extratos vegetais, algas, proteinas
(como o coldgeno) e gomas naturais como no caso da goma do caju (QUELEMES,
et al. 2013).

2.1.2. Colageno

O termo colageno deriva da palavra grega que significa cola, € uma proteina
fiborosa encontrado em diversas partes do corpo humano como pele, dentes,
tenddes, intestinos e diversos outros locais, compreendendo cerca de 30% do total
de proteinas e 6% do peso total do corpo humano. Sendo considerada a proteina
mais abundante do reino animal e desepenhando diversas funcdes desde o suporte
de orgaos até o armazenamento de energia (CARDOSO et al., 2016).

E produzido na forma de pro-colageno pelos fibroblastos, células musculares

lisas e osteoblastos, contudo, uma vez liberado para o meio extracelular, perde parte
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de sua estrutura proteica e através da fibrilogénese da origem a estruturas fibrilares
(GOISSIS, 2007).

Existem pelo menos 27 tipos diferentes de colageno, devido as suas
associagdes de suas cadeias a, esses tipos sao classificados em trés grandes
grupos, em funcédo das caracteristicas da organizacdo macromolecular da tripla
hélice:

Tipo | — Moléculas menores que 300nm e dominios helicoidais ininterruptos;

Tipo Il — Moléculas com comprimento igual ou superior a 300nm com
dominios helicoidais ininterruptos;

Tipo 1l — Moléculas menores que 300nm com dominios helicoidais
ininterruptos ou nao (GOISSIS, 2007).

O colageno utilizado nesse trabalho foi o tipo I, encontrado pricipalmente em
pele, tenddo, ossos e cérnea. O colageno tipo | é formado por trés cadeias
polipeptidicas caracterizadas pela repeticdo um triplete Gly-X-Y, onde X é
geralmente uma prolina e Y uma Hidroxiprolina, com uma concentragao de cerca de
33%, 12% e 11% respectivamente para 0os aminodcidos citados anteriormente. A
organizacdo do colageno € pentafibrilar, formado por cinco moléculas de
tropocolageno justapostas ao longo de um eixo longitudinal e deslocadas umas das
outras em cerca de ¥ do seu comprimento (GOISSIS, 2007).

O crescente interesse pelo colageno se da pelo fato de suas propriedades,
como baixa alergenicidade, baixa antigenicidade, e alta biocompatibilidade, ele ainda
€ bioabsorvivel, hemostatico, biodegradavel e nao-toxico, € sinérgico com
componentes bioativos, e compativel com polimeros sintéticos e naturais, possuli
ainda grande forca de tenséo e alta afinidade pela agua (CARDOSO et al, 2016).

O colageno tipo I, foi utilizado em dois estudos, Alarcon et al. 2012 e Cardoso
et al. 2016, para estabilizar os AQNPs comecando com uma solucdo de nitrato de
prata. Os autores conduziram um estudo para testar a biocompatibilidade e as
propriedades antibacterianas de AgNPs estabilizadas com colagénio. Refor¢cando
assim, que testes envolvendo os diferentes tipos de colageno sado extremamente
importantes para diferenciar, entre suas estruturas e propriedades, os beneficios de
nanoprtaticulas AgNPs em aplicacdes terapéuticas tais como sistemas de libertacdo
de farmacos, fatores de crescimento, sistemas de ancoragem de formacdo de
células e reparacao tecidual. (CARDOSO et al. 2016).
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2.1.3. Goma do Cajueiro

Como ja foi relatado as nanoparticulas metalicas livres ou imoveis |,
apresentam varias propriedades, dentre elas capacidades antiinflamatéria e de
combater microorganismos, além disso a literatura mostra que essas nanoestruturas
metalicas podem ser sintetizadas por biorreducdo realizada por compostos
encontrados em vegetais (TYAGI, 2016). Nesse sentido a planta Anacardium
Ocidentale L. conhecido também como cajueiro produz polissacarideos que podem
ser utilizados para a obtencdo de nanoparticulas aplicaveis na &rea médica,
principalmente por conta de suas caracteristicas como propriedades fisico-quimicas,
baixo custo, disponibilidade e caracteristicas biodegradaveis (MAIA-SILVA, et al.,
2012).

O cajueiro faz pertence a familia Anacardiaceae, fazendo parte dos
Dicotyledoneae, de género Anacardium, espécies Anacardium Occidentale, L.
(cajueiro comum) (HERBARIO, 2006). O cajueiro é uma arvore comum em
pequenos pomares, nas cidades e também muito cultivada em quase todo o pais. O
seu fruto verdadeiro € a castanha, um fruto seco muito apreciado no Brasil e no
exterior (MAIA-SILVA, et al., 2012).

O cajueiro é dotado de diversas propriedades biolégicas, destacando-se,
antiinflamatdrias, anti-oxidantes, antimicrobiana e cicatrizante (FREITAS et al.,
2016). Essa arvore, portanto, possui diversas aplicagdes medicinais, o suco € usado
para o tratamento contra a gripe e contra a febre, o ch& da casca é utilizado contra a
diarréia ou colicas, o fruto é utilizado contra sifilis e também como diurético. O cha
das folhas € empregado nos banhos da boca, em Ulceras, amidalite e limpezas de
feridas, as folhas e a casca € utilizado em psoriase, eczemas, escroéfulas, dispesias,
doencas venéras, problemas genitais e até na incapacidade sexual (TAYLOR,
2005). Porém existe ainda potencial para o uso da goma do cajueiro, pois essa
apresenta potencial antibacteriano, fungicida, antiinflamatério e gastroprotetor
(ANDRADE, et al., 2013).

Polimeros naturais tém sido o objeto de estudo de diversos pesquisadores
devido ao seu grande campo de aplicagdes, principalmente como substitudo de
polimeros sintéticos, com vantagens como baixo custo, baixa toxicidade, boa
disponibilidade e biodegradabilidade. Esses biopolimeros tém varias fontes, tais
como, semente de algas, exsudatos de plantas e microorganismos (PAULA, et al.,

2011). Esses biopolimeros quando tem alta massa molecular formados por unidades
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repetitivas denominadas monossacarideos ligados por ligagdes glicosidicas podem
ser quimicamente definidos como polissacarideos (SILVA, 2013).

As gomas sao polissacarideos produzidos pelas células epiteliais das plantas
quando o cortéx é agredido por injdrias fisicas ou ataque microbiano. A producéo do
exsudato gomoso é um mecanismo de defesa dessas plantas que crescem em
areas semi-aridas. A goma do cajueiro € um heteropolissacarideo complexo
exsudado de cajueiros (Anacardium Occidentale) e por sua semelhanca estrutural
com a goma arabica tém sido sugerida como sua substituta, além dessa vantagem,
existem outras para essa substituicdo, como a alta biodisponibilidade da goma do
cajueiro na regido nordeste do Brasil, e também a semelhanca quimica entre as
gomas (ANDRADE, et al., 2013).

Outras vantagens da utilizacdo de polissacarideos como a goma do cajueiro é
0 seu reconhecimento molecular natural, uma vez que possuem caracteristicas que
dao mais especificidade ao composto, podendo potencializar a farmacocinética da
droga. Esses sistemas poliméricos tem atraido bastante atencdo da comunidade
cientifica devido ao seu potencial terapeutico entre eles: manutencdo do nivel
terapeutico do farmaco no sangue, diminuicdo das reacdes adversas e a melhora do
esquema posoldgico através da diminuicdo do niumero de doses, levando a maior
aceitacao e colaboracao do paciente (MOURA, 2009).

As gomas sao polissacarideos naturais, dispostas em arranjos lineares ou
ramificados e pertencentes a classe dos carboidratos. Sao substancias translicidas,
inodoras, insipidas, nao toxicas, hidrofilicas, amorfas, sollveis em agua que em
baixas concentracdes formam solucbes viscosas, gelificantes, emulsificantes,
estabilizantes e aglutinantes. Apresentam ainda capacidade de controle de
cristalizacdo, inibicdo de sinérese, encapsulacdo e formacdo de filmes, sao,
portanto, empregadas nas industrias de alimentos e farmacéutica como espessantes
e estabilizantes, entre outras aplicacdes. O polissacarideo ou goma extraido do
cajueiro (Anacardium Ocidentale L.) € um produto natural e de facil extracdo, sendo
uma arvore abundante no nordeste do Brasil (MOURA, 2009; ANDRADE, et al.,
2013).

A goma do cajueiro € um heteropolissacarideo ndo-toxico e complexo que
escorre naturalmente ou ao fazer incisées no tronco da arvore, tem a aparéncia de
uma resina amarelada e contém b-D-galactose, a-D-glicose, arabinose, rhamnose e

acido glicurénico, servindo como um importante redutor e estabilizador da prata.
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Apesar do grande potencial estabilizador desse polimero, ele mostrou ainda ter uma
certa capacidade redutora, ao reduzir ions Ag* para Ag°. A preparagdo de NPs com
biopolimeros naturais apresentam diversas vantagens sobre a preparacdo com
agentes quimicos como as longas cadeias macromoleculares que possuem um
grande numero de grupos hidroxila e podem interagir bem ao formar um complexo
com ions de metal, possuem ainda radicais carboxila que podem interagir
eletroestaticamente com ions de prata formando complexos como parte da nano
estrutura da prata (QUELEMES et al. 2013).

O interesse em realizar pesquisas usando proteinas, polimeros naturais e
nanoparticulas de prata (AgNPs) é amplo pois a atividade anti-inflamatoria desses
tipos especificos de agrupamentos em nanoescala € pouco conhecido e dados
sobre a atividade antimicrobiana, biocompatibilidade e adsorgdo de AgNPs foram
mostrados na literatura. Estudando a interacdo de AgQNPs com proteinas e polimeros
naturais pode ser valioso para a compreensdo da estabilidade dos sistemas de
nanoparticulas, os efeitos da descoberta em sistemas biolégicos e o
desenvolvimento de novos produtos farmacéuticos (CARDOSO et al., 2016).

2.2. Inflamacao

O processo inflamatério vem sendo estudado por diversos autores sendo uma
resposta de defesa que ocorre apds dano celular causado por microorganismos,
agentes fisicos (radiacdo, trauma, queimaduras), quimicos (toxinas, substancias
céusticas), necrose tecidual e/ou reacdes imunoldgicas. E uma reagdo complexa em
tecidos que consiste principalmente nas respostas dos vasos sanguineos e
leucdcitos. Pode ser aguda ou cronica dependendo da natureza do estimulo ou da
efetividade da reacdo inicial em eliminar o estimulo causados (DIAS et al. 2013;
SANTIAGO et al. 2015).

A inflamacdo € um processo fisioldgico de defesa que ocorre em decorréncia
da ativagcdo de alguns mecanismos que provocam alteracbes nos componentes
humorais e celulares ap0s uma injuria tecidual. A exposicdo a um patdgeno gera
uma migracdo de ceélulas circulantes, que séo direcionadas pela presenca de
substancias quimiotaticas no sitio inflamatério. Onde irdo atuar entdo destruindo
(fagocitose e anticorpos), diluindo (plasma extravasado) e isolando ou sequestrando
(malha de fibrina) o agente agressor, além de abrir caminho para os processos de
reparacao tecidual (regeneracéo e cicatrizacao) (CRUVINEL, et al., 2010).
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A resposta inflamatoéria, apesar de complexa, por fazer parte da imunidade
inata, apresenta-se de maneira essencialmente estereotipada, caracterizada
basicamente pela reacdo de vasos sanguineos, levando ao acumulo de fluidos e
células sanguineas. Essas reacfes vao permitir a liberacdo, ativacdo ou sintese de
substancias conhecidas como mediadores quimicos ou farmacoldgicos da
inflamacédo, que serdo responsaveis por determinar diversas reacoes locais, tais
como dilatacdo de vasos da microcirculagdo, aumento do fluxo sanguineo e da
permeabilidade vascular, extravasamento de liquido plasmético, formacédo de
edema, diapedese da célula para o meio extravascular, fagocitose, aumento da
viscosidade do sangue, diminuicdo do fluxo sanguineo, podendo gerar até uma
estase. Assim 0 processo inicial, agudo, se manifesta localmente de forma
padronizada e estereotipada, qualquer que seja a nhatureza do estimulo lesivo
(BECHARA e SZABO, 2006).

Entretanto a inflamacdo pode ser potencialmente danosa, ja que sua
manifestacdo pode gerar lesdes no préprio organismo, as vezes de forma mais
deletéria que o proprio agente da injaria, como ocorre na artrite reumatoide do
homem e em alguns tipos de pneumonia. Dessa forma a inflamacédo pode ser
dividida em aguda ou crdénica, dependendo de algumas caracteristicas basicas, na

tabela 1 podemos observar as diferencas entre a inflamacao cronica e aguda.

Tabela 1 — Caracteristica dos processos inflamatérios agudo e crénico.

Inflamagéo aguda Inflamagéo cronica

Agente causal Patogenos organicos, Persisténcia do estimulo
radiacdo ionizante, agentes inflamatoério inicial,
guimicos, trauma mecanico autoimunidade

Células Neutrofilos, mondcitos, Macrofagos, linfécitos,

envolvidas macrofagos e mastoécitos fibroblastos

Mediadores Aminas vasoativas, Interferon — vy, citocinas,

primarios eicosanoides, quimiocinas, fatores de  crescimento,
espécies reativas de oxigénio enzimas hidroliticas

Inicio Imediato Tardio

Duracéo Poucos dias Meses ou anos

Evolucgéo Cicatrizagdo com restituicdo Destruicéo tecidual e fibrose

ad integrum, formacdo de

abscesso ou cronificacao
Fonte: Cruvinel et al., 2010.
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2.2.1. Inflamacao aguda

A inflamacdo aguda apresenta cinco sinais clinicos, conhecidos como cinco
sinais cardinais da inflamacéo, séao eles: rubor (vermelhidao), tumor (edema), calor,
dor e perda de funcao. Esse tipo de inflamacdo possui trés componentes principais:
Alteracbes no calibre vascular que geram um aumento do fluxo sanguineo,
mudancas estruturais na microvasculatura que permitem que as proteinas do plasma
e 0s leucdcitos saiam da circulacdo e emigracdo de leucocitos da microcirculagéo,
seu acumulo no foco da injaria e sua ativagdo para eliminar o agente agressor
(SERHAN, 2004; DIAS et al., 2013).

Durante a inflamacao varios sistemas bioquimicos, como cascata do sistema
complemento, do sistema de cininas e da coagulacdo, sdo ativados, auxiliando no
estabelecimento, evolucdo e resolugcdo do processo. Adicionalmente, substancias
sollveis e de meia-vida curta séo liberadas, exercem sua acdo e sdo degradas. Em
geral, o sucesso na remocdo do estimulo desencadeador leva ao término da
resposta aguda e ao reparo tecidual completo (CRUVINEL, et al., 2010).

A inflamacdo aguda é entdo dividida em duas importantes fases: a fase
vascular mediado pela liberacdo de histamina e serotonina, seguidas de bradicinina
e prostaglandinas e a fase celular caracterizada pela producdo de citocinas,
liberacdo de macréfagos e mastécitos, além de um intenso infiltrado neutrofilico
(SERHAN, 2004; DIAS et al. 2013).

2.2.2. Fase vascular
Na fase vascular, ha alteragcdes que ocorrem nos vasos sanguineos da
microcirculacdo nas primeiras horas apos a injdria, em graus variados ha trés tipos
de processos:

- Modificacédo no calibre dos vasos e fluxo sanguineo;

- Aumento da permeabilidade vascular;

- Exsudacéo de plasma e de células para o meio extravascular que sao
destinadas a maximizar o movimento de proteinas plasmaticas para
fora da circulacdo, formando o exsudato (fluido extravascular com alta
concentragdo de proteina) indicando aumento da permeabilidade
normal na area da lesdo (CRUVINEL et al., 2010).

A modificacdo no calibre dos vasos e fluxo sanguineo comeca a partir da

vasodilatacdo, que primeiro envolve as arteriolas e entdo leva a abertura de novos

leitos capilares na area, aumentando o fluxo sanguineo (o que causa calor e rubor,



26

dois dos cinco sinais cardinais da inflamacé&o de Celsus), induzida principalmente por
histamina, 6xido nitrico (NO), bradicinina, serotonina e prostaglandinas, isso pode
gerar um aumento da pressao hidrostética local, suficiente para causar uma
transudacédo de fluido rico em proteinas para o espaco extravascular (BECHARA e
SZABO, 2006).

A consequéncia dessa transudacdo é uma reducdo na velocidade fluxo
sanguineo, devido ao aumento da viscosidade sanguinea pela retirada de fluidos e
proteinas e pela elevacdo da concentracdo de eritrécitos em vasos pequenos,
dilatando os mesmos e aumentando a permeabilidade vascular, esse processo é
conhecido como estase ou congestdo vascular, com essa diminuicdo de velocidade
no fluxo sanguineo ha uma tendéncia dos leucécitos se encontrarem de forma mais
periférica no vaso sanguineo, principalmente os neutrofilos, processo denominado
marginacao, isso permite que se acumulem no local da leséo, se aderindo a parede
do vaso através das moléculas de adesdo que estdo mais expressas nas células
endoteliais devido a mediadores produzidos no local da lesdo e migrando para o
tecido intersticial se dirigindo ao local da lesao (DIAS et al. 2013).

O aumento da permeabilidade vascular € uma das consequéncias principais
da inflamacéo aguda, mediado principalmente por mediadores do tipo da histamina e
bradicinina, que causam uma abertura transiente das juncfes entre as células
endoteliais adjacentes formando lacunas de 0,1 — 0,4 um de largura, levando a saida
de exsudato gerando edema, esse mecanismo € chamado também de resposta
transitoria imediata pois ocorre rapidamente em resposta ao mediador e é
usualmente de curta duracdo (BECHARA e SZABO, 2006).

A formacdo de lacunas parece ser mediada pela ativacdo de proteinas
contrateis presentes nas células endoteliais, levando a uma separacéo das células a
partir de suas juncdes, conhecido como “gaps”, esse evento ocorre primariamente
nas vénulas. A contracdo das ceélulas endoteliais das vénulas se d& pela acdo de
mediadores quimicos, pois essas ceélulas possuem, em maior concentracao,
receptores para mediadores quimicos da inflamagéo (BECHARA e SZABO, 2006).

No caso da formacéo fisiologica dessas lacunas, ndo ha evidéncia de lesdo
concomitante do citoplasma das células endoteliais, e quando o vazamento cessa,
as ceélulas se aproximam novamente para refazer uma juncdo morfologicamente
normal. No entanto, quando ha o acumulo de neutréfilos e estes se aderem ao

endotélio durante a inflamacéo também podem causar danos as células endoteliais,
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amplificando a reacédo inflamatéria e aumentando o extravasamento, que pode ser
mantido por horas apos a lesdo até que o vaso seja reparado ou trombosado
(BECHARA e SZABO, 2006).

2.2.3. Fase celular

A inflamacédo tem como funcéo critica a entrega de leucdcitos para o local da
leséo visando a eliminagcdo do agente agressor e a resolucao da injaria, isso ocorre
durante a segunda fase da inflamacao aguda, a fase celular, onde a migracdo que
ocorre € principalmente de neutrofilos e macrofagos. Os leucdcitos incorporam e
degradam bactérias, complexos imunes e restos de células necréticas, e suas
enzimas lisossomais contribuem de outras formas com a resposta defensiva do
hospedeiro. Entretanto, leucécitos podem também prolongar a inflamacdo e
aumentar o dano tecidual pela liberacdo de enzimas, mediadores quimicos e radicais
livres, que s&o toxicos para os tecidos (MOCSAI, 2015).

A entrega de leucdcitos envolve trés processos principais:

- Marginagao;

- Rolamento e adeséo;

- Migracdo e quimiotaxia (MOCSAI, 2015).

No fluxo sanguineo normalmente as hemacias estdo presentes na luz do
vaso, empurrando os leucdcitos para a parede do vaso, com a lentificacdo do fluxo
sanguineo e dilatacdo dos vasos presentes no local da inflamacgéo, as condi¢cdes
hemodindmicas mudam fazendo com que seja possivel que as hemécias se
aglomerem, de forma a empilhar-se, o fendmeno do empilhamento, ou rouleaux,
esses aglomerados de glébulos vermelhos fazem com que os leucécitos assumam
condicGes periféricas, processo esse chamado de marginacdo (MCEVER, 1991;
PARKIN; COHEN, 2001).

Seguindo esse processo, 0s leucdcitos se ligam transitoriamente a parede do
vaso e se desligam sucessivamente através de ligacdo de moléculas chamadas
selectinas, que possuem uma afinidade baixa, fazendo com que a for¢a de arraste
presente no fluxo sanguineo quebre as ligacbes e desloque a célula, que se liga
mais a frente novamente, rolando pela parede do vaso até chegar no local da
inflamagé&o, o processo de rolamento mediado pelas selectinas e a diminuicdo da
velocidade do fluxo sanguineo (diminuindo sua forca de arraste) da oportunidade
aos leucocitos de se aderirem mais firmemente ao endotélio através da ligacdo com

moléculas de adesdo chamadas de integrinas. A expressao superficial dessas
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moléculas € induzida, aumentada ou alterada por mediadores inflamatorios e
mediadores quimicos, tais como: endotoxinas, Cba, peptideos quimiotaxicos,
leucotrieno, IL-1, TNF, dentre outros, resultando em adesividade aumentada. Alguns
desses agentes atuam sobre 0s leucdcitos, outros sobre as células endoteliais e
outros em ambos (MCEVER, 1991; PARKIN; COHEN, 2001).

Apés essa adesado, ocorre a migracdo dos leucocitos, que se refere ao
processo pelo qual estas células escapam dos vasos sanguineos para o local da
inflamacéo. Depois da adesdo os leucécitos movem-se ligeiramente ao longo da
superficie endotelial e inserem pseuddépodos nas juncdes interendoteliais. Eles
deslizam por essas juncdes alargadas, para assumir posicdo, eventualmente, enter a
membrana basal e a célula endotelial. Ai podem permanecer por curto periodo de
tempo, mas atravessam depois a membrana basal e escapam para 0 espaco
extravascular (BECHARA e SZABO, 2006). Através dessa transmigracdo ou
diapedese, as quimiocinas produzidas no local da lesdo estimulam as moléculas
aderidas a migrarem para o intersticio em direcdo ao gradiente de concentracdo
quimico se acumulando no local da lesdo onde serdo ativados para resolver a
inflamacdo (MCEVER, 1991; PARKIN; COHEN, 2001).

O acumulo de leucdcitos no local da lesédo, no entanto, depende da liberacao
ou ativacdo de mediadores quimicos com atividade quimiotaxica sobre essas
células. Essas substancias determinam a migracdo direcionada de leucdcitos
segundo um gradiente de concentracdo, razdo pela qual a quimiotaxia é definida
como a migracao unidirecional de células. Existem diversos agentes quimiotaxicos,
dentre eles as citocinas pro-inflamatérias como IL-1 e o fator de necrose tumoral
(TNF), que induzem a sintese de moléculas de adeséo de superficie que estimulam
a adesdo ao endotélio de neutroéfilos, mondcitos e linfécitos, também estimulam a
sintese de fator de agregacédo plaquetéaria (outro agente quimiotaxico) e proliferacédo
fibroblastica (BECHARA e SZABO, 2006).

O tipo celular presente em uma reacao inflamatoria varia em namero com a
idade da lesdo e com a natureza do estimulo. Assim na maioria dos tipos de
inflamacgé@o aguda, predominam os neutréfilos nas primeiras 6 a 24 horas, sendo
substituidos por linfocitos e células derivadas de mondcitos em 24 a 48 horas. Os
neutrofilos entdo apds acumular-se no sitio inflamatério seréo entédo ativados e faréo
a fagocitose dos microorganismos e particulas estranhas como modo de resolver o
processo inflamatério (BECHARA e SZABO, 2006).
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Os neutréfilos sdo células polimorfonucleares que constituem a primeira linha
de defesa contra uma grande quantidade de ameacas, incluindo bactérias, virus,
protozoarios e fungos. O citoplasma dos neutrofilos apresentam trés tipos de
granulacdes: os granulos primarios ou azurdfilos, os granulos segundarios e 0s
terciarios. Os granulos primarios contém grandes quantidades de mieloperoxidase
(MPO), uma enzima responsavel por produzir o acido hipocloroso (HOCI), uma
espécie reativa de oxigénio com grande poder antimicrobiano (MAJNO, 2004).

No entanto, os leucdcitos quando ativados podem induzir dano tecidual ao
liberar a MPO, essa enzima possui como substrato o peréxido de hidrocénio (H202),
este na presenca de ions cloreto, catalisa a conversdo do H202 em uma espécie
mais reativa que o 02*, o HOCI, um potente agente antimicrobiano que exerce sua
atividade através da peroxidacao lipidica, podendo induzir portanto danos as células
adjacentes e contribuir assim com a patogénese da inflamacéo, prolongando a
inflamacédo, essa quando extensiva ou ndo regulada € altamente danosa ao
organismo. Muitas doencas envolvem inflamacdo com dano tecidual como ocorre na
esclerose multipla, doenca de Alzheimer, artrite reumatoide, lesdo do cérebro e

medula espinal e acidente vascular encefélico (LIMA et al., 2007).

2.2.4. Estresse oxidativo

Devido aos varios processos que ocorrem no sentido de eliminar o agente
agressor, como a libertacdo de peptideos antimicrobianos pela desgranulagéo
acidificacdo do meio, cria-se um ambiente hostil que impede o crescimento
microbiolégico, e também ha a producdo de espécies reativas de oxigénio
(FLANNAGAN, et al., 2009). Em condicdes fisioldgicas essas espécies sdo formadas
de forma basal, pois sdo de extrema importancia no combate a agentes invasores,
no entanto seu excesso esta relacionado ao chamado estresse oxidativo que leva a
formacdo de moléculas como o perdxido de hidrogénio, citado anteriormente, bem
como de anion superoéxido e peroxinitrito, 0s quais sao produzidos em resposta ao
estimulo e podem também exacerbar o processo inflamatorio. Esses produtos do
estresse oxidativo sdo formados principalmente pelo infiltrado neutrofilico. Dados
mostram que além do complexo MPO-H202, o peroxido de hidrogénio também pode
ser produzido por citocinas pro-inflamatérias como TNF-a e IL-13, essa produgao
pode gerar radicais livres que sdo a maior causa de dano na inflamacao (SILVA et
al. 2013).
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No contexto da peroxidacao lipidica, seu produto final € o malondialdeido
(MDA) que reflete o balanco entre os sistemas oxidante e antioxidante. O MDA
aumenta devido aos radicais livres induzidos pelo dano a membrana plasmatica. Os
radicais livres sdo moléculas liberadas pelo metabolismo corporal, com elétrons
altamente instaveis e reativos, que podem causar doencas degenerativas,
envelhecimento e morte celular (VASCONCELOS et al., 2017).

Ja em 1997, Ferreira em seu estudo dizia que nas ultimas décadas, estavam
sendo realizados inUmeras pesquisas para esclarecer o papel dos radicais livres em
processos fisiopatoldgicos, inclusive na inflamacdo. Esses radicais estdo
relacionados ao dano do tecido conjuntivo ocorrido na inflamacado, evidéncias
mostram que a producéo intracelular de ROS desempenha um papel importante na
patogénese da inflamagao, promovendo a producdo de diversas citocinas incluindo
as proé-inflamatérias IL-1B, IL-6 e TNF-a, que sao responsaveis pela ativacdo de
neutrofilos e migracao desses para o local da lesdo (SANTIAGO et al. 2015.)

Outra forma de ROS encontrada durante a inflamacdo é o NO que é um géas
produzido a partir da arginina pela agéo da enzima éxido nitrico sintase. E liberado
por neurénios, células endoteliais, plaquetas e neutrofilos em resposta a um estimulo
patolégico. Grandes quantidades de NO sdo produzidas no processo inflamatério
gerado principalmente por sua isoforma induzida (iINOS) podendo se tornar toxica,
gerando radicais livres, culminando no nitrito, este por sua vez pode gerar dano
oxidativo que causa lesédo celular, levando ao aumento da inflamacgéo (SILVA et al.
2017)

Essas substancias podem ser geradas no citoplasma, nas mitocondrias ou na
membrana e o seu alvo celular (proteinas, lipideos, carboidratos e DNA) esta
relacionado com o seu sitio de formacao. A producdo continua de radicais livres
durante os processos metabdlicos levou ao desenvolvimento de muitos mecanismos
de defesa antioxidante, para limitar os niveis intracelulares e impedir a indugédo de
danos. Os antioxidantes sdo agentes responsaveis pela inibicdo e reducédo das
lesGes causadas pelos radicais livres nas células (VASCONCELOS et al., 2017).

Uma ampla definicdo de antioxidante seria qualquer substancia que, presente
em baixas concentracdes quando comparada a do substrato oxidavel, atrasa ou
inibe a oxidacdo deste substrato de maneira eficaz (SIES, 1995). Sobre condi¢cbes
normais esse estresse oxidativo € controlado pelo sistema antioxidante enddégeno

enzimatico e nédo-enzimatico como a glutationa reduzida (GSH) e a enzima
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superéxido dismutase (SOD). O GSH é um antioxidante ndo enzimatico endégeno
gue protege as células contra espécies reativas de oxigénio geradas durante injarias
ao exercer seu papel protetor mantendo grupos sufidricos de proteinas reduzidos e
prevenindo que estes reajam com os radicais livres (DIAS et al. 2013). A SOD é o
sistema de defesa presente nas células que convertem o0s anions superéxidos em
peréxido de hidrogénio, que posteriormente sera eliminado junto com outras
moléculas através do sistema tioredoxina-peroxiredoxina (XU et al. 2018).

Durante a inflamacgdo o excesso de radicais livres leva ao dano tecidual e a
ativacdo de mediadores inflamatérios, levando ao consumo desses mecanismos de
defesa enddgenos (SILVA et al. 2013; SANTIAGO et al. 2015). O alvo prioritario do
estresse oxidativo a nivel celular s&o a membrana celular (inativacdo de enzimas e
alteracbes do transporte transmembrana), o citoplasma e seus constituintes
(proteinas e lipidios) e, fundamentalmente, o DNA do nucleo das células eucariotas
(mutagénese). As doencas cardiovasculares, a carcinogénese e o envelhecimento
sdo exemplos representativos de consequéncias que decorrem do estresse
oxidativo. Dessa forma, a busca por compostos reversores de quadros inflamatérios
vem sendo bastante elucidada quando pesquisados na literatura, pois processos
pré-inflamatérios sdo regulados por uma série equivalente de processos anti-
inflamatorios teciduais (LIMA et al., 2007).

2.2.5. Farmacos antiinflamatorios

Mesmo sendo o mecanismo de inflamacdo e nocicepcao indispensaveis a
homeostase corpérea, o desconforto causado por essa resposta exige, em alguns
casos, a intervencdo com o0 uso de medicamentos. Os glicocorticoides ou
antiinflamatdrios esteroidais (AIES) e os anti-inflaméatérios ndo esteroidais (AINES),
sdo farmacos capazes de interferir neste processo reacional de defesa do
organismo, minimizando os danos e proporcionando maior conforto (COUTINHO et
al, 2009).

Os glicocorticoides sdo esteroides lipofilicos. Esta classe de medicamentos
possui um amplo espectro de indicagfes terapéuticas, mas o tratamento envolvendo
mecanismos de imunomodulagédo ou de inflamacé&o € a sua principal indicacdo. No
sistema imune, a acédo dos AIEs ocorre em diversos pontos, como na modulacéo da
28 taxa de expressao de fatores de transcricdo; ou quando inibem a fosfolipase A2

(LONGUI, 2007).



32

Os AINEs representam um grupo heterogéneo, em sua maior parte sao
acidos organicos com acao analgésica, antitérmica e anti-inflamatéria. Estes
medicamentos agem inibindo as enzimas COX, com consequente diminuicdo da
producéo de prostaglandinas e combate a inflamac&o, a dor e a febre (HILARIO, et
al., 2006). Estes medicamentos tém acao eficaz sobre a inflamacédo, no entanto o
uso prolongado destas drogas pode acarretar no aparecimento de efeitos colaterais
gue chegam a impossibilitar alguns tratamentos.

Na corticoterapia, os efeitos estdo relacionados ao tempo de tratamento e
uso de glicocorticoides de acdo mais prolongada. Sédo implicacbes em uma
variedade de sistemas no organismo; no sistema endocrino-metabdlico, imunolégico,
cardiovascular e muitos outros. Os efeitos colaterais causados pelo uso de AINES é
também relacionado aos tratamentos mais longos. O uso crbnico destes
medicamentos pode acarretar em esofagite, gastrite ou duodenite, Ulcera gastrica ou
duodenal (LONGUI, 2007; HILARIO, et al., 2006).

Atualmente, a principal abordagem terapéutica acontece com 0 uso destes
farmacos; desta forma, a grande incidéncia de efeitos colaterais por estes
medicamentos se torna um estimulo para a procura de novas alternativas

terapéuticas.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

e Descrever o efeito da administracao intraperitoneal de nanoparticulas de prata
estabilizadas com colageno e goma do cajueiro em modelos experimentais de
edema de pata e peritonite.

3.2. Objetivos Especificos

e I|dentificar a concentracdo ideal de nanoparticulas para os modelos
experimentais;

e Avaliar o efeito das nanoparticulas de prata no edema de pata e na peritonite
induzidos por carragenina;

e Averiguar a acdo das nanoparticulas na migracdo neutrofilica no edema de
pata através da avaliacdo da atividade da enzima mieloperoxidase;

e Examinar o potencial antioxidante das nanoparticulas de prata através da
dosagem de glutationa e superéxido dismutase na peritonite;

e Analisar efeito das nanoparticulas no estresse oxidativo através da dosagem
de nitrito na peritonite.
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4. METODOLOGIA

4.1. Animais

Camundongos swiss, machos, adultos, pesando entre 25 e 30g seréo
utilizados neste estudo, fornecidos pelo biotério de manutencdo de animais
destinados a experimentacdo do departamento de morfofisiologia veterinaria
CCA/UFPI.

Apés a sua chegada, os camundongos foram mantidos em um ambiente
silencioso, com iluminacdo adequada e temperatura de 25+2°C, sendo fornecidos
comida e agua suficientes. Para minimizar o seu sofrimento, no ponto apropriado na
experiéncia, apos 4 horas da inducdo da inflamacdo aguda, seja na pata ou no
peritbneo, os camundongos foram anestesiados e eutanasiados por dose letal de
uma Injecao intraperitoneal de solucdo de Ketamina (80 mg/kg) e Xilazina (10 mg/kg)
aplicados a 12% do peso. O experimento com animais foi aprovado pelo comité de

ética de experimentacéo animal da Universidade do Piaui (protocolo n® 295/17).

4.2. Preparacao da Nanoparticula de prata, colageno e goma do caju
O preparo das Nanoparticulas de prata estabilizada com colageno tipo | e
goma de polissacarideo do cajueiro (AgNPcol+pc) segue o seguinte procedimento
experimental de sintese de nanoparticulas de prata estabilizadas com blendas
poliméricas, segundo Cardoso et al. em 2017, modificado:
Primeiramente foram preparadas as soluc¢des:
e Nitrato de prata AgNOs 1 mM (Mistura de 0,017g para 100ml de agua
destilada)
e Polimeros naturais 0.3% - Solucdo de polimero de caju.
e Colageno Hidrolisado 0.3%
e Solucdo de Borohidreto de Sédio 0.1 mol/L (Mistura de 0,0189g para 5ml de
agua destilada)
Apés a preparacdo da solucdo de colageno e polimero (goma do caju) se
inicia a sintese da blenda polimérica, onde foi feita uma mistura numa razéao de 1:1
v/v da solucdo de colageno hidrolisado 0,3% e da solugcdo de polimero 0,3% para
agitacdo a 150rpm durante 15 a 20 minutos até a solucéo ficar homogénea, e as

blendas poliméricas séo sintetizadas ao fim desse processo.
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Finalizada a producdo de todas as solucbes necessarias a sintese das
nanoparticulas foi colocado em uma razédo 1:1 v/v da blenda polimérica e nitrato de
prata 1mM para agitacdo a 150 rpm por 15 min e protegido da luz. Apos esse tempo
foi adicionado a mistura a solucédo de borohidreto de sodio de forma de jato rapido,
estando esse levemente gelado, a solucdo entdo muda de cor de acordo com a
agitacdo até atingir a cor caracteristica da nanoparticula de prata (cor ambar),
finalizado o processo a solucdo foi armazenada em vidro escuro ou em outro
qualquer desde que esteja protegido da luz (usando papel aluminio). Desse modo a

nanoparticula de prata é sintetizada com uma concentracédo de 50ug/ml.

4.3. Delineamento Experimental

O estudo foi conduzido em 2 fases. Primeiramente, foi realizada uma curva
dose resposta da nanoparticula de prata estabilizada com colageno e goma do
cajueiro (AgNPcol+pc) com analise de edema de pata para idenficar a melhor dose
com a qual foram conduzidos os outros experimentos. Apos a identificacdo dessas
doses, foram feitos grupos com administracdo de colageno, goma do cajueiro e
Nanoparticula de prata estabilizada somente com colageno, ao final desses
experimentos de edema de pata amostras biologicas do tecido da pata desses
animais foram retiradas para analise bioquimica de Mieloperoxidase (MPO). Apos a
identificacdo da melhor dose, na segunda fase foi feita uma comparagcdo da
atividade anti-inflamatéria da nanoparticula com seus componentes isolados no
edema de pata induzida por carragenina.

Na terceira fase foi realizada a peritonite induzida por carragenina onde foi
aplicada somente a melhor dose da nanopatrticula ja identificada previamente, dessa
peritonite foi retirado o lavado peritoneal para a andlise do estresse oxidativo,
através das analises dos niveis de nitrito, e da defesa antioxidante através da
analise do GSH e da SOD. O delineamento experimental segue como mostrado na
figura 1.

A divisédo dos grupos nas fases esta exemplificada nas tabelas 2 e 3.
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Figura 1 - Delineamento experimental do estudo

Representagio esquemética do delineamento experimental usado

[ Fase 1 - Edema por Cg I [ Fase 2 - Edema por Cg I [ Fase 3 - Peritonite I
Sal Sal
cg Cg Sal e
AgNPcol+pc 1mlikg . AgMPcol+pc (melhor dose) Ce .
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r%NPco“‘PD 3:1[:fk§lm Polissacarideo do cajueiro 53 Indometacina 10mg/kg e
ndometacina 10mg/kg AgNPcol 1
I 3 Indometacina 10mglkg I ]
Tratamento I.P.
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Amostras da pata para: n 2 3 il Aliquotas de exsudato peritoneal
-MFO Amostras da pata para: coletadas para:
- GSH

-SOoD
- Nitrito

Fonte: Do autor

4.4. Inducao de edema de pata por carragenina

A literatura (Moonijit Das et al, 2017) utilizou solu¢cbes de AgNP aplicadas de
forma intra-peritoneal (1ml/kg para o grupo de tratamento ), foi utilizada portanto
essa dose como base para a curva dose resposta baseada na literatura, nesse
sentido, como a concentracdo da Nanoparticula é 50ug/ml, as concentracbes de
doses utilizadas para a curva dose-resposta foram convertidas para 50ug/mi,
100ug/ml e 150ug/ml, correspondendo respectivamente a 1ml/kg, 2ml/kg e 3ml/kg.

Na inducdo do edema de pata por carragenina, inicialmente, os camundongos
foram pré-tratados 1 hora antes com injecdo intraperitoneal de nanoparticulas em
doses ja descritas. O edema foi induzido pela administracdo de 50 ul de uma
suspensao de carragenina (500 pg/pata) na pata traseira direita, a qual foi diluida em
acsalina estéril (0,9 %). O volume da pata foi medido antes (V0), e apés 1, 2, 3 e 4

horas do tratamento com carragenina (Vt), usando um pletismémetro (Panlab,
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Barcelona, Espanha) como descrito por CHAVES et al (2013). Apos a 42 hora os
animais sofreram eutanasia e amostras da pata foram colhidas para analise da
atividade da enzima mieloperoxidase (MPO).

Apés a analise da inibicdo do edema de pata, foi escolhida a dose com
melhor inibicdo de edema para continuidade do estudo.

Os animais foram distribuidos em grupos para a curva dose-resposta de
acordo com o mostrado na tabela 2. Para a comparacdo da nanoparticula com seus

componentes isolados foram utilizados os grupos conforme a tabela 3.

Tabela 2 — Grupos da avaliacdo da curva dose resposta no edema de pata induzida

por carragenina

G1: 50ul de solucgéo salina estéril a 0,9%

G2: Agente Flogistico 50 ul de carragenina (500 ug/pata)

G3: Indometacina 10mg/kg

G4: AgNPcol + pc(Dose 1) 50ug/kg

G5: AgNPcol + pc (Dose 2) 100ug /kg

G6: AgNPcol + pc (Dose 3) 150ug/kg

Tabela 3 — Grupos comparacdo AgNPcol+pc com seus componentes isolados,
AgNPcol, Colageno e Polissacarideo do cajueiro, no edema de pata induzido por

carragenina.

G1: 50ul de solucéo salina estéril a 0,9%

G2: Agente Flogistico 50 ul de carragenina (500 ug/pata)

G3: Indometacina 10mg/kg

G4: AgNPcol + pc 150ug/kg

Gb5: Colageno 150ug/kg

G6: Polissacarideo do cajueiro 150ug/kg

G7: AgNPcol 150ug/kg

4.5. Avaliagdo do edema de pata
O volume das patas foi mensurado através do deslocamento do liquido em

um pletismémetro (PanLab LE 7500) antes da injecdo do estimulo inflamatério por



38

carragenina (tempo zero). Apés a inducéo do estimulo inflamatoério o volume da pata
foi avaliado 1, 2, 3 e 4 horas ap0s a injecdo de carragenina. Esses tempo de
medicao foram usados pelo pico do edema induzido pela carragenina se dar na 32
hora apds a inje¢do. O edema foi cauculado como a variagdo do volume, isto é, a
diferenca entre o volume em um determinado tempo apés o estimulo e o volume da
pata antes do estimulo inflamatoério (tempo zero). Depois da quarta hora os animais
foram eutanasiados.

A avaliagdo da variacao do volume do edema foi calculado como inibi¢cao
percentual relativa do volume da pata dos controles tratados com salina usando a
seguinte férmula (CHAVES, 2013).

(Vt—Vo0)controle—(Vt—Vo0)tratado

i _
Yinibicdo do edema (Vi—Voycontrole

x100. Em que VO é o volume

basal e Vt € o volume final mensurado nos tempos ja indicados.

Figura 2 - Avaliacdo do edema de pata no pletismémetro

Fonte: Do autor

4.6. Avaliacdo da acdo da mieloperoxidase no edema de pata induzido por
carragenina

Foram retiradas as amostras do tecido da pata dos camundongos e

armazenadas a -70°C, em microtubos de 1,5ml para posterior dosagem da atividade

da MPO no tecido. A MPO é uma enzima encontrada predominantemente em

granulos azurdfilos de leucécitos polimorfonucleares e tem sido usado como indice

quantitativo para avaliar a inflamacdo em varios tecidos (BRADLEY et al. 1982). O
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ensaio da atividade da enzima MPO foi baseado no método de Bradley et al. (1982).
Para isso as amostras foram suspensas em tampéao de hexadeciltrimetilaménio (pH
6,0; 50mg de tecido por mL de tampé&o) e depois trituradas com o homogeneizador
de tecidos. Posteriormente sendo centrifugadas a 4500 rpm, durante 12 minutos a
uma temperatura de 4°C; o sobrenadante foi entdo colhido. Os niveis teciduais da
atividade da MPO foram determinados por meio da técnica de Bradley e Cols (1982)
usando 1% de peroxido de hidrogénio e a producdo de anion superéxido, a qual é
responsavel pela conversdo de o-dianisidina a um composto castanho. A alteragédo
da densidade Optica das amostras seguindo a adicdo de O-dianisidina foi medida
pelo espectofotbmetro a 450nm como uma funcdo da reacdo de tempo. Os

resultados seréo expressos como unidades de MPO (UMPO)/miligrama de tecido.

4.7. Modelo de peritonite induzida por carragenina

Para inducdo de peritonite segundo Silva et al. (2013), foi administrada
intraperitonealmente nanoparticulas de acordo com a melhor dose (150ug/kg)
verificada no edema de pata (i.p.). 1 hora depois, a inflamagao foi induzida com
carragenina (250 ul; 500 ug/cavidade). Os animais foram eutanasiados 4 horas mais
tarde e a cavidade peritoneal foi lavada com 1,5 ml de PBS heparinizado para a
colheita peritoneal de células. Os volumes recuperados foram semelhantes em todos
0S grupos experimentais e equivalentes a 95% do volume injetado, a amostra
coletada de liquido peritoneal foi utilizada para a analise dos niveis de glutationa
(GSH), concentracdes de nitrito e nitrato (NO2) e concentracdes de superoxido
dismutase (SOD), os animais serdo distribuidos em grupos de acordo com a tabela
3.

Tabela 4 — Grupos utilizados durante a peritonite induzida por carragenina

G1: Solucéo salina estéril a 0,9%

G2: Carragenina 250pl/cavidade

G3: Indometacina 10mg/kg

G4: AgNPcol+pc (melhor dose)

4.8. Dosagem de glutationa (GSH)
O principal mecanismo de defesa antioxidante do corpo é o tripeptideo de

aminoacidos Glutationa (GSH) e para sua mensuracdo, as amostras de liquido
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peritoneal foram separadas em 5ml de solucdo de EDTA 0,02 M frio (ImL
100mg/tecido) em um Homogenizer workcenter IKA T10 basic. As aliquotas (400ul)
do homogenato do tecido foram misturadas com 320ul de 4gua destilada e 80ul de
50% (w/v) de é&cido tricloroacético em tubos de vidro e centrifugadas a 3000rpm
durante 15 minutos. Em seguida, 400l de cada sobrenadante foi misturado com
800ul de tampéao Tris (0,4 M, pH 8,9)e 20ul de 0,01 M de 5,5-ditio-bis (acido 2-
nitrobenzoico). Subsequentemente, as amostras foram agitadas durante 3 minutos e
lidas num espectofotbmetro & 412nm. A concentracdo de GSH foi determinada
através de uma curba patrdo gerada em paralelo e os resultados foram expressos
em microgramas de GSH por mililitro de liquido peritoneal (VASCONCELOS, et al.
2017).

4.9. Dosagem de Nitrato

O método foi baseado na utilizacdo do reagente de Griess que mostra a
presenca de nitrito na amostra por uma reacao de deteriorizacdo que forma um
cromoéforo de cor rosa. As amostras de liquido peritonetal foram centrifugadas a
10.000rpm por 15 minutos, apos isso foi retirado 100ul do sobrenadante e
adicionados a isso 100ul de reagente de Greiss para ser analisado no Elisa a 540nm
apos 10 minutos, os resultados foram expressos em PM de NO2 por cavidade
(SILVA et al. 2017).

4.10. Dosagem de Superdxido Dismutase

A determinacdo da atividade da Superéxido dismutase foi realizado pela
adicdo de 100ul de lavado peritoneal a uma solugdo bruta contendo 20mM de
metionina, 75ul de cloreto de hidroxilamina, 50um de EDTA e 80ul de riboflavina em
1110ul de tampéo fosfato. A reacéo foi iniciada pela iluminagcéo dos tubos. Apés 10
minutos de incubacéo o final da catalise € determinado pela interrup¢do da luz. O
composto formado foi determinado pela leitura em espectofotdmetro a 550nm
(MARKUS, et al. 2018).

4.11. Analise estatistica
Nas analises de dados estes foram expressos como meédia + S.E.M. Os
dados foram analisados estatisticamente por médias através da analise de variancia

One-way ANOVA com medidas repetidas para comparagdo entre grupos. O pos-
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teste de Bonferroni também foi usado. O nivel de significancia sera de 5% (p<0,05).

Todas as analises foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism 6.0.
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5. RESULTADOS
5.1. Edemade patainduzido por carragenina

A administracdo de carragenina aumentou o volume da pata por um intervalo
de tempo de aproximadamente 4 horas quando comparado ao grupo salina. A
formacdo do edema se deu rapidamente depois da administracdo fazendo com que
0 volume da pata aumentasse consideravelmente nos grupos carragenina, no grupo
indometacina, e nos grupos tratados com a nanoparticula nas doses de 50ug/kg e
na dose de 100upg/kg, na dose de 150ug/kg o edema formado nédo teve diferenca
estatistica com o grupo salina. O pico do edema se que se da na terceira hora o
grupo carragenina apresentou uma variagdo de volume de 0,13+0,009ml,
apresentando uma diferenca estatistica quando comparado ao grupo salina, dos
grupos tratados somente o grupo com a dose de 150ug/kg apresentou diferenca
estatistica em todas as horas quando comparado ao grupo carragenina, variando
0,031+0,006ml na terceira hora representando uma reducéo de 76% do edema em
comparacao ao grupo carragenina. Além disso, o grupo de 150ug/kg ndo apresentou
diferenca estatistica quando comparado ao grupo salina em todas as horas
avaliadas no experimento. Todos 0s grupos apresentaram reducdo do edema na
quarta hora.

Figura 3 - Edema agudo de pata induzido por carragenina
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Legenda: O tratamento com AgNPcol+caju foi eficiente na reducdo do edema quando comparado ao
grupo carragenina. Os resultados séo expressos em média + S.E.M. *p<0,05 comparado com o grupo
carragenina.
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5.2. Comparacao da AgNPcol+pc com seus componentes isolados

Na comparacdo com os componentes isolados, colageno, polissacarideo do
cajueiro e AgNPcol, pode-se observar que os mesmos tiveram uma inibicdo do
edema de forma estatisticamente significativa quando comparados ao grupo
carragenina, tendo inibicbes de 38%, 38% e 53% respectivamente. A formacao do
edema se deu rapidamente depois da administracdo fazendo com que o volume da
pata aumentasse consideravelmente nos grupos carragenina, no grupo
indometacina quando comparado com o grupo salina. O pico do edema se que se da
na terceira hora o grupo carragenina apresentou uma variacdo de volume de
0,13+0,009ml, dos grupos tratados somente o grupo AgNPcol+pc na dose de
150ug/kg apresentou diferenca estatistica em todas as horas quando comparado ao
grupo carragenina, variando 0,031+0,006ml na terceira hora representando uma
reducdo de 76,9% do edema em comparacao ao grupo carragenina. Os grupos com
componentes isolados, colageno, polissacarideo do cajueiro e AgNPcol, apesar de
apresentarem inibicdo estatisticamente significativa com o grupo carragenina na
terceira hora, também apresentaram diferenca estatistica quando comparado ao
grupo AgNPcol+pc. Esses grupos apresentaram variacao de 0,08+0,003; 0,08+0,01
e 0,06+0,002 respectivamente na terceira hora. Todos 0s grupos apresentaram
reducdo do edema na quarta hora.

Figura 4 — Edema de pata induzido por carragenina
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Legenda: O tratamento com AgNPcol+caju apresentou inibicdo estatisticamente significativa quando
comparado a seus componentes isolados no edema de pata induzido por carragenina. Os resultados

s&o expressos em média + S.E.M. *p<0,05 comparado com o grupo carragenina.
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5.3. Atividade de Mieloperoxidase (MPO)

A mieloperoxidase (MPO) é uma enzima encontrada nos granulo azurofilos
dos neutréfilos, sendo, desse modo, amplamente utilizada como marcador de
infiltracdo bioquimica para inflamag&o em varios tecidos (BRADLEY, et al., 1982). A
figura 4 mostra que a aplicacdo de carragenina aumentou de forma estatisticamente
significativa a concentracdo de MPO quando comparada ao grupo salina,
apresentando uma concentragdo de 13,27+1,38 de MPO. Todas as doses de
AgNPcol+pc utilizadas no estudo inibiram a concentragdo dessa enzima quando
comparada ao grupo carragenina. Os grupos tratados com nanoparticulas de prata
apresentaram diferenca estatisticamente significativa quando comparados ao grupo
carragenina, na dose de 50ug/kg a concentracdo foi de 5,68+1,02, na dose de
100ug/kg foi de 5,53+1,11, na dose de 150ug/kg foi de 0,6+0,2 e no tratamento
padrdo com indometacina a concentracdo foi de 2,6+0,8. Essas concentracdes
representam uma reducdo de 57,2%, 58,4%, 95,4% e 80,4% em comparacao ao
grupo carragenina. A dose de 150ug/kg ainda apresentou diferenca estatisticamente
significativa quando comparado as doses de 50ug/kg e 100ug/kg, sem, no entanto,
apresentar diferenca com os grupos salina e indometacina.

Figura 5 - Efeito da admnistracdo intraperitoneal de AgNPcol+pc na atividade da
mieloperoxidase induzida por carragenina no tecido da pata
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Legenda: Solucdo salina ou carragenina foi injetada na superficie plantar dos animais. Atividade da
MPO foi detectado no tecido da pata apés 4h. Os resultados sdo expressos em médiatSEM. *indica
p<0,05 quando comparado ao grupo salina. # Indica p<0,05 quando comparado ao grupo

carragenina.
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5.4. Atividade da MPO na comparacao com componentes isolados
A figura 4 mostra que a aplicacdo intraperitoneal de AgNPcol+pc e de seus
componentes isolados inibiram a infiltragdo neutrofilica, mensurada através da
atividade de MPO no tecido da pata dos animais. O grupo controle carragenina
apresentou uma concentracdo da atividade de MPO de 14,85+1,37; Todos 0s grupos
tratados apresentaram diferenca estatisticamente significativa quando comparados
ao grupo carragenina, na AgNPcol+pc a concentracéo foi de 0,6+0,2 e no tratamento
padrao com indometacina a concentracdo foi de 2,6+0,8. Essas concentracdes
representam uma reducéo de 95,4% e 80,4% em comparagcao ao grupo carragenina.
Nos grupos colageno, polissacarideo do cajueiro e AgNPcol, as concentracdes
foram de 4,36%0,03, 6,6+0,6 e 4,2+0,4, respectivamente. O grupo AgNPcol+pc ainda
apresentou diferenca estatisticamente significativa quando comparado aos seus
componentes isolados, sem, no entanto, apresentar diferenca com os grupos salina
e indometacina.
Figura 6 - Efeito da admnistracao intraperitoneal de AgNPcol+caju e seus
componentes isolados na atividade da mieloperoxidase induzida por carragenina no
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Legenda: Solucao salina ou carragenina foi injetada na superficie plantar dos animais. Atividade da
MPO foi detectado no tecido da pata apds 4h. Os resultados sdo expressos em médiatSEM. *indica

p<0,05 quando comparado ao grupo salina. # Indica p<0,05 quando comparado ao grupo

carragenina.
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5.5. Nitrito
O tratamento com AgNPcol+caju na dose de 150ug/kg apresentou diferenca

significativamente estatistica quando comparada ao grupo carragenina, esse por sua
vez apresentou valores de 0,79+0,05uM de nitrito, enquanto o grupo com dose de
150ug/kg apresentou valores de 0,18+0,03uM, apresentando uma reducéao de 77,2%
guando comparado ao grupo carragenina. O grupo AgNPcol+pc apresentou ainda
diferenca estatistica com o grupo tratado com farmaco padréo, indometacina, que
apresentou valores de 0,3+0,06uM, o que significa uma redugédo de 50% quando
comparado ao grupo carragenina.

Figura 7 - Avaliacdo da acdo da AgNPcol+caju no estresse oxidativo através da

avaliagdo de nitrito no modelo de peritonite induzida por carragenina.
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Legenda: A figura mostra que a aplicagdo de carragenina aumentou significativamente a quantidade
de nitrito quando comparado ao grupo salina e que a dose de 150ug/kg diminui significativamente a
quantidade de nitrito quando comparada ao grupo carragenina. Os valores sdo representados como
médiatSEM. * p<0,05 quando comparado ao grupo salina. # p<0.05 quando comparado ao grupo
carragenina.

Fonte: Do autor.
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5.6. GSH

Na avaliacdo da Glutationa (GSH), o tratamento com AgNPcol+caju na dose
de 150pg/kg apresentou diferencga estatisticamente significativa quando comparada
ao grupo carragenina, esse por sua vez apresentou valores de 18,78+5,3 NPSH/g de
GSH, enquanto o grupo com dose de 3ml/kg apresentou valores de 279,4+45,16
NPSH/g, esse grupo, no entanto, ndo apresentou diferenca estatistica com o grupo
com tratamento padrédo de indometacina, que apresentou valores de 190,4+38,01
NPSH/g.

Figura 8 - Efeito da AgNPcol+caju na atividade da Glutationa (GSH) na peritonite

induzida por carragenina.
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Legenda: A figura mostra que a dose de 150ug/kg aumentou significativamente a quantidade de GSH
guando comparada ao grupo carragenina. Os valores sdo representados como médiatSEM. * p<0,05
quando comparado ao grupo salina. # p<0,05 quando comparado ao grupo carragenina.

Fonte: Do autor.
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Na avaliacdo da enzima Super Oxido Dismutase (SOD), o tratamento com

AgNPcol+caju na dose de 150ug/kg apresentou diferenca estatisticamente

significativa quando comparada ao grupo carragenina, esse por sua vez apresentou

valores de 38,11+5,9 U/SOD/ug de proteina, enquanto o grupo com dose de 3ml/kg

apresentou valores de 84,6+12,49 U/SOD/ug de proteina, esse grupo, no entanto,

ndo apresentou diferenca estatistica com o grupo com tratamento padrdo de

indometacina, que apresentou valores de 73,61+6,93 U/SOD/ug de proteina.

Figura 9 - Efeito da AgNPcol+caju na atividade da Super Oxido Dismutase (SOD) na

SOD activity (U/SOD/ug protein)
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Legenda: A figura mostra que a dose de 150ug/kg aumentou significativamente a quantidade de SOD
quando comparada ao grupo carragenina. Os valores sdo representados como médiazSEM. *p>0,05
quando comparado ao grupo salina. # p<0,05 quando comparado ao grupo carragenina.

Fonte: Do autor.
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6. DISCUSSAO

O presente trabalho avalia o efeito antiinflamatorio de uma nanoparticula de
prata estabilizada com coldgeno e goma do cajueiro. Primeiramente avaliamos a
dose ideal para o modelo experimental, a literatura apresenta divergéncias quanto a
dose e a forma de aplicacdo de nanoparticulas de prata no modelo experimental de
inflamacé&o aguda induzida por carragenina em roedores, sdo encontradas doses de
50ug/ml (CARDOSO, et al.,, 2016), 0,19ml/kg (DAVID, et al., 2014), 50mg/kg e
250mg/kg (EL-RAFIE E HAMED, 2014), 0,3mg/kg (MOLDOVAN, et al., 2017), 1ml/kg
(MOONJIT DAS, et al., 2017) e 100mg/kg (RAMACHANDRAN E NAIR, 2011), esses
estudos porém utilizaram doses fixas, nosso estudo utilizou trés doses para avaliar
qual seria melhor para o modelo experimental de inflamag&o aguda, utilizando a
dose de Moonijit (2017) como referéncia.

Portanto nosso estudo realizou uma curva-dose resposta com as doses em
dois niveis, uma dose ideal com base referenciada (1ml/kg, convertidos em 50ul/kg)
e duas superiores a essa (2ml/kg e 3ml/kg, convertidos em 100ul/kg e 150pl/kg
respectivamente) pois a dose referenciada, teve uma inibicdo de apenas 21%,
segundo Moonjit Das (2017) essa inibicdo foi devido a inibicdo da enzima
ciclooxigenase levando a uma inibicdo da liberacdo de mediadores pro-inflamatarios,
como por exemplo a prostaglandina, no nosso estudo encontramos uma melhor
inibicdo do edema na dose de 150ul/kg (70% de inibic&o).

Avaliamos o potencial anti-inflamatério da AgNP no modelo experimental de
edema de pata induzida por carragenina, dessa forma verificou-se que o agente
flogistico estimulou a formacdo do edema em todos os animais, porém verificou-se
que nos animais pré-tratados com NP na dose de 150ug/kg, foi capaz de inibir o
edema de forma estatisticamente significativa, corroborando com resultados
encontrados em trabalhos como o Cardoso et al (2016), David et al (2014), El-Rafie
e Hamed (2014), Moldovan et al (2017), Moonjit Das et al (2017), Ramachandran e
Nair (2011) e Kemp et al (2009).

A resposta inflamatéria induzida por carragenina é um evento em duas fases:
a primeira fase ou fase vascular (1-2 h) é caracterizado pelo aumento da
permeabilidade vascular devido a liberagdo de histamina e serotonina pelos
mastocitos; a segunda fase ou fase celular € marcado pela infiltracdo de neutrofilos,

além de liberacao de bradicinina, prostaglandina E2, citocinas (IL-18, TNF-a, IL-6, IL-
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10) e Oxido Nitrico (NO), bem como de radicais livres derivados de neutréfilos
(VASCONCELGOS, et al., 2017).

Trabalhos como o de Cardoso et al (2016), David et al (2014), El-Rafie e
Hamed (2014), Moldovan et al (2017), Moonjit Das et al (2017), Ramachandran e
Nair (2011) e Kemp et al (2009), avaliaram o efeito anti-inflamatorio de
nanoparticulas de prata em modelos experimentais in vivo de edema de pata
induzido por carragenina. Nos seus trabalhos eles verificaram que as AgNPs foram
capazes de inibir o edema de forma estatisticamente significativa entre duas e 48
horas, concordando com nosso estudo que mostrou a inibicdo desse edema entre 1
e 4 horas. A porcentagem de inibicdo do edema nesses trabalhos variou de 12,61%
a 95,7%, e as melhores inibicdes foram encontradas no intervalo entre a segunda e
a quarta hora apés a inducdo do edema, corroborando com nossos achados.

Nés avaliamos ainda a atividade de inibicdo do edema de AgNPcol+pc com
seus componentes isolados, colageno, polissacarideo do cajueiro e AgNPcol, a NP
completa mostrou diferenca estatistica na inibicdo do edema quando comparado a
seus componentes isolados, corroborando com dados encontrados na literatura,
onde em todos os artigos analisados, a AgNP demonstrou ser mais eficiente na
reducdo do edema quando comparado a seus componentes isolados (DAVID, et a.,
2014; EL-RAFIE e HAMED, 2014; MOONJIT DAS, et al., 2017; CARDOSO, et al.,
2016; RAMACHANDRAN e NAIR, 2011). Somente em dois estudos os resultados
foram diferentes, no estudo de Kemp e colaboradores em 2009, a NP n&o mostrou
diferenca com seu componente isolado. No estudo de Moldovan e colaboradores em
2017,onde foi utilizado extrato de Viburnum opulus L. para sintetizar a AgNP, o
extrato isolado se mostrou mais eficaz na inibicdo do edema do que a NP completa.

Além da analise da inibicdo do edema de pata no verificou-se, de forma
indireta, o efeito dessas NP na quantidade de neutrdfilos através da analise da
enzima MPO, no nosso estudo a AgNPcol+pc reduziu de forma estatisticamente
significativa nas trés doses aplicadas uma hora antes da inducéo da inflamacéo, a
dose de 150ug/kg, porém, apresentou uma reducao ainda mais significativa quando
comparada aos outros grupos, nao tendo diferenca quando comparada ao grupo
controle negativo. Resultados similares aos encontrados no estudo de Cardoso e
colaboradores (2017) onde comprovaram que uma nhanoparticula de prata
estabilizada com colageno conseguiu reduzir de forma significante a atividade dessa

enzima no tecido da pata.
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Mieloperoxidase (MPO) € uma enzima bastante encontrada nos granulos dos
neutrofilos e é liberada quando essas células sédo ativadas, contribuindo para a
patogénese da inflamacéo e, como sua atividade é intimamente ligada a infiltracéo
de neutrdfilos, € wusada como um importante marcador desse evento
(VASCONCELOS, et al., 2017). Nossos resultados da avaliacdo da MPO no tecido
da pata mostram que a administracdo de carragenina aumenta a concentracao
dessa enzima, enquanto o pré-tratamento com a AgNPcol+pc (150ug/kg, i.p.) inibiu o
aumento da atividade de MPO, reforcando a teoria de que a atividade
antiinflamatdria dessa nanoparticula envolve a inibicdo do infiltrado neutrofilico.

Na comparacao da inibicdo da atividade da MPO da AgNPcol+pc com seus
componentes, a NP completa mostrou uma inibicdo estatisticamente significativa
quando comparada aos seus componentes. Cardoso e colaboradores (2016) foi
comparado a AgNPcol com colageno, e nao verificaram diferenca estatisticamente
significativa entre a NP e seu composto estabilizador, ambos diminuiram a atividade
da enzima.

Carvalho e colaboradores em 2015 analisaram os niveis de MPO em modelo
de inflamacao gastrica e verificaram que a goma do cajueiro reduziu o0s niveis dessa
enzima de forma similar a droga padréo utilizada para o tratamento, a dose utilizada
nesse estudo foi de 10mg/kg, dose muito acima da utilizada no nosso estudo, o que
pode significar que a AgNP aumentou a especificidade desse composto, e a acédo da
AgNPcol+pc se da através da soma dos efeitos de seus componentes isolados.

A MPO tem efeito também no estresse oxidativo pois através do H202, ela
catalisa a oxidacéo de ions como o Cl- produzindo acidos como o acido hipocloroso,
um oxidante ndo especifico, mais toxico que o Oz e que 0 H202, gerando assim o
estresse oxidativo relacionado a inflamag¢é@o. A diminuicdo da atividade de MPO
pode, portanto, representar uma atenuacao do estresse oxidativo (VASCONCELOS,
et al., 2017).

No nosso estudo ainda foi avaliado o potencial antioxidante da AgNPcol+pc o
avaliar seus efeitos sobre os niveis de GSH, SOD e nitrito e nossos resultados estdo
de acordo com os encontrados na literatura, como no estudo de Ramachandran e
Nair em 2011 foi avaliado o potencial anti-oxidante das AgNPs sintetizadas com T.
catapa, administrado via oral na dose de 250mg/kg, um dia apds a administracao os
ratos sofreram eutanasia e como resultado foi visto que essa nanoparticula

conseguiu diminuir MDA (27,27% de diminui¢cdo), e aumentou SOD e GSH em
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32,29% e 34,49%, comprovando o potencial anti-oxidante que as nanoparticulas
tem, concordando com nossos resultados, onde a administracéo intraperitoneal de
AgNP+caju manteve os niveis de GSH, SOD e diminuir os niveis de nitrito.

O efeito potencial antioxidante da nanoparticula de prata pode ser
evidenciado pela diminuicdo dos niveis de nitrito e aumento dos niveis de GSH e
SOD. Os niveis de GSH é um dos principais marcadores de estresse oxidativo
relacionado ao processo patolégico, e pode ser usado para avaliar a atividade redox
de moléculas bioativas em protecdo contra a inflamacdo. Glutationa € um
componente do sistema antioxidante celular. E um tripeptideo que atua na defesa
celular contra o estresse oxidativo através de sua capacidade redutora do grupo
sulfidrico reativo (VASCONCELOS, et al., 2017).

A SOD faz parte do sistema de defesa antioxidante enzimatico e age por meio
de mecanismos de prevencao, impedindo e/ou controlando a formacdo de radicais
livres e espécies ndo-radicais, envolvidos com a iniciacdo das reacdes em cadeia
gue culminam com propagacédo e amplificacdo do processo e, consequentemente,
com a ocorréncia dos danos oxidativos. Essa enzima pode ser encontrada sub duas
formas: no citoplasma onde é dependende de cobre e zinco (SOD-Cu/Zn) e na
mitocondria onde necessita do manganés (SOD-Mn) como co-fator para
desempenhar suas funcées. Por meio da reacdo de dismutacdo a SOD catalisa a
geracdo de peroxido de hidrogénio a partir do radical superdxido, o H202 é entdo
transformado em agua através da glutationa peroxidase (GPx), essa reacdo, porém
depende da conversdo da Glutationa reduzida (GSH) em sua versao oxidada
(GSSG). Portanto a manutencdo dos niveis de GSH é necesséaria para a
manutencao da integralidade do ciclo redox da glutationa e, consequentemente, do
equilibrio adequado entre os sistemas de defesa antioxidantes (BARBOSA, et al.,
2010).

Os radicais livres desempenham um importante papel na resposta
inflamatoria aguda induzida por carragenina. Nesse modelo de inflamacao aguda, de
modo similar ao que acontece nos seres humanos, h4 um aumento na sintese de
NO, a partir de L-arginina pela INOS em macrofagos ativados. Essa superproducgéo
de NO pode induzir dano celular e perpetuar a resposta inflamatoria, além de ser um
importante mediador nos mecanismos citotoxicos/citostaticos da imunidade inata
(DENG, et al., 2011).
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Durante o processo inflamatdrio, hA o aumento dos niveis de mediadores
inflamatorios, NO e PGE2, através da INOS induzivel e COX-2, respectivamente.
INOS normalmente ndo é detectavel em células normais, porém o aumento de sua
expressao € induzido por varios estimulos, como TNF-q, IL-1B e IFN-y (DENG, et al.,
2011). O o6xido nitrico ou monoxido de nitrogénio é um metabdlico sintetizado
durante a reacdo de oxidacdo completa do nitrogénio. Esse processo € catalisado
pela enzima O6xido nitrico sintase (NOS), e por fim o NO reage ativamente com
radicais Oz, superoxido, tidis, metais de enzimas e é oxidado para ions inativos de
nitrato (NOz3) e nitrito (NO2) (CORREA-ARAGUNDE, et al., 2013). Portanto, a rota
metabdlica do NO é a oxidacdo natural para nitrato e nitrito. Esses metabdlicos do
oxido nitrico sdo moléculas homeostéticas centrais na biologia do NO. Devido ao
vinculo intrinseco nitrito e NO, a deteccdo e quantificacdo precisa do nitrito em
amostras biologicas tornou-se método confiavel para a avaliagcdo da quantidade de
NOS, além de aquisicao de informacdes sobre a origem do estimulo da sintese da
NOS e com isso compreender os efeitos do NO, usando nitrito como marcador
indireto dos niveis de NO em sangue e tecidos (YAO, et al., 2004).

Nesse estudo nds avaliamos a quantidade de NO indiretamente através da
avaliacdo do nivel de nitrito em um modelo de peritonite induzida pela injecao de
carragenina, nossos resultados mostram que a administracdo de carragenina foi
responsavel por elevar os niveis de nitrito, porém, o pré-tratamento com
AgNPcol+caju uma hora antes da inducéo da inflamacao de forma intraperitoneal foi
capaz de inibir a elevacéo desses niveis. Esses dados corroboram com a literatura,
onde um estudo mostrou que a AgNP reduziu os niveis de nitrito em até 60% em
algumas concentragdes testadas (SINGH, et al., 2017).

A reducdo nesses niveis de NO possivelmente aconteceu por conta da
inibicdo de citocinas inflamatérias como TNF-a, IL-1B e IFN-y, que sao responsaveis
por induzir a INOS, aumentando assim os niveis de NO (DENG, et al., 2011). Outra
hipotese pode ser por conta da reducdo da migracédo de leucdcitos, entre eles os
macrofagos, que as nanoparticulas de prata podem causar dano mitocondrial
nessas células, causando apoptose, resultando na morte dos macrofagos, sem
essas ceélulas ativadas para induzir a producdo de NO, os niveis desse diminuiriam
significativamente (SINGH E RAMARAO, 2012).

Em diversas condi¢cdes fisiopatoldgicas associadas com inflamacdo ou

estresse oxidativo, essas espécies reativas de oxigénio tém relacdo com a mediagéo
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de dano celular através de diversos mecanismos independentes incluindo a
inativacdo de uma variedade de enzimas antioxidantes. Dada a importancia do
status oxidante na formacdo do edema, o efeito antiinflamatoério exibido por esse
composto, nesse modelo, pode estar relacionado a um potencial antioxidante
(BIGNOTTO, et al., 2009).

Yilma e colaboradores (2013) sugere que as AgNPs podem ser aplicaveis a
outras doengas, como por exemplo no caso da infec¢céo por Chlamydia trachomatis,
pois uma caracteristica dessa infeccdo € a inducdo de respostas inflamatorias
severas que desempenham papéis criticos na sua patogénese. Ao avaliar os niveis
de diversos mediadores inflamatérios, os autores sugerem que o efeito das
nanoparticulas ndo € generalizado, mas sim altament seletivo, dependendo do tipo
de patdgeno e das células as quais sdo expostas.

Apesar da evidéncia de varios estudos mostrarem que as AgNPs podem
modular a expressao de citocinas proé-inflamatérias, através de danos causados a
mitocondria, resultando em apoptose e morte de macréfagos e neutréfilos, células
responsaveis pela producdo dessas citocinas, ainda ndo esta bem documentado de
gue forma as NP desempenham suas propriedades anti-inflamatérias (WONG, et al.,
2009; SHEIKPRANBABU, et al., 2009; SINGH E RAMARAO, 2012).

7. CONCLUSAO

Conclui-se que a AgNPcol+pc aplicada de forma intra-peritoneal com a dose
de 150ug/kg tem potencial antiinflamatério, ao inibir a formagédo do edema de pata
induzida por carragenina e reduzir a quantidade de neutrdfilos no tecido da pata
como mostrado na reducéo da atividade da MPO. Esse potencial anti-inflamatoério é
maior do que o encontrado em seus componentes isolados, mostrando que a
AgNPcol+pc de forma completa inibiu 0 edema de forma mais eficiente do que seus
componentes isolados. A AgNPcol+pc também apresenta um potencial antioxidante
ao diminuir os niveis de nitrato, subproduto da via inflamatéria do 6xido nitrico e
manter niveis de GSH, antioxidante endégeno ndo enzimatico e SOD um

antioxidante endégeno enzimatico.
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