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RESUMO

Efeito anti-inflamatorio e antioxidante da gliciteina em modelo de edema de
orelha em camundongos. Marciel Rosa de Sales, 2025

A inflamacdo é um evento protetor do organismo, mas pode causar danos teciduais
guando excessiva. Considerando as doencas inflamatorias da pele e as limitacdes
dos seus tratamentos convencionais, € interessante desenvolver terapias que possam
ser administrados por via topica. Nesse sentido, a gliciteina, uma isoflavona de soja,
pode ser uma alternativa promissora. O presente estudo investigou os efeitos anti-
inflamatorios e antioxidantes da gliciteina em modelo de inflamac&o cutanea aguda
em camundongos. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Federal de Sergipe sob o protocolo n° 8947220923. Os
animais receberam uma administracdo tépica de TPA (12-O-tetradecanoilforbol 13-
acetato; 1 pg/orelha) na orelha direita, para induzir a inflamacé&o, 5 min apés seguiu-
se o tratamento com a gliciteina (0,3, 1,0 ou 3,0 mg/orelha), veiculo (acetona) ou
dexametasona (0,05 mg/orelha). A eutanasia e retirada das orelhas ocorreu 6 h apos.
As andlises das orelhas mostraram que a gliciteina reduziu o edema de orelha (24,2%
p=0,036; 36,8% p=0,0002 e 33,2% p=0,001), a atividade de mieloperoxidase (90,1,
87,2 e 72,1%, p<0,0001 cada) e as concentracdes teciduais de IL-6 (58,5% p=0,0007;
56,5% p=0,0006; 66,8% p<0,0001), IL-1B (57,3% p=0,0002; 54,8% p=0,0002; 59,3%
p<0,0001) e TNF-a (54,9% p=0,011; 61,2% p=0,002; 61,6% p=0,002), para 0,3, 1,0 e
3,0 mg/orelha respectivamente comparado ao grupo veiculo. Na avaliacao histolégica,
foram verificados edema e espessura dermo-epidérmica menos intensas no
tratamento com as doses de 1,0 e 3,0 mg/orelha (p<0,0001, cada), mas ndo para a
dose de 0,3 mg/orelha, em relacao ao controle. Além disso, o tratamento com gliciteina
diminuiu as concentrac6es de hidroperéxidos totais em 60,1% (p=0,014) e 81,4%
(p=0,0004) para 1,0 e 3,0 mg/orelha, respectivamente. Ainda, a dose de 1,0 mg/orelha
foi testada para atividade antioxidante e promoveu um aumento de 55,8% (p=0,009)
para a atividade de catalase (CAT) e 76,3% (p=0,001) para a superéxido dismutase
(SOD). Esses resultados demonstram que a gliciteina tem efeito anti-inflamatorio e
antioxidante no modelo de edema de orelha induzido por TPA em camundongos e
possui potencial para contribuir para o desenvolvimento de novos tratamentos topicos
para doencas inflamatorias cutaneas.

Palavras-chave: anti-inflamatoério; antioxidante; edema; isoflavonas.



ABSTRACT

Anti-inflammatory and antioxidant effect of glycitein on a mouse ear edema
model. Marciel Rosa de Sales, 2025.

Inflammation is a protective factor for the body, but it can cause tissue damage when
excessive. Considering inflammatory skin diseases and the limitations of their
conventional treatments, it is interesting to develop therapies that can be administered
topically. In this sense, glycitein, a soy isoflavone, may be a promising alternative. The
present study investigated the anti-inflammatory and antioxidant effects of glycitein in
a mouse model of acute skin inflammation. The study was approved by the Animal
Use Ethics Committee (CEUA) of the Federal University of Sergipe under protocol
number 8947220923. The animals received a topical administration of TPA (12-O-
tetradecanoylphorbol 13-acetate; 1 ug/ear) in the right ear to induce inflammation. 5
min later, they were treated with glycitein (0.3, 1.0, and 3.0 mg/ear), vehicle (acetone),
or dexamethasone (0.05 mg/ear). Euthanasia and removal of the ears occurred 6 h
later. Ear analyses showed that glycitein reduced ear edema (24.2% p=0.036; 36.8%
p=0.0002 and 33.2% p=0.001), myeloperoxidase activity (90.1, 87.2 and 72.1%,
p<0.0001 each) and tissue concentrations of IL-6 (58.5% p=0.0007; 56.5% p=0.0006;
66.8% p<0.0001), IL-1B (57.3% p=0.0002; 54.8% p=0.0002; 59.3% p<0.0001) and
TNF-a (54.9% p=0.011; 61.2% p=0.002; 61.6% p=0.002), for 0.3, 1.0 and 3.0 mg/ear
respectively compared to the vehicle group. In the histological evaluation, less intense
edema and dermo-epidermal thickness were observed in the treatment with doses of
1.0 and 3.0 mg/ear (p<0.0001, each), but not for 0.3 mg/ear, in relation to the control.
In addition, treatment with glycitein decreased the concentrations of total
hydroperoxides by 60.1% (p=0.014) and 81.4% (p=0.0004) for 1.0 and 3.0 mg/ear,
respectively. Furthermore, the dose of 1.0 mg/ear was tested for antioxidant activity
and promoted a increase of 55.8% (p=0.009) for catalase (CAT) activity and 76.3%
(p=0.001) for superoxide dismutase (SOD). These results demonstrate that glycitein
has anti-inflammatory and antioxidant effects in the TPA-induced ear edema model in
mice and has the potential to contribute to the development of new topical treatments
for inflammatory skin diseases.

Keywords: anti-inflammatory; antioxidant; edema; isoflavones.



RESUMO PARA A COMUNIDADE

A inflamacéo € uma reacdo natural do nosso corpo, que acontece para nos proteger
quando ocorrem infeccdes ou lesdes nos nossos 6rgaos. No entanto, quando essa
resposta é exagerada, pode ser muito ruim a ponto de ndo suportamos e precisarmos
de tratamento. Diante das dificuldades que ainda existem nos tratamentos atuais para
as doencas inflamatdrias, os cientistas tém buscado novas alternativas. A gliciteina,
por exemplo, € uma substancia natural encontra em grdos como a soja. Ela tem
propriedades benéficas ja conhecidas pela ciéncia, quando é ingerida. Em nosso
trabalho, propusemos que a gliciteina pode ser aplicada diretamente no local da
inflamacéo e isso pode contribuir para o tratamento das doencas de pele. Assim,
estudamos se a gliciteina pode ajudar a reduzir a inflamacé&o e o desequilibrio causado
por excesso de radicais livres (substancias que causam lesédo ao organismo) na orelha
de camundongos. Para isso, foi aplicada uma substancia que causa inflamacéo
(conhecida como TPA) e apls cinco minutos, os animais foram tratados com
diferentes doses de gliciteina ou com um medicamento anti-inflamatorio amplamente
utilizado, a dexametasona. Depois de 6 horas, as orelhas dos animais foram coletadas
para andlise. Os resultados mostraram que o tratamento com gliciteina reduziu a
inflamacé&o, pois verificamos a diminui¢do do inchaco na orelha (edema) e a reducao
da producao de substancias produzidas no organismo, que aumentam a inflamacao.
Também observamos que a gliciteina diminuiu o efeito do excesso de radicais livres
na orelha do camundongo, ajudando a proteger contra a inflamacdo. Em resumo, 0s
dados mostram que a gliciteina tem efeito anti-inflamatério e antioxidante em um
experimento de inflamacgé&o na pele de curta duracao, e futuramente, apGs a realizacdo
de mais estudos, pode ser uma alternativa para o desenvolvimento de novos

tratamentos aplicados na pele para doencas inflamatorias.
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1. INTRODUCAO

A inflamacao ocorre a partir de diferentes estimulos exdgenos ou endégenos,
gue envolvem distintos mecanismos de induc¢éo, regulacao e resolucao (Nasef; Mehta;
Ferguson, 2017). Esse processo depende dos agentes inflamatorios envolvidos, dos
tecidos alvo afetados, dos sensores que os detectam nestes tecidos e dos mediadores
inflamatorios formados (Medzhitov, 2010). Contudo, ainda que a inflamacéo seja uma
resposta inata que visa restabelecer a homeostase e permitir a adaptacéo fisiolégica
em decorréncia de condi¢cdes nocivas, essa resposta biolégica tem alto potencial de

causar dano tecidual, quando excessiva (Medzhitov, 2021).

Doencas dermatologicas inflamatorias tais como psoriase, rosacea e as
dermatites atdpica, seborreica e alérgica de contato sdo as principais doencas
cutdneas que afetam a populacdo (Tong et al., 2024). Tais dermatoses impactam
negativamente a qualidade de vida dos pacientes, comprometendo o sono e causando
disturbios funcionais devido ao prurido intenso (Christensen; Jafferany, 2023). Além
disso, afetam o estado emocional, as relagdes sociais e a autoconfianca (Chen et al.,
2022), gerando sintomas depressivos em mais de 50% dos pacientes acometidos
(Esposito et al., 2006; Talamonti et al., 2021). Devido a alta prevaléncia no Brasil,
representam um impacto econémico significativo, em virtude da complexidade do
tratamento e de elevados custos por paciente (Romiti; Carvalho, Duarte, 2021) (Lopes
et al., 2019).

A abordagem convencional para o tratamento dos processos inflamatérios é
representada pelos Anti-inflamatorios Nao Esterdides (AINES) que inibem a atividade
das enzimas ciclooxigenases (COX) 1, 2 e 3, consequentemente afetando a sintese
de prostandides (Danciu et al., 2018). Outra alternativa terapéutica sdo o0s
glicocorticéides, que atuam principalmente através da inibicdo da expressao de genes
envolvidos na resposta inflamatoria, como de fatores de transcrigdo, citocinas,
receptores e enzimas (Escoter-torres et al., 2019). Contudo, as reac¢des adversas de
ambas as terapias sdo comuns e problematicas, envolvendo a maior parte dos
sistemas organicos como o gastrointestinal, cardiovascular, renal, hepatico e neural
(Fine, 2013; Oray et al., 2016). Além disso, o uso de glicocorticoides por longos
periodos por via sistémica deve ser feito com cautela, pelo risco de supresséo do eixo

hipotalamo-hipdfise-adrenal, (Borresen et al., 2022).
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Nesse sentido, pesquisadores e industrias farmacéuticas vém estudando o
potencial farmacoterapéutico de fitoquimicos, como os flavonoides, devido a
necessidade de desenvolvimento de alternativas terapéuticas que apresentem melhor
eficacia para os processos inflamatoérios, possivelmente associadas a menos reacoes
adversas (Felix et al.,, 2022). A exemplo, as isoflavonas sdo compostos naturais
descritos na literatura por apresentar potencial anti-inflamatério (Hamalainen et al.,
2007; Derangula; Panati; Narala, 2021), antialérgico (Xu et al., 2021), quimioprotetor
(Boutas et al., 2022), cardioprotetor e antioxidante (Khan et al., 2021), antibacteriano

(Dong et al., 2024), dentre outros.

A gliciteina é uma isoflavona com grande potencial farmacol6gico. Demonstrou-
se gue essa isoflavona tem potencial terapéutico no cancer in vitro sobre as células
de glioma (Lee et al., 2010), cancer gastrico (Zang et al., 2019) e de mama (Zhang et
al., 2015), além de exercer efeitos neuroprotetores em modelo celular da doenca de
Parkinson (Dong; Yang, 2022; Zhao et al.,, 2025) e na prevencdo da depressao
induzida por reserpina (Diksha; Singh, 2023). Além disso, outros estudos in vitro
demonstraram a atividade anti-inflamatoéria ao inibir a producéo de 6xido nitrico (NO)
(Sheu; Lai; Yen, 2001), citocinas pro-inflamatorias (Park et al., 2007), espécies
reativas de oxigénio (ROS) (Kang et al., 2007), prostaglandina E2 (PGE2) (Yamak et
al., 2002), 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS) e COX-2 (Wongkarn et al., 2025).

Contudo, as evidéncias sobre a gliciteina se limitam aos estudos in vitro. Dessa
forma, é relevante explorar este composto em modelos biolégicos mais complexos,
como o0s in vivo. O interesse por esse composto também é reforcado pelas
propriedades anti-inflamatérias e antioxidantes ja bem descritas de outras isoflavonas
da soja, como a daidzeina (Sakamoto, et al., 2016; Li et al., 2021) e a genisteina
(Messina et al.,, 2011; Siriviriyakul et al., 2022), que possuem estrutura quimica
semelhante. Com isso, buscou-se caracterizar os efeitos da gliciteina, de modo a

reforcar o seu potencial para o tratamento de processos inflamatoérios na pele.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1Inflamacao

A inflamacéo é um evento natural dos sistemas biol6gicos que visa proteger o
organismo tanto contra perturbacdes externas, como agentes quimicos, fisicos e
micro-organismos; quanto contra agentes internos, como moléculas endogenas
(Nasef; Mehta; Ferguson, 2017). Sendo assim, 0 processo pode ser caracterizado
como uma resposta a desordem causada por infec¢des ou lesbes, que visa remover
a fonte de perturbagdo e preservar a homeostase, fungdes e estruturas teciduais.
Entretanto, ainda que seja um mecanismo de defesa essencial para a sobrevivéncia,
pode se tornar desregulada e trazer consequéncias nocivas ao individuo, estando
associada a fisiopatologia de diversas doencas conhecidas (Medzhitov,2021; Serhan
et al., 2007).

Desde a antiguidade a inflamacéao é reconhecida, tendo seus sintomas clinicos
descritos pelo romano Cornelius Celsus, no século | d.C., que definiu 4 sinais cardinais
da inflamag&o: rubor (vermelhiddo, devido ao aumento da quantidade de sangue no
local); tumor (inchago, causado pelo aumento da permeabilidade vascular e
consequente extravasamento de proteinas para o tecido); calor (aumento da
temperatura, decorrente do aumento do fluxo sanguineo e da atividade metabdlica
dos mediadores celulares inflamatérios); dor (associada a sensibilizacdo das
terminac@es nervosas). Ainda, Rudolf Virchow incluiu na década de 1850 a perda de
funcdo (disfuncdo dos orgdos envolvidos) como uma quinta caracteristica da

inflamacéo (Libby, 2007; Freire; Van Dyke, 2013).

Tais sinais cardinais surgem como consequéncia de reacdes vasculares
promovidas pela acdo de mediadores quimicos liberados por células residentes nos
tecidos, que reconhecem a presenca de agentes lesivos. Esses mediadores,
principalmente a histamina e prostaglandinas, promovem a dilatacdo de pequenos
vasos, levando ao aumento do fluxo sanguineo e o aumento da permeabilidade capilar
a fluidos e macromoléculas, que possibilita 0 extravasamento do excesso de liquido e
proteinas do plasma, caracterizando o exsudato. A presenca de exsudato no tecido

intersticial caracteriza o0 edema inflamatorio (Kumar; Abbas; Aster, 2016).

A formacédo de edema tecidual esta intimamente relacionada a leséo tecidual e

inflamacgéo, principalmente nas primeiras horas apdés a sua ocorréncia (Lund;



15

Onarheim; Reed, 1992; Qin; Wang, 2016). O acumulo de fluidos no tecido promove
uma expansao anormal no espaco intersticial, que € responsavel por aumentar a
espessura do tecido, um sintoma caracteristico de edema que é utilizado como um
importante parametro para determinar o volume do edema e avaliar a gravidade dessa
condicao (Qin; Wang, 2016).

Ademais, o dano tecidual causado por diferentes estimulos € responsavel pela
perda de integridade de estruturas celulares e a consequente libera¢cdo de moléculas
de células e organelas danificadas, o que ativa respostas inflamatorias. Além dos
sinais moleculares citados, ha outros 3 componentes fundamentais do circuito
inflamatorio: os receptores, os mediadores e as células imunoldgicas (Medzhitov,
2021).

No inicio do processo inflamatério, padrbes moleculares associados a
patégenos (PAMPSs) e padrées moleculares associados a danos (DAMPS) sinalizam a
presenca de patdbgenos ou lesBes as células, respectivamente. Tais padrbes
moleculares séo reconhecidos por receptores especificos, como os receptores tipo
Toll (TLR), ativando células endoteliais e células imunes como mastocitos e
macrofagos teciduais. Essas células estimulam a secrecdo de varias citocinas, como
a interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6), fator de necrose tumoral (TNF) aq,
guimiocinas como a CCL2 e CXCL8, assim como prostaglandinas, que ativam vias de
sinalizacao pro-inflamatoria (Medzhitov,2010; Williams et al., 2011; Feeham; Gilroy,
2019).

Entre as citocinas pro-inflamatorias, o TNF-a, produzido pincipalmente por
monaocitos, macréfagos e mastocitos, desencadeia suas propriedades através da
ativacdo do NF-kB, que promove a ativacdo de neutrdfilos, a estimulagdo de
moléculas de adesao leucocitaria, além do aumento da migracéo transendotelial e da
permeabilidade e vazamento vascular (Bradley, 2008; Boshtam et al., 2017; Liu et al.,
2021), além de induzir a expressao de IL-6 e IL-8 (Gerritsen, 1998). A IL-18, produzida
principalmente por mondcitos e macrofagos em resposta a PAMPs e/ou DAMPs,
coordena diversos aspectos da inflamacédo local (Weber; Wasiliew; Kracht, 2010),
principalmente por induzir o recrutamento de neutréfilos, ao atrair e ativar essas
células nos locais da injaria (Marzano et al., 2018). A IL-6, que tem 0s mondcitos,

fibroblastos e células endoteliais como suas principais fontes de producédo, é uma
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indutora da resposta de fase aguda e promove a estimulacdo da secrecdo de IL-1
(Boshtam et al., 2017; Kang et al., 2020).

Sendo assim, as citocinas desempenham um papel crucial em diversas fungdes
do sistema imunoldgico, sendo um grupo amplo de proteinas sinalizadoras que
regulam a inflamacéo (Smith et al., 2022). As quimiocinas, por sua vez, S&0 um
subconjunto especifico de citocinas que tém como principal funcdo a quimiotaxia,
sendo fundamental para o processo de migracdo celular ao formar um gradiente
quimiotatico para atrair outras células (Smith et al.,, 2022). Entdo, quimiocinas e
citocinas como o TNF-a e a IL-1B induzem o aumento da expressao de moléculas de
adesdo endotelial, que promovem o recrutamento e influxo de leucocitos e células
fagociticas para o tecido. Este processo de recrutamento leucocitario abrange uma
sequéncia de etapas: rolamento, ativacdo, adesédo e transmigracao (Muller, 2014;

Timmerman et al., 2016).

Estas etapas ocorrem nos vasos sanguineos, principalmente nas arteriolas, e
estdo demonstradas na Figura 1 para os neutréfilos. A fase de rolamento inicial ocorre
através de interacfes de baixa afinidade entre os neutréfilos e o endotélio, que séo
mediadas por proteinas chamadas selectinas, presente no endotélio (E-selectinas e
P-selectinas) e nos leucécitos (L-selectinas). Adicionalmente, a adeséo firme ao
endotélio é mediada por proteinas integrinas, presentes na superficie dos leucdcitos.
Tais proteinas interagem com ligantes endoteliais como a molécula de adesédo
intercelular-1 (ICAM-1) em um estado de alta afinidade, por ter sido ativado por
quimiocinas produzidas no local da lesédo (Kumar; Abbas; Aster, 2016; Timmerman et
al., 2016).

Uma vez aderidos ao endotélio, os neutréfilos migram principalmente através
de juncdes entre células endoteliais (via paracelular) ao se ligarem a molécula de
adesdo celular endotelial plaquetaria (PECAM-1 - CD31), em direcdo ao local da
les&o/infeccdo no sitio extravascular. Nesse processo, sao atraidos pelo gradiente de
moléculas quimioatraentes como produtos bacterianos, citocinas, componentes do
sistema complemento e metabdlitos (Kumar; Abbas; Aster, 2016; Timmerman et al.,
2016).
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Figura 1: Processo de migracéo leucocitaria na inflamacé&o
(Kumar; Abbas; Aster, 2016).
Dentre as células que constituem o infiltrado inflamatério destacam-se os
neutrofilos, que sao tradicionalmente os primeiros leucdcitos a serem atraidos para o
local inflamado em razdo de serem 0s leucOcitos mais abundantes no sangue,
responderem mais rapidamente as quimiocinas e se ligarem mais fortemente as

moléculas de adeséo (Kumar; Abbas; Aster, 2016).

Apesar de serem considerados células de vida curta, tendo meia-vida de
aproximadamente 8 horas em humanos, os neutréfilos tém capacidade de eliminar
micro-organismos e residuos do tecido por diversos mecanismos intracelulares.
Dentre esses mecanismos destacam-se a sua atividade fagocitica, a producao de
ROS, a liberacdo de armadilhas extracelulares de neutréfilos (NETS) (Kolaczkowska;
Kubes, 2013; Feeham; Gilroy, 2019). Além disso, o citoplasma dos neutrofilos contém
vesiculas e granulos azuréfilos, onde ficam armazenados enzimas como a elastase
de neutrdfilos (NE) e a mieloperoxidase (MPO) (Damascena et al., 2022), a qual
possui as propriedades bactericidas e pro-inflamatorias mais eficientes dos neutrofilos
(Kolaczkowska; Kubes, 2013; Feeham; Gilroy, 2019).

Além disso, entre os reguladores da inflamacédo estdo o0s eicosanoides,
mediadores lipidicos que modulam a intensidade e duracdo da resposta inflamatoria,
associando-se principalmente ao inicio da inflamacdo, mas também sendo
importantes para a sua resolugéo. Esses mediadores sdo derivados de fosfolipideos

de membrana, tendo o acido araquidénico (AA) como molécula precursora. Desse
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modo, pela acdo das enzimas fosfolipases, principalmente a fosfolipase A2 (PLAz), o
AA pode ser mobilizado das membranas plasmaticas e entdo ser metabolizado pela
via da lipo-oxigenase (LOX) e pela via da ciclo-oxigenase (COX) para biossintetizar
os eicosanoides (Calder, 2006; Lei et al., 2015).

A via da COX gera prostaglandinas e tromboxanos. E mediada pela atividade
de trés isoformas enziméticas: a COX-1, a COX-2 e a COX-3. A COX-1 é expressa
constitutivamente, estando envolvida na regulacdo das funcbes homeostéticas do
organismo. A COX-2, por sua vez, € induzivel, sendo ativada principalmente na
presenca de estimulos patolégicos, como por produtos bacterianos e citocinas
inflamatorias ou pelo estresse de cisalhamento vascular (Calder, 2020). Dessa forma,
guando gerados a partir da COX-2, alguns eicosanoides sédo conhecidos por mediar
os sinais cardinais da inflamacao, ao aumentar a permeabilidade vascular, promover
vasodilatacdo, hiperalgesia, calor local e edema, além de contribuir para o
recrutamento de leucécitos (Serhan et al., 2007). Ja a COX-3, uma variante da COX-
1 encontrada em maior abundéncia no cortex cerebral, é considerada um alvo central
de inibic&o por drogas analgésicas e antipiréticas, como paracetamol e dipirona, o que

leva a reducédo da dor e da febre (Chandrasekharan et al., 2002).

A via da LOX é responsavel pela formacao de leucotrienos, 0s quais também
tém efeitos pro-inflamatérios como o0 aumento da permeabilidade vascular, a producéo
de citocinas inflamatérias, a inducdo da liberacdo de ROS e a quimiotaxia,

principalmente no tecido pulmonar, mas néo se restringindo a este (Calder, 2006).

Contudo, as mesmas vias envolvidas na destruicdo de agentes agressores
podem facilmente danificar osj tecidos saudaveis adjacentes, visto que moléculas
citotbxicas podem ser liberadas no meio extracelular pelos leucécitos apds a
exposi¢do aos estimulos inflamatdérios (Shim; Deniset; Kubes, 2022). Nesse contexto,

destacam-se as ROS, que sao radicais livres derivados do oxigénio (Sun et al., 2020).

2.2 Estresse Oxidativo
O estresse oxidativo foi conceituado pela primeira vez em 1985, sendo definido
como um desequilibrio na geracdo de moléculas oxidantes e antioxidantes, em favor

dos oxidantes, com potencial de causar danos celulares (Sies, 1985). Entdo, quando
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0 sistema antioxidante fica sobrecarregado pelo crescimento exacerbado da producéo
de ROS em detrimento da sua neutralizacéo, o equilibrio redox fica comprometido,
impactando negativamente as fungbes celulares (Herrman; Dick, 2012; tuczaj;
Gegotek; Skrzydlewska, 2017).

As ROS sao produzidas endogenamente nas membranas plasmaticas,
mitocondrias, reticulo endoplasmatico e peroxissomos (Ayala; Mufioz; Arguelles,
2014). Elas compreendem o anion superoéxido (Oz™), radical hidroxila (*OH), peréxido
de hidrogénio (H202), 6xido nitrico (NO), acido hipocloroso (HOCI), além de derivados
de peroxidacéo lipidica como o oxigénio singleto (*Oz), peroxinitrito (ONOO"), radical
peroxil (ROO:) e peroxidos organicos (ROOH) (Tretter et al., 2021). Essas moléculas
sdo geradas em processos fisiolégicos normais do metabolismo e em baixas
concentracfes desempenham fungdes essenciais nas vias de sinalizacdo celular
(Tretter et al., 2021).

Entretanto, quando em altas concentracfes, essas ROS promovem lesdes
oxidativas responsaveis pela clivagem de peptideos, delecdes e mutacdes de DNA,
danos as membranas através de peroxidacao lipidica, dentre outros, afetando por
exemplo, a atividade de enzimas intracelulares importantes e a transcricdo génica
(Carocho; Ferreira, 2013; Sies; Berndt; Jones, 2017). Assim, as ROS estao envolvidas
no desenvolvimento de diversas condicbes patolégicas como doencas
cardiovasculares, canceres, obesidade, disturbios neuroldgicos e doencas de pele
(Carocho; Ferreira, 2013; Magnani et al., 2020).

No processo de peroxidacao lipidica, os radicais livres, como o *OH, promovem
a oxidacéao de lipidios, principalmente dos acidos graxos poli-insaturados presentes
nas membranas celulares, mas também inclui a peroxidacdo de glicolipidios,
fosfolipidios e colesterol (Ayala; Mufioz; Arglelles, 2014). Os radicais livres podem
remover um hidrogénio de um carbono em ligagéo dupla em um &cido graxo, gerando
um radical lipidico (L*) que, por sua vez, ird reagir com O,, formando um radical
peroxila lipidico (LOO¢). Entdo, o LOO- reage com outro lipidio (LH), removendo outro
hidrogénio para gerar um hidroperoxido lipidico (LOOH) e um novo radical lipidico (L¢).
Dessa forma, os hidroperoxidos séo os principais produtos primarios do processo de
peroxidacao lipidica, sendo considerado um mediador central no desenvolvimento de

doencas e morte celular por apoptose ou necrose (Ayala; Mufioz; Arglelles, 2014).
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Além disso, a peroxidacéo lipidica também gera produtos secundarios na forma
de aldeidos, como o malondialdeido (MDA) e o 4-hidroxinonenal (4-HNE) (Grotto et
al., 2009). O MDA é um produto altamente mutagénico, sendo um importante
biomarcador da peroxidacédo lipidica e do estresse oxidativo. Além disso, uma das
formas de detecta-lo € através do teste com acido tiobarbitarico (TBA), devido a sua
alta reatividade com esse composto (Ayala; Mufioz; Argielles, 2014). O 4-HNE
funciona como um produto citotéxico e como molécula sinalizadora, participando da
regulacao de diversos fatores de transcrigdo associados ao estresse oxidativo (Ayala;
Mufioz; Arguelles, 2014).

Por outro lado, o organismo possui um complexo mecanismo de defesa que
visa proteger os tecidos contra os efeitos oxidativos das ROS, o qual é conhecido
como sistema antioxidante e envolve mecanismos enzimaticos e ndo enzimaticos na
tentativa de neutralizar e regular as ROS para concentracdes fisiologicas a fim de
garantir a preservacao da homeostase redox (Finkel; Holbrook, 2000). As enzimas
antioxidantes atuam como sistemas coordenados de remocéo de radicais livres e
incluem principalmente a catalase (CAT), superdxido dismutase (SOD), glutationa
peroxidase (GPx), entre outras (Mittal et al., 2014). Ha também antioxidantes nao
enzimaticos como a vitamina C (acido ascoérbico), a-tocoferol (vitamina E), glutationa,

bilirrubina e &cido urico (Touyz, 2012).

Existem trés isoformas de SOD em mamiferos: a SOD1 é expressa no citosol,
a SOD2 na matriz mitocondrial e a SOD3 no meio extracelular. Todas as isoformas da
SOD catalisam a conversdo do radical Oz em moléculas de peréxido de hidrogénio
(H202) e oxigénio molecular (O,). Para que isso ocorra, esse processo se inicia pela
transferéncia de elétrons do NADPH para o O, pela NADPH oxidase (NOX) presente
na membrana plasmatica, formando o Oz". Esse superdxido formado é altamente
reativo e é convertido pelas SODs através da reacdo: O27" + 2H — H202 + O2. Além
do H,0O, gerado dentro da célula pela SOD1 e SOD2, o H,O, produzido fora da célula
pela SOD3 pode atravessar a membrana plasmatica por meio de proteinas
aguaporinas. Dentro da célula, o H,O, é convertido em agua pela CAT e GPx

(Nguyen; Tran; Nguyen, 2020).

J4 a catalase, presente nos peroxissomos, possui um grupo heme na sua

estrutura que é fundamental para que ocorra rea¢do antioxidante, pois esse ferro (Fe)
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pode atuar como um intermediario na reacdo quimica. Assim, a decomposicdo do
H202 ocorre por um processo de duas etapas envolvendo a oxidagdo e reducgéo
alternada do ferro no sitio ativo. Entéo, inicialmente, o H,O, atua como um agente
oxidante, ao oxidar o ferro Fe(lll) para o Fe(IV). Em seguida, uma segunda molécula
de H,O, atua como agente redutor, que reduz o ferro Fe(lV) de volta para Fe(lll). Esse

mecanismo permite que a catalase neutralize o H202 através da sua conversdo em

agua e oxigénio molecular (2H202 — O2+ 2H20) (Goyal; Basak, 2010).

Por possuir alta seletividade para atuar sobre o H202, a catalase é considerada
a principal enzima antioxidante, ao decompor milhdes de moléculas de H202 por
segundo. Dessa forma, essa enzima contribui para o controle da concentragdo de

H20: intracelular e, consequentemente, atua na protecao celular contra os efeitos
toxicos desse agente oxidante (Goyal; Basak, 2010). Além disso, outro importante

desintoxicador de H202 é a enzima GPx, porém ela catalisa a reducdo de H20:

utilizando a glutationa reduzida (GSH) como doador de elétrons (Mittal et al., 2014).

Na pele, a presenca de agente agressores ocasiona resposta inflamatoria
cutanea, com inducdo de estresse oxidativo e produ¢cdo ROS (Rahman et al., 2008).
Nessa perspectiva, a atividade de enzimas antioxidantes como SOD e CAT é
fundamental, por proteger a pele contra esses danos (Fu; Chen; Guob, 2020). Em
doencas cutdneas como psoriase e dermatite atépica, por exemplo, a SOD tem
grande relevancia, ao promover a eliminacdo das ROS e inibir mediadores
inflamato6rios (Nguyen; Tran; Nguyen, 2020). Sendo assim, a inibicdo de vias
inflamatorias, associada ao fortalecimento das defesas antioxidantes da pele é crucial

na prevencao de condi¢gbes inflamatorias cutaneas (Li; Wu; Zhang, 2025).

2.3 Pele e inflamacéo cutéanea

A pele é considerada o maior 6rgdo do corpo humano e mantém funcdes
cruciais para o sistema fisiologico, funcionando como uma barreira fisica do
organismo contra microrganismos externos e outros corpos estranhos, de modo a
representar a primeira linha de defesa do sistema imune inato (Tamagawa-Mineoka,

2023; Yamamura; Kim; Kim, 2024). Além disso, a pele é essencial para a preservacao
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da homeostase ao impedir a perda de fluidos, funcionar como termorregulador e

transmitir percepcdes sensoriais (Nguyen; Soulika, 2019).

A pele é constituida por trés camadas distintas: epiderme, derme e hipoderme.
A epiderme é a camada mais superficial, tendo 90% das células composta por
queratindcitos e é subdividida em 4 camadas (Figura 2). A subcamada mais interna &
a camada basal, que € responsavel pela renovacdo da epiderme, por conter
queratindcitos proliferativos, e esta conectada a membrana basal, que promove a
firme aderéncia da epiderme a derme. Nas camadas subjacentes (camada espinhosa
e camada granular), os queratindcitos perdem a sua capacidade proliferativa,
iniciando o processo de diferenciacdo, etapa importante para o desenvolvimento de
propriedades mecanicas celulares e de adesao intercelular. A subcamada mais
externa € o estrato cérneo, composto por cornedcitos em uma matriz lipidica,
fundamental para a funcédo de barreira fisica da pele. Ainda, melandcitos, células de
Langerhans e células de Merkel sdo outros tipos celulares presentes na epiderme

(Van Smeden et al., 2014; Wong, et al., 2015; Shutova; Boehncke, 2022).
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Figura 2: Diagrama esquematico das subcamadas da epiderme
(Adaptado de Segre, 2006).
Abaixo da epiderme se encontra a derme, composta por uma matriz
extracelular que é sintetizada por fibroblastos e contém colageno, fibras elasticas e
proteoglicanos que proporcionam a estabilidade, elasticidade e integridade estrutural
da pele. Ademais, a derme também contém vasos sanguineos, receptores sensoriais,
glandulas sudoriparas e sebaceas, foliculos pilosos, além de células imunes

residentes, como mastécitos, macréfagos e linfécitos, que agem como sentinelas e
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podem dar inicio a respostas imunes na presenca de infeccdes ou lesbes. A camada
mais profunda € a hipoderme, ou camada subcutanea, constituida por adipdcitos e
tecido conjuntivo, tendo a funcao de isolamento térmico, armazenamento de gordura

e protecdo dos 6rgdos corporais (Nguyen; Soulika, 2019; Shutova; Boehncke, 2022).

A barreira lipidica, células epiteliais, flora bacteriana, terminacdes nervosas e
células imunoldgicas da pele compdem o microambiente epitelial-imune, sendo que a
interacdo entre esses componentes é indispensavel para a protecao da pele contra
agentes exogenos (Dainichi; Iwata, 2023). A desregulacdo desses elementos, como
pela presenca de micro-organismos patologicos ou lesGes na pele, pode estimular a
sinalizacao de receptores TLR e suceder em respostas imunes e no desenvolvimento
de doencas inflamatdrias cutdneas como psoriase, dermatite atépica, IUpus
eritematoso sistémico e acne vulgar (Dainichi; lwata, 2023; Tamagawa-Mineoka,
2023).

Diversos tipos celulares expressam TLRs na pele como os queratindcitos, as
células de Langerhans, os melandcitos e as células residentes. Esses receptores
induzem a inflamac&o através do reconhecimento tanto de PAMPs quanto de DAMPs
(Tamagawa-Mineoka, 2023). Os queratindcitos estdo intimamente associados a
patogénese de doencas inflamatérias cutaneas ao funcionarem como células
sensoras e estarem envolvidas no reconhecimento e liberacdo de diversas citocinas
pré-inflamatérias, como as da familia de interleucinas (ILs), IL-1, IL-4, IL-17, IL-20, IL-
6; também citocinas da familia dos interferons (IFNs), como IFN-a, IFN-B e IFN-y; além
de TNF-a (Morizane et al., 2023).

Um evento de sinalizacdo habitual dos receptores TLRs, apdés o
reconhecimento de PAMPs e/ou DAMPs na pele, é a ativacéo da via do fator nuclear
kappa B (NF-kB), um fator de transcricdo que induz a expressao de diversos genes
pro-inflamatérios envolvidos diretamente no desenvolvimento e evolugdo da
inflamacgéo (Liu, et al., 2017). Entdo, apos estimulacdo, ocorre a ativacdo do NF-kB
citoplasmatico pela cinase IkB (IKK). Posteriormente, o NF-kB livre é translocado para
0 nucleo, onde induz a transcricdo de genes-alvo, como os de citocinas e quimiocinas
pré-inflamatérias, além das enzimas iNOS e COX-2 (Yu et al., 2016). Ainda, essa via
de transducdo de sinal & responsavel por estimular moléculas de adesdo em
diferentes células imunoldgicas, além de ser crucial para a regulacdo da

sobrevivéncia, ativacéo, apoptose e diferenciacéo celular (Liu, et al., 2017).
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Nessa perspectiva, modelos experimentais de inducéo de inflamacao cutanea
aguda no intuito de investigar compostos com potencial anti-inflamatério vem sendo
amplamente utilizados. O 12-O-tetradecanoilforbol 13-acetato (TPA), por exemplo,
pertencente a familia dos ésteres de forbol, € descrito como um agente flogistico que
promove o rapido desenvolvimento de edema, eritema e infiltracdo de neutrofilos,
atingindo o nivel maximo de resposta edematosa em 6 horas ap0s a aplicacédo de uma
Unica dose tdpica (Young; Wagner; Spires, 1983; De Young et al., 1989; Stanley et al.,
1991).

Entre os mecanismos envolvidos na patogénese da inflamacao causada pelo
TPA esta a capacidade de se ligar e ativar a proteina quinase C (PKC) (Isonishi et al.,
2000; Gorzalczany et al., 2009). Assim, vias de transducdo de sinais levam a
estimulacdo da PLA2 e, consequentemente, a liberacdo de &cido araquidbnico e a
producao de eicosanoides como as prostaglandinas (Furstenberger et al.,1981). Além
disso, estudos também correlacionaram o TPA com a modulacdo de outros fatores
pro-inflamatérios como o aumento da peroxidacao lipidica; da producéo de citocinas
pré-inflamatérias (Oliveira et al., 2017; Xian et al., 2018); e de produtos da via das

lipoxigenases (Nakadate, 1989).

Estudos sugerem que os neutréfilos podem ser uma célula-alvo fundamental
para os efeitos inflamatérios do TPA, de modo que, o dano celular induzido pelo TPA
pode ser alterado na presenca de neutréfilos (Ward; Rosin, 1994) e baixas
concentracbes desse agente indutor sao suficientes para estimula-los e provocar
eventos patoldgicos nas células epidérmicas (Gabrielson et al., 1992). Sendo assim,
a inducdo com o TPA resulta em aumento do influxo e ativacdo de neutrofilos na
derme, que podem ocorrer através de mecanismos que envolvem a atividade da
proteina quinase Ca (PKCa), a liberagdo de quimioatraentes por queratinécitos (Xu et
al., 2024), além da regulacao positiva da expressao da molécula de adeséo endotelial

plaquetéaria-1 (PECAM-1) nos vasos sanguineos (Zeng et al. 2018).

E sabido que os neutrofilos s&o as primeiras células do sistema imunoldgico a
se infiltrar em areas inflamadas e participar na patogénese de doencas inflamatérias
da pele (Xu et al.,, 2024). Essas células imunes sintetizam e secretam granulos
contendo peroxidases, como a enzima MPO, que é uma fonte de geracdo de ROS

importante para combater patdogenos invasores, mas que potencialmente podem



25

danificar os tecidos saudaveis circundantes ao local da inflamacéo (Zhang et al., 2002;
Osawa, 2018).

Por funcionar como um 6rgéo de barreira entre o0 meio externo e interno, a pele
esta constantemente exposta ao desenvolvimento de doencas que, através de uma
variedade de células e mediadores inflamatorios, como histamina e citocinas, atuam
em receptores cutaneos e desencadeiam os sintomas fisicos (Trier; Kim, 2018).
Sintomas como a aparéncia anormal da pele e o prurido intenso estdo associados ao
surgimento de disfuncbes pessoais, sociais e psicolégicas e tém grande impacto

negativo na qualidade de vida da populacdo (Chen et al., 2022).

Ha relatos de que aproximadamente 57% de pacientes com dermatite atopica
(Talamonti et al., 2021) e 62% dos pacientes com psoriase (Esposito et al., 2006)
possuem sintomas depressivos. No Brasil, estima-se a prevaléncia da psoriase em
1,31% da populagao (Romiti; Carvalho, Duarte, 2021), com custo anual estimado em
US$ 4034 por paciente (Lopes et al., 2019), além de 20,1% de criancas (Silverberg et
al., 2021) e 7% de adultos com dermatite atépica (Mesquita et al., 2019), com custos

anuais em torno de US$ 1239 por paciente (Pérez et al., 2025).

Diante do exposto, o tratamento de condi¢des inflamatdrias na pele ainda € um
desafio ao envolver complexos mecanismos, custos elevados, efeitos adversos dos
medicamentos e diferencas individuais na resposta ao tratamento (Lee; Kim, 2023).
Sendo assim, hd um crescente interesse na realizacdo de pesquisas com moléculas
pouco exploradas na perspectiva da prevencdo de danos inflamatérios na pele nos
altimos anos, especialmente com produtos naturais, em razdo da sua grande

variabilidade e complexidade de estruturas (Fernandes et al., 2023).

2.4 Produtos naturais no tratamento de condi¢Oes inflamatorias

Desde a antiguidade, plantas medicinais e produtos de origem mineral e animal,
sao utilizados na cura de diversas enfermidades, sendo 0s primeiros recursos
terapéuticos empregados pelos povos antigos (Dutra et al., 2016). Atualmente, os
produtos naturais representam um recurso indispensavel para as empresas
farmacéuticas globais, contribuindo significativamente para o desenvolvimento de

novos farmacos, de modo que, em torno de 35% dos medicamentos atuais tém origem
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direta ou indiretamente de produtos de origem natural, como plantas, microrganismos

e animais (Calixto, 2019).

Nessa perspectiva, 0S compostos naturais tém se tornado uma fundamental
fonte de descobertas terapéuticas na pesquisa cientifica devido ao seu importante
potencial farmacoldgico. Além disso, comumente estdo associados a baixo custo,
maior acessibilidade e reducdo de efeitos adversos em comparacdo aos
medicamentos convencionais (Ribeiro et al., 2018; Felix et al., 2022) embora ainda h&
caréncia de estudos toxicoloégicos para muitos destes produtos.

Assim, 0s compostos haturais surgem como uma possivel alternativa
terapéutica em relacdo as terapias convencionais para condi¢cdes inflamatorias.
Medicamentos como os AINES e corticosteroides, embora eficazes, sdo responsaveis
pela geracdo de reacdes adversas envolvendo diversos sistema fisioldgicos, como o
gastrointestinal, cardiovascular, renal, hepatico e neural (Kapugi; Cunningham, 2019;
Bindu; Mazumder; Bandyopadhyay, 2020). Em contrapartida, os produtos naturais
apresentam uma ampla variedade fitoquimica, possuindo uma multiplicidade de
compostos com atividades farmacoldgicas promissoras, possivelmente associadas a

menos reacdes adversas (De Matos et al., 2024).

Dentre as classes de compostos naturais, compostos fendlicos como
flavonoides, acidos fendlicos e terpenoides sdo evidenciados como metabdlitos
derivados de plantas com grande acdo anti-inflamatoria. Tal efeito deriva de diversos
mecanismos de acdo, incluindo o bloqueio da liberacdo de mediadores pro-
inflamatoérios; a imunomodulacdo de citocinas, ao inibir vias de citocinas pro-
inflamatérias e aumentar citocinas pré-resolutivas; inibicAo enzimatica das
ciclooxigenases; além do aumento de enzimas antioxidantes (Dutra et al., 2016; De
Matos et al., 2024).

Os fitoestrégenos também sdo um grupo de substancias derivadas de produtos
naturais, sendo chamadas dessa forma em virtude da sua estrutura quimica
semelhante a do horménio sexual feminino 17-B estradiol e, por isso, atuam
fisiologicamente como estrogénios fracos (Ko, 2014). Os fitoestrégenos incluem os
flavonoides (isoflavonas, coumestans e flavondides prenilicos) e compostos nao

flavonoides, como as lignanas (Cot, 2003).
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Os flavonoides possuem mais de 6000 estruturas quimicas descritas. Sua
estrutura basica é composta por quinze carbonos organizados em dois anéis
benzénicos (A e B) ligados por um anel heterociclico de pirano contendo trés carbonos
(C), formando assim um esqueleto central conhecido como difenilpropano (C6-C3-
C6). Estas substancias sao divididas em diferentes subfamilias, baseadas nos grupos

substituintes ligados a estrutura basica (Figura 3) (Jomova et al., 2025).
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Figura 3: Estrutura quimica basica dos flavonoides e de suas subclasses.

(Adaptado de Panche; Diwan; Chandra, 2016).

Entre as diversas acbes biologicas dos flavonoides, a sua atividade
antioxidante e de neutralizacdo dos radicais livres é a que mais se destaca. Essa
propriedade estd diretamente relacionada a sua estrutura quimica, principalmente
pela presenca, quantidade e posi¢do dos grupos hidroxila no anel B e no anel C do
pirano (Dias; Pinto; Silva, 2021). Nesse sentido, quanto maior o numero de hidroxilas
presentes na molécula, maior é a tendéncia de atividade antioxidante, apesar de haver
excecOes (Lago et al.,, 2014). Isso ocorre pelo fato de que o grupo hidroxila da
estrutura permite a doacado de atomos de hidrogénio a um radical, o que neutraliza 0s

radicais livres por meio da transferéncia de elétron. Apés essa doacéao, a estrutura
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estabilizada através de ressonancia, o que contribui para a acao antioxidante (Lago
et al., 2014, Dias; Pinto; Silva, 2021).

Entre as subclasses dos flavonoides estéo as isoflavonas, que possuem um
esqueleto de 3-fenil-cromeno-4-ona, e suas estruturas quimicas diferem umas das
outras pela presenca de grupos hidroxi ou metoxi em diferentes locais do esqueleto,

importantes para a sua fungéo bioldgica (Figura 4) (Jomova et al., 2025).

A literatura relata a existéncia de mais de 300 plantas ricas em isoflavonas,
estando localizadas principalmente em raizes e sementes (Danciu et al., 2018). Um
dos mecanismos mais importantes pelos quais as isoflavonas diminuem os
mediadores inflamatérios é através da inibicdo do sistema transcricional do NF-kB.
Ainda, reduzem também o metabolismo do AA e a producdo de NO, inibindo a
atividade de enzimas pro-inflamatdérias, como a PLA2, LOX, COX-2 e iINOS, além de

reduzir citocinas e quimiocinas pro-inflamatérias (Yu et al., 2016).

CH, OH

HO

Isoflavona 17-B estradiol

Composto R1 R2 R3 R4

Daidzeina H H H OH
Genisteina  OH H H OH
Gliciteina H OCH3 H OH
Formononetina H H H OCH3
BiochaninaA OH H H OCH3

Figura 4: Estrutura quimica das isoflavonas e do 17-B estradiol
(Adaptado de Mortensen et al., 2009).
As principais fontes alimentares de isoflavonas para humanos s&o
Leguminosas da familia Fabaceae, como a soja e seus derivados, que contém
genisteina, daidzeina e gliciteina na proporcdo de 58:37:5 respectivamente,

dependendo dos locais de cultivo e condi¢des climaticas (Zaheer; Humayoun; Akhtar,
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2015). Por outro lado, as isoflavonas biochanina A e formononetina tém o trevo

vermelho (Trifolium pratense L.) como fonte majoritaria (Kfizova et al., 2019).

Vale ressaltar que essa subclasse de flavonoides é descrita na literatura por
apresentar potencial anti-inflamatorio (Hamalainen et al., 2007; Derangula; Panati;
Narala, 2021), antialérgico (Xu et al., 2021), quimioprotetor (Boutas et al., 2022),
cardioprotetor e antioxidante (Khan et al., 2021), antibacteriano (Dong et al., 2024),
etc. Embora algumas isoflavonas tenham sido extensivamente exploradas na
literatura por estas propriedades, como a genisteina (Sharifi-Rad et al., 2021),
daidzeina (Ahmad et al., 2024) e biochanina A (Felix et al., 2022), outras ainda
permanecem com seu potencial menos investigado, provavelmente devido a sua

menor proporgcdo nos graos de soja, como é o caso da gliciteina.

2.5 Gliciteina

A (gliciteina (Ci1sH120s - 7,4'-dihidroxi-6-metoxiisoflavona) (Figura 5) é um
exemplo de metabdlito secundario de plantas pertencentes a classe dos
isoflavonoides que é encontrada em vegetais como soja e feijao verde, sendo
responsavel por 5-10% do total de isoflavonas da soja (Danciu et al., 2018). Sua
estrutura € composta por dois anéis fenilicos e um anel heterociclico, além de possuir
alguns grupos funcionais: —~OCHs, -OH e -C=0 (Zhao et al., 2019). Por ser um
composto fendlico, esta associado a atividade antioxidante, devido a sua capacidade
de doar atomos de hidrogénio do grupo fendlico. Apds esse processo, passa a conter
um elétron ndo pareado no anel aromatico, que é estabilizado por ressonancia (Lago
et al., 2014).

HO O

H3CO

O
OH

Figura 5: Estrutura quimica da gliciteina

(Adaptado de Stephens; Bomser, 2013).
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Em um estudo para avaliar a biodisponibilidade da gliciteina em humanos, foi
verificado que, quando administrada por via oral, € um dos flavonoides com melhor
absorcao, tendo o duodeno-jejuno como primeiro local de absor¢do e um segundo
local no cdélon. Ainda, leva em torno de 8 horas apds a sua ingestdo para atingir a
concentracdo maxima no plasma, de modo a atingir uma estabilidade na concentracéo
plasmatica quando ingerida duas ou trés vezes ao dia (Shinkaruk et al., 2012).
Ademais, possui tempo de meia-vida de 3,4 horas em mulheres pds-menopausa
(Bloedon et al., 2002).

Em um estudo sobre o metabolismo in vitro e in vivo da gliciteina em ratos, foi
observado que esse composto passa por intensa metabolizagdo, tanto por via por
hepética de fase |, quanto pela atividade da microbiota intestinal, ao produzir uma
diversidade de metabdlitos. Nessa perspectiva, o principal metabdlito identificado foi
a 6-OH-daidzeina, um produto da desmetilacdo da gliciteina, em que o grupo metoxi
da gliciteina € substituido por uma hidroxila na posi¢do 6 (Rufer et al., 2007). Sendo
assim, essa hidroxilagéo extra pode conferir um aumento na capacidade antioxidante
da gliciteina (Lago et al., 2014). Contudo, pode haver uma grande variabilidade
interindividual na producdo dos metabolitos a depender de microflora intestinal,

refeicBes anteriores e fatores genéticos (Shinkaruk et al., 2012).

Além disso, a excre¢do urinaria da gliciteina apds 24 h da sua ingestao é de
cerca de 66% da porcéo ingerida. Em comparacao com a genisteina, outra isoflavona
de soja, a gliciteina apresenta maior taxa de excrecéo urinaria e menor tempo de meia
vida. Por outro lado, os parametros farmacocinéticos entre a gliciteina e a daidzeina
sdo semelhantes, apresentando biodisponibilidade, excre¢do urinéria e tempo de meia
vida similares (Shinkaruk et al., 2012).

7

Estudos demonstraram que gliciteina € um composto com atividade
estrogénica relativamente baixa in vitro, mas relativamente potente in vivo,
possivelmente pelo fato de que in vivo ela é metabolizada em compostos com maior
poténcia estrogénica (Song; Hendrich; Murphy, 1999). De fato, a conversdo de
gliciteina no metabalito di-hidrogliciteina esta associado ao aumento significativo da
acao estrogénica em virtude da sua atividade como agonista parcial do receptor de
estrogénio ERB (Tchoumtchoua et al., 2016).
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Atualmente a gliciteina é investigada para alguns efeitos terapéuticos, sendo
considerada um flavondide com grande potencial farmacolégico. No tratamento do
cancér, essa isoflavona demonstrou ter potencial de controlar a invasividade de
gliomas malignos através de regulacdo negativa da expressédo génica de MMP-3 ou
MMP-9 apds a inibicdo da atividade transcricional de AP-1 e NF-kB (Lee et al., 2010).
A gliciteina também induziu apoptose e a parada do ciclo celular em GO/G1 atraves
da via MAPK/STAT3/NF-kB, em células de cancer gastrico humano (Zang et al.,
2019). Além disso, mostrou ter efeito inibitério sobre a proliferacdo de células de

cancer de mama de maneira dose-dependente (Zhang et al., 2015).

No contexto da neuroprotecéo, foi demonstrado que a gliciteina exerce efeitos
neuroprotetores antioxidantes, na doenca de Parkinson, ao diminuir as concentragdes
aumentadas de ROS e prevenir a morte celular por apoptose em células SK-N-SH
humanas induzidas por rotenona (Dong; Yang, 2022). Em outro estudo in vitro, a
gliciteina preveniu a neurotoxicidade causada por agregados de a-sinucleina,
protegendo as células contra a producéo de ROS e da ativacdo da caspase-3 (Zhao
et al., 2025). Além disso, esse fitoquimico tem o potencial de prevenir a depresséo e
a memoria prejudicada em um modelo de inducdo por reserpina em camundongos,
ao reduzir a peroxidacao lipidica e o estresse inflamatério através da reducao das
concentracdes de substancia reativa ao acido tiobarbittirico (TBARS) e do TNF-a no
cérebro (Diksha; Singh, 2023).

Alguns estudos também demonstraram o potencial anti-inflamatério da
gliciteina. Um estudo realizado em linhagem de células de microglia (BV2) demonstrou
gue a gliciteina inibiu a liberagcdo de NO, TNF-a e IL-13 e suprimiu a expressao de
MRNA de iNOS, TNF-a e IL-1B8 (Park et al., 2007). Ademais, a gliciteina exerceu
efeitos protetores sobre o dano celular induzido pelo peréxido de hidrogénio ao inibir
a geracdo de ROS em células de fibroblastos de pulmédo de hamster (Kang et al.,
2007). Foi descrito ainda, leve atividade inibitoria da gliciteina na producéo de PGE2
em macrofagos peritoneais de ratos estimulados com TPA (Yamak et al., 2002), e a
supressdo da producdo de NO em macrofagos RAW 264.7 induzida por
lipopolissacarideo (LPS) (Sheu; Lai; Yen, 2001). A gliciteina também suprimiu danos
e inflamacao de queratindcitos cutaneos induzidos por UVB, ao inibir a expressao de
INOS e COX-2, além de ter aumentado a ativagéo da via pré-sobrevivéncia cinase 1/2

regulada por sinal extracelular (ERK1/2) e reduzido a fosforilacdo das vias pro-
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inflamatorias cinase N-terminal c-Jun (JNK) e proteina quinase ativada por mitdgeno
(MAPK) p38 (Wongkarn et al., 2025).

Diante do exposto, o potencial farmacoldgico da gliciteina sobre parametros
anti-inflamatérios e antioxidantes foi destacado na literatura, principalmente em
modelos in vitro. Considerando os efeitos previamente relatados, entendemos que
este composto tem potencial para controlar a resposta inflamatéria e deve ser
investigado em modelos in vivo. Assim, pesquisas com a administracdo topica dessa
substancia podem abrir novas possibilidades de estudo para a sua aplicacdo no

tratamento de doencas inflamatérias da pele.

Sendo assim, a hipétese desse estudo é que a gliciteina, quando aplicada
topicamente, pode modular mecanismos anti-inflamatorios e antioxidantes no modelo
de inflamacdo cutanea aguda em camundongos, contribuindo para a reducédo da
resposta inflamatoria e de danos oxidativos no tecido. Para tanto, sugere-se a sua
capacidade de interferir em parametros vasculares, como o acumulo de fluidos no
tecido, e celulares, como o infiltrado de neutrofilos, a liberacdo de mediadores pro-

inflamatoérios e o estresse oxidativo.
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3. OBJETIVOS

3.10bjetivos Gerais

Investigar os efeitos anti-inflamatorios e antioxidantes da gliciteina em modelo de

inflamacé&o cutanea aguda em camundongos.

3.20bjetivos Especificos

Avaliar se a aplicacao tépica da gliciteina em modelo de inflamacg&o aguda de pele
modula os seguintes efeitos no tecido:

e Edema de orelha;

¢ Infiltracdo de neutrdfilos;

¢ Modificagbes histopatoldgicas;

e Concentracdes de citocinas pro-inflamatorias;

e Estresse oxidativo.
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4. METODOLOGIA

4.1Drogas

A gliciteina utilizada neste estudo foi adquirida da Sigma-Aldrich®, em forma
de pd, com pureza = 97%, conforme especificado pelo fabricante. Foi diluida em
propilenoglicol (Dow Inc®) e acetona (Avantor®). Além disso, foram utilizados o
agente indutor TPA (Sigma-Aldrich®), o controle positivo dexametasona (Decadron®)

e 0 anestésico isoflurano (BioChimico®).

4.2 Animais

Para a realizacdo dos experimentos foram usados camundongos machos da
espécie Mus musculus, linhagem Swiss, pesando entre 25 e 30 g. Os animais foram
obtidos do biotério do Departamento de Fisiologia da Universidade Federal de
Sergipe. Os animais permaneceram no laboratério de Farmacologia do Processo
Inflamatério (LAFAPI) com temperatura de 21 + 2°C e ciclo claro/escuro (12/12 h)
controlados, recebendo agua e racédo a vontade.

Todas as etapas experimentais foram realizadas de acordo com as normas
sobre cuidados com animais para uso em pesquisa do Conselho Nacional de
Cuidados de Experimentacdo em Animais (CONCEA) e pela Lei Arouca, n°
11.794/2008. Esta pesquisa foi submetida e aprovada pelo Comité de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Federal de Sergipe sob o protocolo n°® 8947220923
(Anexo A).

Os animais foram distribuidos aleatoriamente nos grupos experimentais, sendo
0s animais de cada grupo mantidos juntos na mesma caixa, contendo maravalha para
acomodacdo e conforto. Ao final do experimento, a eutanasia foi realizada por
deslocamento cervical em animais anestesiados com isoflurano inalatério. Todos os
esforcos foram realizados para minimizar o sofrimento e o nimero de animais

utilizados neste estudo.
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4.3 Procedimentos

4.3.1 Grupos experimentais

O presente trabalho utilizou o0 modelo de edema de orelha induzido por TPA
para investigar o potencial terapéutico da gliciteina. As doses de gliciteina foram
baseadas em estudo prévio do nosso grupo de pesquisa com um composto isolado
(Bonfim et al., 2014), pois nao foi encontrado na literatura estudos com a utilizacéo
topica da gliciteina em modelos experimentais de inflamagdo cutanea. Os

experimentos foram realizados com 0s seguintes grupos experimentais:

Veiculo (acetona);

TPA + veiculo (grupo sem tratamento farmacolégico);
TPA + gliciteina (0,3 mg/orelha);

TPA + gliciteina (1,0 mg/orelha);

TPA + gliciteina (3,0 mg/orelha);

o a0k w NP

TPA + dexametasona (0,05 mg/orelha).

Em cada grupo foram alocados entre 5 e 7 animais, dependendo do protocolo
experimental. Em alguns experimentos, certos animais foram excluidos por serem

considerados estatisticamente como outliers.

4.3.2 Edema de orelhainduzida por TPA

A avaliagdo do edema foi feita com base na metodologia descrita por De Young
et al. (1989) e adaptada ao contexto do laboratorial atual por Bonfim et al. (2014). Os
camundongos (n=6), foram anestesiados por inalacdo com isoflurano. Em seguida,
como ilustrado na Figura 6, foi aplicado o agente promotor da inflamacao, o TPA (1
pg/orelha em 20 pL de acetona), na orelha direita dos animais. Na orelha esquerda,
foram aplicados 20 pL de acetona de forma tOpica em todos 0s grupos experimentais,

de modo que cada animal foi seu préprio controle.

Depois de 5 minutos da aplicacédo do TPA, as orelhas direitas dos animais foram
tratadas topicamente com gliciteina (dissolvido em uma solugdo com 20 uL de

acetona, agua e propilenoglicol na propor¢cdo 60/20/20 respectivamente), nas
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diferentes doses ou apenas com veiculo. A dexametasona (20 L), na dose 0,05

mg/orelha, foi utilizada como controle positivo.

Seis horas depois da inducdo do edema os animais foram anestesiados e 0s
sitios das orelhas foram removidos em formato circular utilizando um punch metalico
de 8 mm de diametro, e a massa dos sitios foi medida. Os valores foram
representados em gramas, indicando a subtracdo da massa entre as orelhas direita e

esquerda para cada animal, apresentado pelo delta (A).

‘ Orelha direita ‘

L)

Inducéo da inflamagao (20uL)
TPA (1 pg/orelha)

«

L)

Tratamentos (20pL)

Veiculo

Gliciteina (0,3 mg, 1,0 mg e 3,0 mg/orelha)
Dexametasona (0,05 mg/orelha)

Eutanasia e coleta

Massa

Andlise histoldgica
Atividade da MPO
Citocinas
Hidroperoxidos Totais

Orelha ssquerda | N - Atividade de CAT e SOD

20 pL de acetona em todos os grupos experimentais

O edema foi avaliado pela diferenca de massa entre as orelhas direita e esquerda de cada animal no t=6 h.

Figura 6: Delineamento experimental

4.3.3 Avaliacao das alteragcdes macroscoépicas nas orelhas

As imagens das orelhas dos camundongos foram obtidas 6 horas apés a
inducédo inflamatoria, enquanto os animais ainda estavam anestesiados e antes da
realizacdo do deslocamento cervical. As fotografias foram feitas com uma camera, sob
iluminacdo padronizada e distancia fixa, no intuito de garantir a padronizacdo para
comparacao entre os grupos. Para cada grupo foi apresentada uma fotografia do

animal que representou a média na avaliagdo do edema.
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4.3.4 Quantificacdo da concentracdo de mieloperoxidase (MPO)

A infiltrado de neutrdfilos para as orelhas inflamadas foi avaliada por meio da
concentracdo da enzima MPO. Os sitios de 8 mm diametro recortados das orelhas
foram picotados em pequenos pedacos e colocados em tubos contendo tampéo de
fosfato de potassio na concentracdo de 50 mmol/L e pH 6,0, acrescido de 0,5% de
brometo de hexadeciltrimetilaménio (HTAB). Em seguida, as amostras foram
homogeneizadas e 0 homogenato obtido foi centrifugado a 8.000 g. Os sobrenadantes
resultantes foram utilizados para o ensaio da mensuragcéo da MPO. Resumidamente,
0s sobrenadantes foram misturados a uma solugéo contendo di-hidrocloreto de o-
dianisidina (0,167 mg/mL, preparada em tampao fosfato de potassio 50 mmol/L, pH
6,0, possuindo 0,005% de H,0,). Os valores da absorbancia foram monitorados por
5 minutos. Os resultados foram representados em unidades de atividade de MPO
(UMPO/mg de tecido), sendo que uma unidade de MPO corresponde a quantidade de
enzima necessaria para degradar 1 pmol de H,O, na temperatura de 25 °C, assim

como na metodologia proposta por Bradley et al. (1982).

4.3.5 Determinacgédo das concentracdes de citocinas em orelhas inflamadas
com TPA

Inicialmente, a concentracdo de proteinas totais dos homogenatos foi
quantificada pelo método de Bradford (1976), utilizando o reagente de Bradford
(Sigma-Aldrich®, St. Louis, E.U.A). Dessa forma, uma curva de calibracdo foi
realizada, a partir das concentracdées de 100, 200, 400, 600, 800 e 1000 ug/mL de
albumina sérica bovina (BSA). As concentracdes nos sobrenadantes foram expressas
em mg/mL e utilizadas para a normalizacdo das proteinas totais (1 mg/mL) e célculo

da concentracdo de citocinas.

As amostras normalizadas para proteinas totais foram imediatamente utilizadas
para quantificacdo das citocinas TNF-a, IL1-f e IL-6 utilizando kits para ensaio
imunoenzimatico sanduiche (ELISA, Invitrogen®). Os sobrenadantes dos tecidos das
orelhas, adquiridos no processamento das amostras tiveram sua concentracao de
proteina normalizada. O volume de 50 pL de cada amostra foi colocado em placa de
alta ligacdo com 96 pocos e o ensaio foi conduzido de acordo com as instru¢des do

fabricante. Ao final, as absorbancias foram medidas em espectrofotdmetro, utilizando
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o comprimento de onda especifico para cada citocina testada. Os resultados foram

calculados de acordo com a curva padréo e expressos em pg/mg de proteina.

4.3.6 Avaliacao histopatologica das orelhas

A avaliagéo histopatoldgica das orelhas (n=6) foi conduzida a partir de amostras
de tecido cuidadosamente coletadas, que foram fixadas e armazenadas em formol a
10% até o momento da preparacao dos cortes histoldgicos. Em seguida, as orelhas
foram submetidas ao processo de desidratacdo, incluidas em parafina e,
posteriormente, cortados transversalmente em microtomo, com 5 um de espessura.
As laminas contendo os cortes foram coradas com hematoxilina e eosina (HE) para

posterior analise ao microscopio.

Foi realizada uma anélise morfologica dos grupos, considerando as seguintes
variaveis: edema intersticial, hiperemia e infiltrado inflamatério. Em seguida, foi
realizada a andlise da espessura dermo-epidérmica média para estimativa indireta da
intensidade do edema intersticial inflamatorio. Para tanto, foram utilizados trés cortes
histolégicos de cada espécime. Em cada um deles, trés areas de interesse (hot spots,
400x%), isentas de artefatos histotécnicos, foram selecionadas para posterior
mensuracao da espessura dermo-epidérmica. Os campos foram fotomicrografados
utilizando sistema de captura de imagens, composto por fotomicroscépio trinocular
modelo 0500R (Opticam) e camera OPTUHD 20.3MP (Opticam), e armazenados em
formato .tiff, previamente calibrado para assegurar a conversao precisa da escala de
pixels para micrometros. Todas as medi¢6es foram feitas com o auxilio do software
ImageJ, versao 1.44. As medidas foram feitas em 6 animais e para cada animal foram
fotomicrografados entre 3 a 5 campos histologicos definidos aleatoriamente, com trés
medidas de comprimento em cada campo. O avaliador tem ampla experiéncia na area,
assegurando a precisao e a confiabilidade da avaliacdo. Além disso, o avaliador foi
mantido encoberto quanto a identificagdo dos grupos experimentais, garantindo

imparcialidade na andlise e obtencéo dos resultados.
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4.3.7 Avaliacdo do estresse oxidativo em orelhas inflamadas com TPA

Os hidroperoxidos totais foram quantificados de acordo com o método de Jiang
et al. (1992). Essa técnica esta baseada na capacidade dos hidroperéoxidos lipidicos
de oxidar ions ferroso (Fe2*) para ions férricos (Fe3") em meio acido. Para isso, foi
utilizado o corante xilenol orange, que reage com o Fe3*, formando um complexo de
coloracdo azul, que pode ser medida na absorbancia 560 nm. Para o ensaio, foi
utilizado o reagente FOX, que é composto por xilenol orange a 0,25 mmol/L, além de
Fe(NH,).(S0,).-6H,0 a 0,25 mmol/L com hidroxitolueno butilado (BHT) a 4,4 mmol/L,
em uma solugdo contendo &cido sulfirico a 97% e metanol. Esse reagente foi
acrescentado aos homogenatos obtidos das orelhas, e entdo as amostras passaram
por incubacdo por 30 minutos, protegida da luz. Posteriormente, foi realizado a
centrifugagdo das amostras, e o0s sobrenadantes foram analisados por
espectrofotometria com leitura a 560 nm. Os resultados foram representados em

pumol/L, utilizando um coeficiente de extingdo molar de 4,3 x 107* L/(mol-cm).

4.3.8 Avaliacao da atividade de enzimas antioxidantes em orelha inflamada
por TPA

A analise da acéo enziméatica da catalase (CAT) foi realizada de acordo com a
metodologia de Nelson; Kiesow, 1972 e Gioda et al., 2010. Os tecidos foram
homogeneizados em PBS e posteriormente os homogenatos foram submetidos a
centrifugacdo a 8000xg por 30 minutos a 4°C. As amostras normalizadas, como
previamente descrito, foram adicionadas a microplaca de 96 pocos juntamente com a
adicao de H202 (0,3 mol/L). As medidas foram realizadas em espectrofotdbmetro (240
nm), em intervalos de 15 segundos por 5 minutos, a 25° C. A atividade da enzima foi
expressa pela diferenca da variacdo das absorbancias (AE/minuto/mg de proteinas),

representando o decaimento de H202 nos 5 minutos.

A acdo enzimatica da superéxido dismutase (SOD) foi realizada seguindo o
método de Misra e Fridovich (1972), adaptado para microplaca de 96 pocos. O ensaio
baseia-se na inibicdo da autoxidacdo da adrenalina em pH 10,2, que resulta na
formacdo de adrenocromo, mensurada a 480 nm. A presenca de SOD reduz a
formacdo de adrenocromo ao neutralizar anions superoxidos (O.*7), permitindo a

quantificacdo da acdo enzimatica. O ensaio foi conduzido com 200 uL por poco,
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contendo tampé&o carbonato, EDTA, amostra e adrenalina. A leitura cinética foi
realizada a cada 30 segundos por até 5 minutos. A atividade foi expressa em
porcentagem de inibicdo da formacgéo de adrenocromo, sendo uma unidade de SOD
definida como a quantidade capaz de inibir 50% da reacdo. Todos os reagentes foram

mantidos sob refrigeracédo e o pH rigorosamente controlado.

4.4 Anélise estatistica

Os dados foram expressos como média + DP e foram avaliados quanto a
normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk. Os dados que possuiam distribuicdo normal
foram analisados por analise de variancia (ANOVA) de uma via, seguida do teste para
comparacdes multiplas de Tukey. Se ndo apresentaram distribuicdo normal, foram
avaliados pelo teste de Kruskall-Wallis seguidos pelo teste para comparacfes

multiplas de Dunn.

Para analise estatistica dos resultados obtidos na andlise morfométrica, os
conjuntos de dados foram submetidos & andlise de normalidade de distribuicdo de
dados (teste de Shapiro-Wik) e homocedasticidade (teste de bartlett). Constatada a
existéncia de distribuicdo gaussiana e homocedasticidade, os conjuntos de dados
foram expressos como média + desvio padrdo (DP) e comparados entre si por meio
do teste de Andlise de variancia (ANOVA de uma via), seguido de teste de

comparacdes multiplas de Tukey (quando pertinente).

Todas as andlises estatisticas foram realizadas utilizado o software GraphPad
Prism, verséo 8.0. Resultados com valor de p<0,05 indicaram diferencgas significativas.
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5. RESULTADOS

A atividade anti-inflamatdria topica da gliciteina foi avaliada no modelo de
edema de orelha induzido por TPA. Na Figura 7 podem ser visualizadas as alteracdes
macroscopicas nas orelhas apos 6 horas da inducéo. A orelha direita do grupo veiculo
(A) (TPA + veiculo) e a do grupo que recebeu a gliciteina na dose de 0,3 mg/orelha
(B), estd visivelmente espessa, com aspecto avermelhado e com mais capilares
aparentes do que a orelha esquerda, que recebeu apenas aplicagéo da acetona. Nos
animais tratados com a gliciteina nas doses de 1,0 (C) ou 3,0 mg/orelha (D), bem
como com a dexametasona (E), as orelhas direitas apresentaram-se com menor
vermelhiddo, vascularizacdo aparente e inchago, quando comparadas as orelhas
induzidas com TPA e tratadas com veiculo.

Grupo veiculo Grupo Dexa

Gliciteina Gliciteina Gliciteina
0,3 mglorelha 1,0 mglorelha 3,0 mgl/orelha

Figura 7: Alteracdes macroscépicas nas orelhas ap6s 6 horas da aplicacdo do TPA

O edema foi avaliado pela subtracdo entre a massa dos sitios das orelhas
direita e esquerda de cada animal. Nos grupos que receberam o tratamento com a
administracdo topica da gliciteina nas doses de 0,3, 1,0 ou 3,0 mg/orelha e nos que
receberam a dexametasona (0,05 mg/orelha), foi constatado menos edema quando
comparado aos animais que foram submetidos ao TPA (tratados apenas com o
veiculo), representado na Figura 8. Para as doses de 0,3, 1,0 e 3,0 mg/orelha, foi
observado edema reduzido em 24,2, 36,8 e 33,2% (p=0,036; p=0,0002 e p=0,001,
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respectivamente) e para a dexametasona foi reduzido em 65,2% (p<0,0001). A figura
8 mostra o resultado de 3 experimentos independentes com n=5-6 cada grupo em
cada experimento, uma vez que a medida do edema foi realizada em diferentes
experimentos em que as orelhas foram direcionadas para as distintas etapas

experimentais (atividade de MPO, citocinas, histologia e estresse oxidativo).
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Figura 8: O tratamento com gliciteina diminui o edema de orelha.

A inflamagéo tépica foi induzida em todos os animais pela aplicagdo de TPA (1 ug/orelha, n=18) nas
orelhas direitas. O tratamento incluiu a gliciteina nas doses de 0,3 (n=17); 1,0 (n=18) ou 3,0 mg/orelha
(n=18), ou com dexametasona (0,05 mg/orelha; Dexa, n=17). Os dados sdo mostrados como a variagdo
da massa dos sitios das orelhas direitas (inflamadas) dos quais foi subtraida a massa da orelha
contralateral. Média + DP; ANOVA de uma via seguida pelo pds-teste de Tukey (*p<0,05, **p<0,01 e
***n<0,001 vs grupo veiculo.

Ao realizar a analise morfolégica das seccodes histolégicas coradas em HE das
orelhas (Figura 9), foi observado que os grupos veiculo e 0,3 mg/orelha de gliciteina
exibiram caracteristicas morfoldégicas muito semelhantes entre si. No entanto, esses
dois grupos claramente se diferenciaram dos outros grupos analisados. Neles, a
epiderme apresentou-se composta por epitélio pavimentoso estratificado delgado,
ortoqueratinizado, com a presenca ocasional de anexos cutaneos, como foliculos
pilosos e glandulas sebaceas. Na derme, foram identificadas areas marcadas por
perda acentuada da eosinofilia do tecido conjuntivo fibroso, além de expressivo
aumento do espago entre as fibrilas colagenas, alteracbes compativeis com um
guadro de edema intersticial severo. Observou-se ainda uma densa rede capilar, com
vénulas hiperemiadas que participam da sustentacdo do tecido conjuntivo. O tecido

conjuntivo edemaciado encontrava-se infiltrado por um intenso componente
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inflamatorio, composto por linfocitos, plasmacitos, histidcitos e polimorfonucleares,

especialmente concentrados nas proximidades da epiderme (Figura 9B e C).

A analise morfolégica dos grupos 1,0 e 3,0 mg/orelha mostrou quadros
histol6gicos semelhantes, caracterizados pelo discreto espacamento entre as fibras
colagenas, sugerindo edema intersticial leve. Além disso, foi possivel evidenciar a
presenca de infiltrado inflamatério, mas de leve intensidade e esparsamente
distribuido. A hiperemia capilar-venular também se mostrou presente em algumas

regioes dos espécimes (Figura 9D e E).

Os grupos acetona e dexa exibiram caracteristicas histologicas mais proximas
da normalidade (Figuras 9A e F). Nesse grupo, a epiderme estava formada por epitélio
pavimentoso estratificado delgado, com superficie ortoqueratinizada e discreta
camada granulosa. Anexos cutaneos, como glandulas sebaceas de morfologia
habitual foram facilmente observados. A derme papilar apresenta tecido conjuntivo
fiboroso moderadamente colagenizado, com feixes de fibras paralelos a epiderme,
acompanhados por fibroblastos maduros. Na derme reticular, ha tecido fiboroso menos
compacto, areas com células adiposas irregulares e presenca eventual de tecido
muscular estriado esquelético, em cortes transversais e longitudinais. Uma fina rede
de vasos capilares completa a sustentagdo dérmica. Nao foi evidenciada infiltragao
inflamatoria conspicua nesses dois grupos, ndo sendo possivel diferencia-los apenas

com base na andlise histoldgica.

A andlise da espessura dermo-epidérmica foi utilizada como medida indireta da
intensidade do edema intersticial induzido na orelha dos animais experimentais. Foi
observada espessura maior (p<0,0001) no grupo veiculo comparado ao grupo
acetona. Além disso, nos grupos tratados com dexametasona e gliciteina 1,0 e 3,0
mg/orelha a espessura foi menor do que no grupo veiculo (p<0,0001 cada). Ndo houve

diferenca entre os grupos veiculo e 0,3 mg/orelha, como demonstrado na Figura 10.
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Figura 9: Andlise morfolégica das secc¢des histolégicas nos diferentes grupos experimentais.

Fotomicrografias de seccdes histologicas coradas em HE (200 x) representativas dos principais
aspectos histomorfolégicos observados nos diferentes grupos experimentais.

Para estimar a infiltracdo de neutréfilos para o sitio da inflamacéo foi utilizada
a analise da atividade de MPO. Dessa forma foi possivel observar que o tratamento
com gliciteina reduziu a atividade de MPO nas orelhas para todas as doses testadas
em relacdo ao grupo veiculo. Em comparac¢éo ao grupo veiculo, as doses de 0,3, 1,0
e 3,0 mg/orelha reduziram em 90,1% (p <0,0001), 87,3% (p <0,0001) e 72,1% (p
<0,0001) a atividade da MPO. A aplicacdo da dexametasona também resultou na
reducdo de 86,7% dessa enzima em relagdo ao grupo veiculo (p<0,0001), conforme
mostra a Figura 11.
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Figura 10: Determinacgao da espessura dermo-epidérmica média nos diferentes grupos
experimentais.

Dados apresentados em graficos violino mostrando a mediana e o intervalo interquartil (n= 6 animais,
de 3 a 5 campos analisados por animal e 3 medidas cada campo). Teste de Kruskal-Wallis seguindo
do teste de Dunn (***p<0,001).
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Figura 11: Mensuracgao da atividade de MPO nas orelhas

A inflamagao topica foi induzida em todos os animais pela aplicagao de TPA (1 ug/orelha, n=6) nas
orelhas direitas. O tratamento incluiu a gliciteina nas doses de 0,3 (n=6); 1,0 (n=6) ou 3,0 mg/orelha
(n=6), ou com dexametasona (0,05 mg/orelha; Dexa, n=6). O grupo acetona (n=6) n&o recebeu
tratamento com TPA. Os dados sdo mostrados como a concentracdo da MPO no tecido (em U/sitio).
Média + DP; ANOVA de uma via seguida pelo pés-teste de Tukey (***p<0,001).

Outro parametro utilizado para verificar a atividade anti-inflamatoéria da gliciteina

foi a dosagem das concentracdes teciduais de IL-6, IL-1p e TNF-a. Os animais que
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receberam TPA + acetona (grupo veiculo) apresentaram maiores concentracoes de
todas as citocinas analisadas quando comparadas aos animais que foram submetidos
apenas a acetona (p<0,0001, Figura 12). Ainda, foi verificada a reducéo para todas as
citocinas e nas trés doses de gliciteina, quando comparadas ao grupo veiculo.

Para a IL-6 foram verificadas concentracbes 58,5% (p=0,0007), 56,5%
(p=0,0006), 66,8% (p<0,0001) e 42,2% (p=0,019) menores com o tratamento com as
doses de gliciteina de 0,3, 1,0 e 3,0 mg/orelha e para o tratamento com

dexametasona, respectivamente, em relacéo ao grupo veiculo (Figura 12A).

Para a IL-1B foram medidas concentracdes 57,3% (p=0,0002), 54,8%
(p=0,0002), 59,3% (p<0,0001) e 55,9% (p=0,0002) menores com as doses de
gliciteina de 0,3, 1,0 e 3,0 mg/orelha e no grupo dexametasona, respectivamente, em

relacdo ao grupo veiculo (Figura 12B).

Para o TNF-a, foram detectadas concentracbes 54,9% (p=0,011), 61,2%
(p=0,002), 61,6% (p=0,002) e 48,7% (p=0,014) menores com as doses de gliciteina
de 0,3, 1,0 e 3,0 mg/orelha e no grupo dexametasona, respectivamente, em relacao
ao grupo veiculo (Figura 12C).

Para avaliar a acdo antioxidante da gliciteina no modelo experimental de edema
induzido por TPA nas orelhas, foi mensurado a concentracéo de hidroperéxidos totais
no tecido das orelhas dos camundongos, como demonstrado na Figura 13. Foi
constatado que, quando comparado a orelha que foi submetida apenas a aplicacdo
de acetona, a aplicacdo de TPA aumentou a concentracdo de hidroperoxidos totais
(p<0,0001). No grupo que recebeu o tratamento tépico com a gliciteina nas doses de
1,0 ou 3,0 mg/orelha, a concentracao desses hidroperéxidos foi menor em 60,15%
(p=0,014) e 81,4% (p=0,0004) em comparacao a acao indutora observada no grupo
veiculo. No grupo que recebeu dexametasona, a concentracdo dos hidroperéxidos foi
bastante semelhante ao grupo acetona (p<0,0001). Nao houve diferenca entre as
orelhas tratadas com a dose de 0,3 mg/orelha de gliciteina e o grupo veiculo.
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Figura 12: Concentracéo de IL-6 (A), IL-18 (B), TNF-a (C) na orelha.

A inflamacéo tépica foi induzida em todos os animais pela aplicacdo de TPA (1 ug/orelha, n=5-6) nas
orelhas direitas. O tratamento incluiu a gliciteina nas doses de 0,3 (n=5); 1,0 (n=6) ou 3,0 mg/orelha
(n=6), ou com dexametasona (0,05 mg/orelha; Dexa, n=5). O grupo acetona (n=4) ndo recebeu
tratamento com TPA. A concentracdo das citocinas esta mostrada em pg/mg de proteina. Média + DP
(n=4-6). ANOVA de uma via seguida pelo p6s-teste de Tukey. * (p<0,05), ** (p<0,01) e *** (p<0,001).
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Figura 13: Concentracéo de hidroperdxidos totais

A inflamacgao toépica foi induzida em todos os animais pela aplicagdo de TPA (1 pg/orelha, n=7) nas
orelhas direitas. O tratamento incluiu a gliciteina nas doses de 0,3 (n=7); 1,0 (n=7) ou 3,0 mg/orelha
(n=7), ou com dexametasona (0,05 mg/orelha; Dexa, n=5). O grupo acetona (n=6) ndo recebeu
tratamento com TPA. A concentragdo de hidroperéxidos esta mostrada em nmol/sitio. Média + DP (n=5-
7). ANOVA de uma via seguida pelo pés-teste de Tukey. * (p<0,05) e *** (p<0,001).

A partir destes resultados, a dose de 1,0 mg de gliciteina/orelha foi escolhida
para o préximo experimento, uma vez que na dose de 0,3 mg/orelha ndo houve efeito
em alguns parametros avaliados e a dose de 1,0 foi a menor dose a reduzir todos os
parametros mensurados no estudo. Dessa forma, foram avaliadas a atividade das
enzimas antioxidantes catalase (CAT) e superoxido dismutase (SOD). O experimento
para avaliacdo da atividade dessas enzimas seguiu-se apenas com uma dose para
respeitando os principios dos 3Rs (Replacement - substituicdo, Reduction — reducao
e Refinement — refinamento), sendo aplicado o principio da reducéo, de modo a utilizar
0 menor numero possivel de animais sem comprometer a qualidade cientifica do
resultado. Assim, a dose de 1,0 mg/orelha foi testada e promoveu um aumento de
55,8% (p=0,009) para a atividade de catalase (CAT) e 76,3% (p=0,001) para a

superoéxido dismutase (SOD).

A atividade de CAT e a SOD foi reduzida no grupo em que foi aplicado o TPA
(grupo veiculo) em comparacédo ao grupo que recebeu apenas acetona (p<0,0001,
Figura 14). Nessa perspectiva, no grupo tratado com gliciteina na dose de 1 mg/orelha,
a atividade da CAT e da SOD foram respectivamente 55,8% (p=0,009) e 76,3%
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(p=0,001) maiores em comparagao ao grupo veiculo. Nos animais que receberam o
tratamento com a dexametasona também foi verificado aumento da atividade da
enzima CAT e SOD, em 75,6% (p=0,0006) e 67,5% (p=0,004), respectivamente
(Figura 14).
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Figura 14: Avaliacéo da atividade das enzimas antioxidantes CAT (A) e SOD (B)

A inflamagéo tépica foi induzida em todos os animais pela aplicagao de TPA (1 ug/orelha, n=6-7) nas
orelhas direitas. O tratamento incluiu a gliciteina na dose de 1,0 (n=6-7) mg/orelha ou com
dexametasona (Dexa, 0,05 mg/orelha; n=6-7). O grupo acetona (n=6-7) ndo recebeu tratamento com
TPA. A concentragdo de SOD estd mostrada em USOD/mg de proteina. Média + DP (n=6-7). ANOVA
de uma via seguida pelo pos-teste de Tukey. ** (p<0,01) e *** (p<0,001).
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6. DISCUSSAO

Neste estudo, foi avaliado a atividade anti-inflamatéria e antioxidante da
gliciteina, utilizando o modelo de edema de orelha induzido por TPA em
camundongos. Os efeitos anti-inflamatérios dessa isoflavona ja foram demonstrados
in vitro, ao inibir a producdo de NO em macrofagos RAW 264.7 (Sheu; Lai; Yen, 2001),
TNF-a, IL-1B em células BV2 de microglia (Park et al., 2007), PGE2 em macrofagos
peritoneais (Yamak et al., 2002) e a expressao de iINOS e COX-2, além de ativar a via
ERK1/2 e inibir as vias JINK e MAPKs p38 em queratinécitos (Wongkarn et al., 2025).
Ademais, a gliciteina apresentou acao antitumoral ao inibir a via AP-1/NF-kB em
gliomas (Lee et al., 2010) e a via MAPK/STAT3/NF-kB em células de cancer gastrico
(Zang et al., 2019), além de exercer efeitos neuroprotetores, ao reduzir a producao de
ROS em células SK-N-SH e PC12 (Dong; Yang, 2022; Zhao et al., 2025) e inibir a
peroxidacao lipidica e a concentracdo de TNF-a em camundongos (Diksha; Singh,
2023). Esses achados reforcam o potencial terapéutico da gliciteina em condi¢cfes

inflamatorias.

O presente estudo representa a primeira investigacdo experimental in vivo
sobre o potencial terapéutico da gliciteina de forma topica. A partir de um modelo de
inflamacé&o de pele em camundongos, foram analisados parametros que demonstram

atividades anti-inflamatérias e antioxidantes deste composto.

Verificamos que a aplicacdo topica com a gliciteina foi efetiva para a reducao
da inflamagéao, avaliada inicialmente pelo A da massa dos sitios da orelha. Esses
achados corroboram aos obtidos na analise histologica, uma vez que a intensidade
do edema intersticial foi reduzida nas doses de 1,0 mg/orelha e 3,0 mg/orelha, o que
também foi verificado pela espessura dermo-epidérmica. E interessante observar que
a dose de 0,3 mg/orelha, embora tenha reduzido o A do sitio da orelha e a atividade
de MPO, néo foi suficiente para afetar a espessura dermo-epidérmica do tecido. O
edema induzido por leséo tecidual provoca a perda de liquido da circulagédo para o
tecido, principalmente nas primeiras horas, estando associado a lesao tecidual e a
inflamacéo. Esse acumulo de fluidos promove uma expansdo anormal do tecido,
aumentando a sua espessura e massa, 0 que serve como parametro para avaliar o

volume e a gravidade do edema (Qin; Wang, 2016).
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A acédo anti-inflamatoria da gliciteina também foi constatada ao avaliarmos a
infiltracdo de neutrdfilos para o tecido, representada pela atividade da MPO. Foi
verificado que todas as doses da gliciteina testadas promoveram a diminuicdo da
MPO. Esses achados também concordam com os resultados obtidos na andlise
histolégica, uma vez que, o infiltrado inflamat6rio (mono e polimorfonuclear)
visualizado no tecido foi mais discreto nas doses de 1,0 mg/orelha e 3,0 mg/orelha
quando comparado encontrado nos grupos veiculo. Contudo, a dose 0,3 mg/orelha
apresentou caracteristicas de infiltrado semelhantes as do grupo veiculo, o que gera
guestionamentos relacionados a atividade anti-inflamatéria nesta dose. Apesar das
diferencas de resultados observados entre o dado histologico e os dados de edema e
atividade de MPO para a dose de 0,3 mg/orelha e uma aparente imprecisao quanto
ao seu efeito nesta dose, a acédo anti-inflamatoria da gliciteina esta garantida a partir

da dose de 1 mg/orelha.

Um estudo anterior verificou que ensaios bioquimicos como a MPO e a
concentragdo de citocinas como a IL-6 sdo considerados métodos sensiveis para
detectar alteracdes inflamatérias (Faith et al., 2008). Embora a avaliacéo
histopatoldgica seja um método confiavel, quando baixas doses de um agente sdo
aplicadas, a andlise pode ser menos sensivel (ElImore, 2012). Assim, é possivel
sugerir que a dose de 0,3 mg/orelha promoveu uma reducgé&o parcial no recrutamento
e ativacao de neutrofilos, detectado pela atividade de MPO, mas nao tdo evidente
guando avaliado o infiltrado de células ou a espessura do tecido na analise

histopatologica.

Ademais, a atividade da MPO é amplamente utilizada para avaliar
indiretamente o niamero de neutrdfilos, refletindo a quantidade de enzima presente e
o grau de ativacao funcional dos neutréfilos. A producdo de ROS pela MPO, por
exemplo, oxida biomoléculas e gera produtos que atuam como quimioatrativos e
ativadores celulares (Hawkins; Davies, 2021). Além disso, foi relatado que a atividade
da MPO pode aumentar mesmo sem aumento proporcional da quantidade de MPO
presente (Hanning; De Man; De Winter, 2023), o que destaca a importancia de
considerar ndo s6 as concentracbes da enzima no tecido, mas também a atividade
funcional dos neutrofilos no contexto da inflamacdo. Esse achado sugere que o
potencial da dose de 0,3 mg/orelha em reduzir a atividade da MPO pode estar

associado a atividade funcional dos neutrdfilos, reduzindo seu potencial oxidativo,
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apesar de nao reduzir o numero de células infiltradas e as alteracfes estruturais no
tecido, que necessitam de uma supressao inflamatdria mais robusta para serem
detectaveis. E importante destacar que as concentragdes de citocinas também foram
reduzidas nessa dose, possivelmente devido a utilizagdo de um método mais sensivel

para detectar essas alteracdes inflamatorias (Faith et al., 2008).

A liberacao das citocinas pro-inflamatoérias TNF-a, IL-1( e IL-6 esta diretamente
associada ao recrutamento de células imunes, como mondcitos e neutrofilos, ao local
da lesédo (Saha et al., 2020). A aplicacéo topica do TPA, por sua vez, € amplamente
descrita na literatura por estimular a liberacao de citocinas (Sharma et al., 2014; Zeng
et al. 2018; Kong; Xu, 2018; Bustos-Salgado et al., 2021), que possuem diversas
funcdes bioldgicas envolvidas na inducdo da resposta inflamatéria de fase aguda (Liu
et al., 2021). Assim, juntamente com a reducédo na atividade da MPO encontramos o
mesmo para a concentracdo das citocinas pro-inflamatoérias, TNF-a, IL-1B e IL-6, no

tecido inflamado tratado com a gliciteina tépica.

De fato, os achados do atual estudo condizem com os resultados relatados na
literatura, em que foi demonstrado que a utilizacdo da gliciteina em linhagem celular
de microglia (BV2), provocou a inibicdo da liberacdo de TNF-a e da expressdo de
MRNA de IL-1B8 (Park et al., 2007), além de reduzir a producdo das citocinas pro-
inflamatorias IL-6 e IL-8 em modelo de inflamacdo de queratindcitos cutaneos
induzidos por UVB (Wongkarn et al., 2025). E relevante destacar que um dos
mecanismos de acdo do controle positivo, a dexametasona, é através da reducéo da
transcricdo de genes pré-inflamatorios, levando a supressédo de citocinas como IL-1,
IL-6, TNF-a, entre outras (Noreen; Magbool; Madni, 2021).

E conhecido que os flavonoides sdo descritos como inibidores de diversos
mediadores pro-inflamatérios. Isso ocorre devido a inibicdo de enzimas-chave
envolvidas na sintese de prostaglandinas, como a COX, além da diminuicdo da
producdo de citocinas inflamatérias, que promovem ativacdo celular e estimulam
moléculas de adeséo (Manthey, 2000). Além disso, a inibicdo MAPK e do NF-kB e a
sua atuacdo em receptores TLRs sédo alvos bem relatados para compostos
flavonoides (Owona; Abia; Moundipa, 2020). Sendo que, a produc¢do de citocinas pro-
inflamatorias esté intimamente relacionada a ativacdo da via de sinalizagéo do NF-kB
apos o reconhecimento de PAMPs ou DAMPs pelos receptores TLR na pele (Liu, et
al., 2017).
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Baseado na literatura, um dos principais mecanismos das isoflavonas na
reducdo de mediadores inflamatorios € o bloqueio da via transcricional do NF-kB (Yu
et al., 2016). Este mecanismo parece estar de acordo com 0 nosso estudo e nos
permite sugerir que o efeito anti-inflamatorio tépico da gliciteina pode estar associado
a inibicdo da via do NF-kB (Lee et al., 2010; Zang et al., 2019). Contudo, estudos
anteriores apontam que a supressao de outras vias como a MAPK (Wongkarn et al.,
2025; Zang et al., 2019) e JNK, e a ativacado da via ERK1/2 (Wongkarn et al., 2025),

também podem estar associados a redugdo de mediadores inflamatorios observada.

E sabido que a fase inicial do estresse oxidativo esta associada & ativacéo da
via do NF-kB (Lingappan, 2018), que é induzida pela agdo de enzimas como iNOS,
COX-2 e contribui para a amplificacdo dos danos celulares causados por ROS
(Morgan; Liu, 2011). Sendo assim, a possivel inibicdo da via do NF-kB pela gliciteina
pode ser o mecanismo envolvido tanto na diminuicdo da liberacdo das citocinas pro-
inflamatorias, quanto na reducdo do estresse oxidativo, considerando a ag¢do da
gliciteina em suprimir a expressao de iNOS (Park et al., 2007; Wongkarn et al., 2025)
e de COX-2 (Wongkarn et al., 2025).

A aplicacao topica de TPA é bastante relatada como sendo um agente indutor
direto da peroxidacéo lipidica e da geracdo de ROS em camundongos (Perchellet;
Perchellet, 1989; Nakamura et al., 1998; Ho et al., 2007; Rahman et al., 2008; Li; Wu;
Zhang, 2025). A peroxidacéo lipidica € um indicador classico de dano oxidativo celular,
de modo que a oxidacdo excessiva de lipidios provoca alteracdes na organizacao e
em propriedades fisicas das estruturas das membranas, sendo um mediador central

de vérias condicfes patoldgicas (Gaschler; Stockwell, 2017; Scanavachi et al., 2021).

Esse potencial protetor contra o estresse oxidativo induzido por TPA foi relatado
no presente estudo, no qual, ao tratarmos as orelhas com a gliciteina, a concentragcéo
de hidroperoxidos totais foi reduzida. Os hidroperdxidos séo formados principalmente
a partir do processo de peroxidagéo lipidica, em que fosfolipidios da membrana
entram em contato com agentes oxidantes de ROS (Juan et al.,, 2021), estando
associados também a inducdo de danos e mutagbes em proteinas e DNA (Termini,
2000). O resultado encontrado no presente trabalho estd em consonancia com
estudos encontrados na literatura em que a gliciteina foi utilizada in vitro. Os autores

demonstraram os efeitos inibitorios desse composto sobre a geragdo de ROS (Kang
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et al., 2007; Dong; Yang, 2022; Zhao et al., 2025), e pela da inibicdo da peroxidacéo

lipidica (Diksha; Singh, 2023), exercendo efeitos protetores sobre o dano celular.

A MPO é um catalisador enzimatico que executa um importante papel para o
inicio da peroxidacéo lipidica em processos inflamatérios (Zhang et al., 2002). Assim,
através da utilizacdo do H202, esta enzima promove a ruptura de biomembranas e
disfuncdo celular, bem como a producdo de quimioatraentes, eicosandides e
moléculas de sinalizacdo, sendo um potencial agente em doencgas inflamatoérias ao
alterar proteinas, lipideos e acidos nucleicos (Zhang et al., 2002; Osawa, 2018). Dessa
maneira, a diminuicdo da atividade da MPO pela gliciteina pode estar associada a
inibicio do dano oxidativo e consequente reducdo das concentracfes de
hidroperoxidos totais constatada no presente trabalho (Ayala; Mufioz; Arguelles,
2014).

Diante do exposto, sabendo que peroxidacdo de lipidios pode causar danos
consideraveis ao tecido se nado for devidamente controlada, o aumento de agentes
antioxidantes, como enzimas, é fundamental para a preservacdo da homeostase
redox (Tretter et al., 2021; Sies; Mailloux; Jakob, 2024). As enzimas antioxidantes
desempenham um papel protetor contra alteragcbes oxidativas devido a sua
capacidade de decompor ROS, altamente reativas, em compostos mais estaveis, no

intuito de conservar a integridade dos componentes celulares (He et al., 2017).

Neste estudo, foi analisado o efeito da gliciteina sobre a modulacdo das
enzimas CAT e SOD, que séo consideradas as enzimas mais importantes para a
atividade antioxidantes in vivo (He et al., 2017). Sabe-se que aplicacao topica do TPA
em camundongos reduz a atividade da SOD e CAT na epiderme (Solanki; Rana;
Slaga, 1981; Chaudhary et al., 2009; Fu et al., 2013; Fu; Chen; Guo, 2020). Os
flavonoides, por sua vez, estdo associados ao aumento da atividade dessas enzimas
(Chen; Long; Guo, 2016; Wang et al., 2020). Assim, verificamos que o tratamento com
a gliciteina aumentou tanto a atividade da CAT, quanto da SOD. A SOD é responsavel
por converter o anion superoxido (O2~) em oxigénio e peroxido de hidrogénio (H202).
Por sua vez, a CAT, utiliza o H202 como substrato, neutralizando-o através da sua

decomposicdo em agua e Oz (He et al., 2017).

De modo oposto a via do NF-kB, a ativagao da cascata de sinalizagéo do fator

nuclear eritréide 2 (Nrf2) é conhecida por reduzir o estresse oxidativo e a inflamagéao
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ao neutralizar a resposta inflamatéria induzida pelo NF-kB (Saha et al., 2020). Ainda,
essa via inibe a ativacdo do NF-kB mediada pelo estresse oxidativo, além de controlar
a concentracao de ROS por meio da inducdo de enzimas antioxidantes (Saha et al.,
2020). Estudos anteriores indicam que a ativagdo da via ERK1/2 estd diretamente
associada a inducéo da via Nrf2, a qual regula a expressao de enzimas antioxidantes
(Piao et al., 2024). A gliciteina demonstrou estar associada a ativacdo da via de
sinalizacdo ERK1/2 (Wongkarn et al., 2025). Dessa forma, é possivel sugerir que a
gliciteina promove a ativagdo da via Nrf2 e estimula a expressdo de enzimas

antioxidantes por meio da ativacéo da via.

Diante do exposto, os achados do presente trabalho demonstraram que a
aplicacéo topica da gliciteina reduziu a inflamacédo e o estresse oxidativo. Contudo,
apesar dos importantes resultados obtidos, o estudo apresenta limitacbes que
envolvem a nao realizacdo de analises que poderiam complementar os dados
existentes, como a identificagdo dos mecanismos moleculares e vias de sinalizagao

associadas aos efeitos encontrados.
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7. CONCLUSAO

Em conclusdo, os resultados analisados em conjunto mostraram que a
gliciteina possui potencial de reduzir a atividade inflamatdria e pré-oxidante no modelo
de edema de orelha induzido por TPA em camundongos. Tal potencial é evidenciado
pela reducao do edema das orelhas, do infiltrado de neutrofilos no tecido, das citocinas
pro-inflamatérias TNF-a, IL-1B e IL-6 e de hidroperoxidos totais, além do aumento das
enzimas antioxidantes CAT e SOD. Sendo assim, a gliciteina apresenta efeito
promissor na atenuacdo de processos inflamatérios na pele e os resultados obtidos
podem fomentar pesquisas sobre o desenvolvimento de novos tratamentos topicos
para doencas inflamatérias cutaneas. No entanto, essa pesquisa representa o passo
inicial para estabelecer sua aplicacao terapéutica com seguranca e eficacia.
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Objetivo geral

Investigar os efeitos anti-inflamatérios e antioxidantes da gliciteina em
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METODOLOGIA

Esta pesquisa foi submetida e aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa com
Animais (CEPA) da Universidade Federal de Sergipe sob o protocolo n® 8947220923
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CONCLUSAO

Em conclusdo, os resultados analisados em conjunto mostraram
que a gliciteina possui atividade inflamatéria e antioxidante no
modelo de edema de orelha induzido por TPA em camundongos,
evidenciado pela diminuigdo do edema, pela reducdo da producdo
de substancias produzidas pelo animal que causam lesdes nos
tecidos e potencializam a inflamacgéo, além do aumento de enzimas

protetoras.

Sendo assim, a gliciteina pode representar uma alternativa
terapéutica por via topica para o tratamento de patologias
inflamatérias cutaneas agudas, sendo necessario, contudo, mais
investigacbes para verificar aspectos mecanisticos e citotéxicos
desse composto.

http://www.ufs.br/procfis

soja conhecidas por suas propriedades terapéuticas’,' HLo o

76



77

ANEXO A
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\\i'ﬂ_l'-l@mr Serg I pe
CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Avaliacao do potencial anti-inflamatério da gliciteina em modelo de edema de orelha em
camundongos®, protocolada sob o CEUA n® 8947220923 (o oooacs), sob a responsabilidade de Enilton Aparecide Camargo e
equipe; Marciel Rosa de 5ales; |éssica Maria Dantas Araujo - que enveolve a produgdo, manutengdo efou utilizagdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - esta de acordo com
05 preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissao de Etica no Uso
de Animais da Universidade Federal de Sergipe (CEUA/UFS) na reunido de 31/01/2024.

We certify that the proposal "Evaluation of the anti-inflammatory potential of glycitein in a model of ear edema in mice”, utilizing
144 Heterogenics mice (144 males), protocol number CEUA 8947220923 (o cooeve), under the responsibility of Enilton Aparecido
Camargo and team; Marciel Rosa de Sales; Jéssica Maria Dantas Araujo - which involves the production, maintenance andfor use
of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or
teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by
the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of
the Federal University of Sergipe (CEUA/UFS) in the meeting of 01/31/2024.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)
Vigéncia da Proposta: de 02/2024 a 01/2027 Area: Farmacologia

Origem: Laboratério de Farmacologia do Processo Inflamatério
Espécie: Camundaongos heterogénicos sexo: Machos idade: B a & semanas N: 144
Linhagem: 5Swiss Peso: 25a30g

Local do experimento: Laboratdrio de Farmacologia do Processo Inflamatdrio.

Sao Cristdvao, 09 de abril de 2025

Prof. Dr. Josemar Sena Batista Prof. Dr. Anderson Carlos Marcal
Coordenador da Comissdo de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenador da Comissdo de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal de Sergipe Universidade Federal de Sergipe
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