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RESUMO

Moléculas bioativas extraidas a partir de algasnhas, tais como os polissacarideos sulfatados,
vém se destacando como possuidores de diversédadtg biologicas. Este estudo teve como
objetivo avaliar as atividades antiviral e antianfiatoria de uma fracdo polissacaridica sulfatada
da alga marinh&racilaria birdiae. Os polissacarideos sulfatados totais (PST) faFatraidos

por digestdo enzimatica e em seguida, fracionashosoduna de DEAE-celulose, originando duas
fracoes (FI- 0,5 M e FlI- 0,75 M). A fragéo FI, gmior rendimento, foi objeto de estudo, sendo
identificada como uma agarana por espectroscopiafidgeermelho (FT-IR) e de elevada massa
molecular (>100 KDa) por cromatografia de permeag&ogel.A viabilidade celular da fracédo

FI foi determinada por alteracdo da morfologia le&laom posterior quantificacdo a 492 nm. As
células foram tratadas com diluicdes seriadas dg1B00 a 7,8 pg/mL) e em seguida,
incorporado o corante vermelho neutro, com posté&itura de absorbancia. O grau de atividade
antiviral foi expresso como percentagem de inibigéial. Os resultados mostraram que Fl na
concentracdo de 250 pg/mL ndo apresentou toxicidgaaecélulas C6/36, Vero e HEp-2 e
apresentou um efeito antiviral significativo conibigdo de 95,8% contra o HSV-1, de 94,4 %
contra 0 HSV-2 em células Vero e de 89,2 % contEN-1 em células C6/36, quando
comparado ao grupo controle. Em adickb,(10 mg/kg) apresentou efeito anti-inflamatorio
guando administrada por via subcutanea (s.c.) & ¥istar no modelo de peritonite utilizando
carragenina como agente flogistico ou no edematieipduzido por carragenina ou dextrana. Fl
(10 mg/kg) provocou um efeito anti-inflamatério pona diminuicdo no niumero de leucocitos na
cavidade peritoneal, além de também reduzir o edéenpata induzido por carragenina na
terceira hora, comprovado pela quantificacdo ddomézoxidase e também o edema por dextrana
nos primeiros trinta minutos. Para analisar o enw@nto da via heme oxigenase na atividade
anti-inflamatoria de Fl, os animais foram pré-tdats por via s.c. com um inibidor especifico do
grupo heme (zinco protoporfirina 1X). Depois debida por ZnPP IX, o efeito anti-inflamatdrio
de FI no edema de pata induzido por carrageninafeidobservado. Para avaliar os efeitos
sistémicos, Fl (10 mg/kg) foi administrada por in&raperitoneal em camundongos em dose
Unica. As alteracdes sistémicas foram avaliadeantieid8 h ou por dose repetida, uma vez ao dia
durante 14 dias, sendo que FI (10 mg/kg) ndo cansotalidade ou alteragfes significativas nos

parametros bioquimicos, hematologicos e histol@gisendo considerada segura na dose testada.



Palavras-chave polissacarideos sulfatadosGracilaria birdiae virologia; inflamacéo,

toxicidade.



ABSTRACT

Bioactive molecules extracted from seaweed, suclsudfated polysaccharides, have been
highlighted as having diverse biological activiti@his study aimed to evaluate the antiviral
activity and anti-inflammatory effect of a sulfatgalysaccharide from seawedsracilaria
birdiae. Total sulfated polysaccharides (TSP) were exthcby enzimatic digestion and
following fractioned on DEAE-cellulose column, oioiag two fractions (FI - 0.5 M and FllI -
0.75 M). The FI fraction, which had the highestldiewas object of this study, has been
identified as an agar by IR spectroscopy (FT-IR} aith a high molecular weight (>100KDa)
by gel permation cromatography. The cell viabibiyFl fraction was determined by the change
of the cell morphology with further quantificatiaat 492 nm. Cells were treated with serial
dilutions of FI (1000 to 7.8 nug/mL) and then, nalited dye was incorporated, with subsequent
measurement of absorbance. The degree of antagtality was expressed as percent inhibition
of the virus. The results showed that FI at a cottaéion of 250 pg/mL showed no toxicity on
C6/36, Vero and HEp-2 cells and had a significamtivaal effect with inhibition of 95.8%
against HSV-1, 94.4% against HSV-2 on Vero celld &8.2% against DENV-1 on C6/36 cells,
when compared to the control group. In addition(H) mg /kg) presented anti-inflammatory
effect when administered by subcutaneous route) (gcWistar rats in a model of peritonitis
using carrageenan with a flogistic agent or inghe edema using carrageenan or dextran. Fl (10
mg/kg) induced an anti-inflammatory effect by a r@ase in the leukocytes into the peritoneal
cavity. FI also reduced the paw edema induced byageaenan in the third hour comproved by
the mieloperoxidase quantification and also inleibithe paw edema induced by dextran on the
first thirty minutes. To analyze the involvement thfe heme oxygenase pathway on anti-
inflammatory activity of Fl, animals were pretredtiey s.c. route with an specific inhibitor of
heme group (zinc protoporphyrin IX). After inhilati by ZnPP IX, the anti-inflammatory effect
of FI on carrageenan-induced paw edema has not beserved. To evaluate the systemic
effects, FI (10 mg/kg) was administered by intrégpeeal route in mice in a single dose. The
systemic changes were evaluated during 48 h oepgated dose, once a day for 14 days. The
results showed that, FI (10 mg/kg) did not causetatity or significant changes in the

biochemical, hematological and histopathologicabpeeters, considered safe in the tested dose.

Key words: sulfated polysaccharideGracilaria birdiag virology; inflammation, toxicity.
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1. INTRODUCAO

1.1. Algas

As algas representam um grupo diversificado de msgas fotossintetizantes, que
podem ser encontrados em ambientes aquaticosesttes umidos, podendo assumir estilos de
vida na forma de seres planctonicos (microalgabemonicos (macroalgas) (SZE, 1997). A
classificacdo desses organismos esta sobre cangewitdo a medida que mais evidéncias
genéticas e de ultra-estruturas sdo acumuladas $BARI, GUALTIERI, 2006).

As macroalgas marinhas estdo classificadas, del@oom a composi¢cdo e quantidade
de pigmentos acessorios e de protecdo que absoaverorofila, em 3 filos principais:
Chlorophyta (algas verdes), Phaeophyta (algas garda Rhodophyta (algas vermelhas)
(VIDOTTI, ROLLEMBERG, 2004; BARSANTI, GUALTIERI, 206).

A investigagdo de muitos de seus metabdlitos (gmisrideos, lectinas, lipidios,
carotenoides etc) tem despertado o interesse otesgestes organismos, uma vez que as algas
sd0 organismos promissores para a sintese de sobatincias biologicamente ativas e de
compostos essenciais para a nutricdo humana (CARDEDAL, 2007).

Portanto, uma oferta crescente de extratos de,algdsacdes ou compostos puros para o
setor econdmico torna-se necessdria para obtergdwwbs biopolimeros pelo homem para
diversas aplicacfes na Biotecnologia (DOS SANED&., 2005).

Muitas espécies de algas vém sendo usadas nariadirsicipalmente para extracdo de
ficocoloides (alginatos, carragenanas e agar) edonte de substancias farmacéuticas, na forma
de ervas medicinais, fertilizantes, fungicidas,bietdas e também para uso na alimentacéo
(GRESSLERet al. 2010).

A utilizagdo de algas iniciou-se a partir de cdetaalizadas em bancos naturais para
utilizacdo na alimentacéo, existindo desde entdocrescente interesse no cultivo de espécies,
no intuito de minimizar a dependéncia de bancaosraist (OLIVEIRA, ALVEAL, ANDERSON,
2000).

Para se implementar o cultivo em uma escala coalgk@rios estudos sd0 necessarios
para estabelecer um facil gerenciamento do métedmultivo, com uma relacdo custo-beneficio

satisfatoria. Para isso, € necessario que se tenbanhecimento da ecologia, fisiologia e
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produtividade das espécies de interesse econémata@onhecimento permite a implementacéo

de fazendas produtivas, gerando fontes alternatigagnda para populagcdes costeiras tropicais,
gue geralmente dependem exclusivamente da pessamat como seu meio de subsisténcia
(BEZERRA, MARINHO-SORIANO, 2010).

No tocante a exploracdo de espécimes com fins ctmigr essa atividade vem
correspondendo significativamente com a coleta Igasavermelhas do géneferacilaria e
Hypneano litoral nordestino, com as principais coletaaliradas na costa, entre os estados do
Ceara e da Paraiba (VIDOTTI, ROLLEMBERG, 2004).

1.1.1. O génerdGracilaria

As algas marinhas vermelhas do gén@&macilaria apresentam talo cilindrico ou
achatado, filamentoso ou pseudoparenquimatoso,cconprimento podendo variar entre 0,1 a
5,0 metros (GUIMARAES, PLASTINO, OLIVEIRA, 1999).

A maior parte das espécies ocorre nos mares tisgdamperados, distribuindo-se desde
a linha do equador até altas latitudes, mas tamg#mencontradas em zona entre-marés até o
infralitoral raso. Sdo comuns em locais protegidosbatimento de ondulagbes, suportam a
exposicao ao ar por curtos periodos de tempo eiposalta tolerancia a variacdes das condi¢des
ambientais, como salinidade, temperatura e cir@olage agua, devendo ser consideradas
fundamentais quando trabalhadas em ambientes d&oc(DLIVEIRA, PLASTINO, 1994,
COURA, 2011).

Tradicionalmente, o cultivo é realizado atravéspdepagacdo vegetativa em estruturas
chamadasong-lineg sendo este modelo constituido por uma cordaipehonde sdo penduradas
cordas secundarias. Para a sua instalacdo no snaxframidades séo fixadas atraveés de blocos
de concreto para evitar ou minimizar danos durartgtivo (CARVALHO-FILHO, 2004).

Por outro lado, alguns fatores dificultam a producd@mercial de algas no mar, tais como
a sazonalidade (GLENHt al, 1999), herbivoria e a ocorréncia de organismogsustantes e/ou
algas epifitas, resultando frequentemente em gsavatéacdes de biomassa (MUNOZ, FREILE-
PELEGRIN, ROBLEDO, 2004). Além da biomassa das salgataxa de crescimento relativo
também pode ser inibida pelo posicionamento dastesis do cultivo préximas a costa, pela
baixa profundidade e pela turbidez da agua (ARAURODRIGUES, 2011).
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A espécie de alg6racilaria birdiae foi primeiramente descrita por Plastino e Oliveira
(2002) que a identificaram ao longo da Costa lwiaaijl do Estado do Ceara até o estado do
Espirito Santo (Figura 1).

No estado do Ceara, esta espécie vem sendo caltilestle 2001 ao longo da costa, em
um projeto envolvendo a Universidade Federal do&eauma ONG denominada de Instituto
Terramar. Este Ultimo € um tipo de agronegocio @rparticipacdo local de cooperacdes
produtivas (MACIELet al.,2008).

A alga é cultivada e comercializada pelos nativoslitbral, que sdo normalmente
populacdes de pescadores, como uma forma de promavelusdo social, ja que é uma fonte de
extracao de agar explorada a partir dos bancosamatque cresce na faixa entre 0,2 a 1,5 metros
de profundidade. Por produzir uma biomassa cor@idempara a maricultura, € usada como
referéncia de cultivo em escala comercial no Ndede® Brasil (MACIEL et al, 2008;
MARINHO-SORIANO et al, 2009; BEZERRA, MARINHO-SORIANO, 2010).

A coleta da alga marinHaracilaria birdiae vem sendo realizada por extragdo manual ou
através de mergulho livre para fins de exportacBmdém para processamento no préprio pais,
visando a producao de agar (VIDOTTI, ROLLEMBERGQ2)) que é um ficocolbide de grande
interesse para as industrias de alimentos (MEttOal, 2002; MACIEL et al, 2008),
farmacéutica e cosmética (ARMISEN, 1995), o que tevado varios paises a cultivar algas
marinhas (DE BOER, 1981).

S S — —

—
—

Figura 1: Alga marinha vermelh&racilaria birdiaeem zona de cultivo.
Fonte: Fotografia retirada por Beto Naseri, 2011.
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1.2. Polissacarideos Sulfatados

Os polissacarideos sulfatados representam umsectis macromoléculas polianidnicas
complexas e heterogéneas formadas por unidadeditivggse de aclcares e carregadas
negativamente devido a presenca de grupos sulfatdgmbora também encontrados em
gramineas marinhas, que constituem um grupo ddaglarasculares presentes em ambientes
marinhos (AQUINOet al, 2005), esses polimeros sdo raramente encontmtoplantas
terrestres ou de agua doce (DANTAS-SANTE@Sal, 2012). No entanto, os polissacarideos
sulfatados sdo encontrados principalmente em algagmhas (JIACet al, 2011) e no reino
animal (MEDEIROSet al, 2000).

Os glicosaminoglicanos (GAGs) sao os polissacasideulfatados de animais mais
conhecidos. Eles sao polissacarideos polidispdirsgsres compostos de unidades dissacaridicas
alternativas, ligados por ligacdes glicosidicasinca sulfatacdo ocorrendo em diferentes
posicoes. Quase todos os GAGs estéo distribuidosecaos na forma de proteoglicanos, onde
as cadeias desses polissacarideos estdo covalatddigadas a uma proteina (DREYFUSIS
al., 2009).

Os GAGs exibem uma variabilidade estrutural pecutle acordo com o tecido e a
espécie. Considerando a sua localizacéo celulsrgidade estrutural e mudancas de expressao
durante diferentes condicdes fisioldgicas, tais @ativisdo celular, crescimento celular, adesao
celular, migracdo celular, diferenciacdo celulartres outras, levanta-se a hipétese de que os
proteoglicanos e GAGs desempenham um papel esjeotis interacdes celulares (DANTAS-
SANTOSet al, 2012).

Os GAGs de significancia fisiolégica sdo o acidgauronico (AH), que é destituido de
grupamentos sulfato e os glicosaminoglicanos sudfs, como o condroitim sulfato, queratan
sulfato, o dermatam sulfato e o heparan sulfatoL®EN, COX, 2011) e a heparina, que é um
agente terapéutico largamente explorado para pgéeea tratamento da trombose (BLOSSOM
et al,2008).

O heparan sulfato é um GAG abundante na supedeieglulas de mamiferos, que tem
uma capacidade de interagdo com um grande numerprateinas, incluindo fatores de

crescimento e componentes da matriz extracelidaimacomo varias enzimas e fatores presentes
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no plasma, servindo como um receptor para muitemntag microbianos, incluindo bactérias,
parasitas e virus (ROSTAND, ESKO, 1997; SPILLMANIQQ1; NELSON, COX, 2011).

Nas algas marinhas, os polissacarideos sulfats@m&ncontrados na matriz extracelular
da parede celular. Sua funcéo fisiolégica nestganismos seria de formacdo da estrutura da
parede celular e de protecdo contra a desidra@gdi@corre em maré baixa. 1sso explicaria o
maior teor de polissacarideos sulfatados de algasivel entre-marés (MICHEEt al, 2010;
DANTAS-SANTOSet al, 2012).

As estruturas dos polissacarideos sulfatados deperdas classes de algas dos filos
Rhodophyta, Phaeophyta e Chlorophyta. Os poliskhess sulfatados mais conhecidos nas algas
vermelhas sdo as galactanas sulfatadas, que sdaasvem carragenanas e agaranas (USOV,
2011). As algas pardas compreendem homo e hetessgudrideos contende-L-fucose
sulfatada denominadas fucanas e fucoidanas, respeente (COSTAet al, 2011). Em algas
verdes, geralmente sdo encontrados heteropolisdasarcontendo xilose, galactose, arabinose,
acido glucurénico, manose ou glucose. No entantastee uma predominancia de um
monossacarideo, em detrimento de outros em variEn® de algas (CIANCIA, QUINTANA,
CEREZO, 2010).

A importancia de se estudar a estrutura quimica polissacarideos isolados de
macroalgas marinhas esta em se correlacionar dstabtruturais com propriedades fisico-

guimicas ou atividades biologicas apresentadas pedsmos (USOV, BILAN, 2009).

1.2.1. Polissacarideos sulfatados de algas verdes

Representam o grupo mais diversificado dessascolak S&o heteropolissacarideos
anidbnicos nao repetitivos, apresentando-se, genddmebastante ramificados, complexos e
constituidos de unidades de monossacarideos oacdifdeos contendo unidades de xilose,
galactose, arabinose, acido glucurdnico, manosglumose (PERCIVAL, McDOWELL, 1967;
CIANCIA, QUINTANA, CEREZO, 2010).

Ainda séo poucos os estudos sobre os heteropaiddaos presentes nas algas verdes,
sendo estes geralmente ricos em sulfato e de ehng@so molecular. Entretanto, trabalhos ja
reportam estruturas quimicas de algumas espéciesgds verdes. Segundo Ray e Lahaye
(1995), o polissacarideo encontrado na alga matfitve rigida é constituido de ramnoseCB-

sulfato ligada a residuos de xilose parcialmenti@atados em 2 e 1,4-ligadas. Residuos de
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acido glucurdnico e de &cido galacturbnico també&m encontrados na estrutura quimica. Ha
referéncias quanto a presenca de piruvatos emspodisdeos de algumas espécies de algas
verdes, como &odiumyezoensgBILAN et al, 2007), contribuindo assim para a natureza

altamente complexa e heterogénea dessas moléculas.

1.2.2.Polissacarideos sulfatados de algas pardas

As fucoidanas, que representam os polissacarigldfstados de algas pardas, sdo ricas
em o-L-fucopiranose, mas também estdo presentes na syaosigao outros monossacarideos
como galactose, manose, xilose, acidos urdnicospog acetis (USOV, BILAN, 2009).

Estudos demonstram que as fucanas de algas perdiess ser homofucanas (constituidas
somente de fucose sulfatada) ou heterofucanasdquamstituidas de fucose e outros agucares
como xilose, glucose, galactose, manose e aciduaar@om sulfato em diferentes proporc¢oes
(LEITE et al, 1998).

Seu carater altamente higroscopico protege as algadesidratacdo, quando estas sdo
expostas a longos periodos ao sol durante as nhbaigas. Tal propriedade mucilaginosa
contribui para tornar o organismo flexivel parastgr as variagbes de marés e captar nutrientes
(PERCIVAL, McDOWELL, 1967).

Segundo recomendacdes da IUPAC, sdo fucanas sdal$atss polissacarideos baseados
principalmente ent-fucose com menos de 10% de outros monossacaribesta forma, este
termo se aplica as fucanas sulfatadas obtidas \detébrados marinhos, enquanto o termo
fucoidana refere-se a polissacarideos mais compleltidos de algas (BERTEAU, MULLOY,
2003).

As fucoidanas presentes nas algas pardas satmeste polissacarideos irregulares
muito complexos (DUARTEet. al, 2001a; PONCEet. al, 2003). Sendo assim, apesar de em
alguns casos existir certa regularidade no padiéolighcdes glicosidicas, essa pode ser
mascarada pelo padrdo de sulfatacdo ndo reguleseaytado por estas fucoidanas (BILAN
al., 2004).

Apesar dos numerosos estudos realizados, a eatmimica fina de grande parte das
fucoidanas permanece néo esclarecida. Devido algraomplexidade apresentada por estes

polimeros, as analises estruturais de fucanasasapor métodos quimicos, bem como por
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espectroscopia de ressonancia magnética nucleaNYRibrnecem apenas informacdes parciais
sobre suas estruturas (MULLOY, MOURAO, GRAY, 2008s fucoidanas deSargassum
stenophyllum descritas por Duartet. al. (2001a), podem ser citadas como um exemplo da

complexidade da estrutura destes polissacarideos.

1.2.3. Polissacarideos sulfatados de algas vermedha

Também denominadas galactanas sulfatadas, sdoepatinde aclcares complexos e
heterogéneos constituidos por unidades repetitVasnadas dff (1—3) D-galactopiranose
(unidade A) ax (1—4) D- ouL- galactopiranose (unidade B) dotados de radicdiats, os quais
sdo componentes da matriz extracelular (PAINTER319

A classificagdo das galactanas segue a estereaguinessas moléculas, quando
relacionada a unidade B. Quando a referida unigadence a série-, sugere-se a ocorréncia de

carragenanas e quando pertencem a sériita-se como agaranas (CAMR®Oal, 2009).

1.2.3.1. Carragenanas

As carragenanas sao divididas em 6 formas bastesjficadas por letras gregas, que
sdo: Kappax-), lota-), Lambda %-), Mu (u-), Nu (v-) e Theta §-), sendo esta nomenclatura
relevante para a classificagdo quimica e para dupém comercial derivada de algas marinhas
(CAMPOeet al, 2009). Cada familia é subdividida em diferetifgss e constituidas de unidades
(1—3)-B-D-galactopiranose (unidade A) e —$H)-a-D-galactopiranose (unidade B)
(STEPHANIEet al.,2010).

Segundo Campoet al (2009), os trés tipos de carragenanas mais iapes
comercialmente sdo: Kapp&-), lota (-) e LambdaX-), que diferem entre si de acordo com a
guantidade e a posi¢cdo dos grupos sulfato nas desdA e B e ciclizacdo da unidade B. A
kappa-carragenana apresenta apenas um radicabseifasua estrutura, que é constituida por
[(A—3)-B-D-galactopiranose 4-sulfato- {44) 3,6-anidroe-D-galactopiranose éster sulfato]. A
iota-carragenana apresenta na sua estrutura desisasulfato [(3>3)-p-D-galactopiranose 4-
sulfato- (1»4) 3,6-anidroa-D-galactopiranose 2-sulfato] e a lambda-carrageagn@senta trés

radicais sulfato e apresenta-se na forma de>§i-D- galactopiranose 2-sulfato--4) 3,6-

27



anidroa-D-galactopiranose 2,6-dissulfato]. Mu (1)- e Nu (g@yragenanas sao frequentemente
encontradas nas formas comerciais, pois sdo porasrda Kappaxf) e lota (-) carragenanas

respectivamente, que sao formantegivo pela acédo de uma sulfohidrolase (Figura 2).
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Figura 2: Estruturas quimicas basicas repetitivas de careages, com unidades D-alternantes.
Fonte: Campet al (2009).

A industria alimenticia responde por 70 a 80% dlzatdo mundial de carragenana, na
gual 45% sdao direcionados para os produtos laeemsrca de 30% para derivados da carne.
(McHUGH, 2003).

Considerando a diversidade das aplicacdes dessepostns, ja existem relatos na
literatura mostrando a eficiéncia das carragenaaasducao de inflamacéao crénica em modelos
utilizando animais (MORRIS, 2003).

A solubilidade das carragenanas depende essenotalmi@ quantidade de grupos sulfato
e sua associagcdo aos cations magnésio, calcigspmt&odio, entre outros, que ocorrem em
baixa frequéncia. Consequentemente, a proporcdpugms sulfato e o equilibrio com cétions

ionizaveis em solugdo aquosa, determinam a visadsice forca do gel formado por esse
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ficocoloide, representando, desta forma, as prai€igaracteristicas exploradas pela industria
alimenticia e farmacéutica no uso das carragen@#gPO et al, 2009).

Enquanto as formas kappa e iota formam uma redétaete de ligacbes cruzadas, com
seus grupamentos sulfatos orientados para a patéena, a carragenana do tipo lambda
apresenta o grupo sulfato orientado para a parens, que evita esta ligacao cruzada, que por
consequéncia impede a gelificacdo desta carragenanm@ando-a mais sollivel (VAN DE
VELDE et al, 2002; CAMPCetal., 2009).

1.2.3.2. Agaranas

As agaranas sdo polissacarideos sulfatados eodrdal parede celular de uma série de
de algas vermelhas, principalmente das famiGatidiaceaee Gracilariaceae (ARMISEN,
GALACTAS, 1987).

As agaranas apresentam uma estrutura basica tikgpetonstituida por unidades
alternantes d-D-galactopiranose (unidade A)celL-galactopiranose (unidade B), diferindo,
portanto, das carragenanas pela forma estereo@limia unidade B (PAINTER, 1983).

De acordo com Stortz e Cerezo (2000), assim cassocarragenanas, a unidade B das
agaranas pode estar na forma do seu derivado @igalactose, porém, a substituicdo por
grupos sulfato, metil e pirdvico em suas estrutulifsre do observado em carragenanas. A
presenca de unidades A piruvatadas (&@-carboxietilideno)-galactopiranose) e com grupos
metil (6-O-metil-D-galactopiranose) é frequente, bem como cadeiasaiatde 49-metil-L-
galactopiranose e unidades B metiladas no carbor® @Qassificacdo das agaranas nao é téao
especifica quanto a das carragenanas (Figura 3).

Normalmente, séo utilizadas em diferentes setomdsstriais: na industria de alimentos,
como na fabricacdo de gelatinas e doces; na inafatmacéutica, como laxantes, e agentes
emulsificantes e estabilizadores de medicamentogesquisas de laboratério como um meio de
cultura e nas aplicagfes biotecnolégicas em gela@HUGH, 2003).

Géis de dextrana (Sephadex) e agarose (Sepharasdijicados quimicamente sao
utilizados em laboratérios em cromatografias ddus@& molecular e de troca idnica (DEAE-
Sephadex; CM-celulose). Os géis de agarose estie e’ meios mais utilizados para
eletroforese (NOSEDA, 1994).
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A agarose € desprovida de sulfato e consequentemént galactana com maior
propriedade geleificante dentro do grupo das agarga que a substituicdo das unidadeg-de
galactopiranose-6-sulfato por unidades de anidlactgzse reduz consideravelmente a
capacidade desses polimeros formarem gel, enqugudoa introducdo de grupos metil,
praticamente ndo influéncia sobre tal propriedatfeqV, IVANOVA, SHASHKOV, 1983).

Dentre os principais paises produtores de agao esthile, Espanha, Portugal, Coréia,
Franca, Marrocos, Estados Unidos (EUA), México, &ldelandia e Japdo, com uma producéo
de valor de cerca de 132 milhdes de ddlares po(RHARGALKAR; VERLECAR, 2009).
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Figura 3. Estrutura basica repetitiva de agaranas, com de&lB- e L- alternantes.
Fonte: Tischer, 2006.

1.3. Atividades Bioldgicas de Polissacarideos Sulfatadds algas marinhas

Além de usos industriais, 0s polissacarideos déowae algas marinhas tém surgido nos
ultimos anos como uma fonte rica e importante depostos naturais bioativos e por esta razéo,
a producdo e as aplicacbes desses polissacaridemsagentes terapéuticos tém sido cada vez
mais temas de importantes pesquisas (PATEL, 2012).

A maioria das atividades bioldgicas de polissaears derivados de algas marinhas vem
sendo observadas em ensaios vitro, tais como antiviral (TALARICOet al, 2005),
anticoagulante (RODRIGUES, FARIA3009) antioxidante (ZHANGt al 2003) e antitumoral
(LINS et al, 2009) ou em ensai@s vivo com animais, tais como anti-inflamatoria (COURA
al., 2012) antinociceptiva e pré-inflamatéria (ARAU&Gal, 2011).
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Mendeset al (2011) avaliaram a atividade antiviral do extrdtb alga marinha parda
Stypopodium zonaleontra os metapneumovirus e os resultados mastigua a percentagem de
inibic&o viral foi de 97,7 % na concentracéo dé1y/mL.

Bouhlal et al. (2011), demonstraram que os polissacarideos adéfatisolados de duas
algas vermelhaSphaerococcus coronopifoligsBoergeseniella thuyoidasibiram a replicacao
in vitro do virus da imunodeficiéncia humana na concentrdedl2,5 pg/mL, através da inibicao
da formacao de sincicios.

A fucanasulfatada isolada a partir do extrato agquoso da plydaStoechospermum
marginatum promoveu uma atividade antiviral significativa,eqtoi artibuida a presenca do
sulfato presente na fucana durante o periodo da@sdo virus herpes simples. Em adicéo, a
referida fucana ndo apresentou atividade anticaatgilna mesma concentragdo que promoveu
efeito antiviral, mostrando que nao houve corralagdre as atividades antiviral e anticoagulante
(ADHIKARI et al, 2006).

Yoon et al. (2007) relataram que um polissacarideo purificagiocoluna Mono Q-FPLC
da alga parddaminaria cichorioidespresentou potente atividade anticoagulante estipabb
ensaio do tempo tromboplastina parcial ativada @)TBujo efeito é principalmente mediado
pela inibicdo da trombina pelo cofator Il da hepari

Li et al (2011) mostraram que o polissacarideo sulfatasifigado por cromatografias
de troca ionica e exclusdo molecular da alga maru@ndeMonostroma latissimuyrde estrutura
semelhante a de uma ramnose sulfatada, apresemtaualia atividade anticoagulante pelos
ensaios TTPa e pelo tempo de trombina (TT).

O polissacarideo sulfatado purificado da alga mhari verdeChlorella pyrenoidosa
apresentou atividade antitumoral contra célulasotam de pulmao humano (A54®) vitro de
forma dose-dependente quando comparado ao co(ftalENGet al, 2007).

Uma fracdo de polissacarideos sulfatado®aighyra haitanesi§Rhodophyta) obtidos
por cromatografia de troca ibnica apresentou untoeii@bitério sobre a peroxidacéo lipidiaa
vitro e um efeito antioxidante vivo. Os autores sugeriram que esta fracdo polissazai(ie?)
pode ser utilizada para compensar o declinio dacid@de antioxidante total, pelo aumento da
atividade de enzimas antioxidantes, que levam arnechacdo dos riscos de peroxidacgao lipidica
(ZHANG et al. 2003).
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Mais recentemente, a atividade antioxidante ddacgmas sulfatadas d@igartina
skottsbergii e Schizymenia binderida fucoidanalLessonia vadosae de uma carragenana
comercial foram avaliadas pelo método da capacidad#bsorcédo de radicais livres. A galactana
da algaS. binderi, e a fucoidana de. vadosaapresentaram uma maior atividade antioxidante,
guando comparadas a carragenana comercial (BARAHENA2011).

Em modelos animais, estudos mostraram que ospotisideos sulfatados totais das algas
vermelhasBryothamnion seaforthie Bryothamnion triquetrummnas doses de 1 e 5 mg/kg,
apresentaram um efeito antinociceptivo atravésrdmie de contor¢cdes abdominais induzidas
por &cido acético em camundongos. Os resultadotrarm® que os polissacarideos totais nas
doses de 1 e 5 mg/kg, respectivamente, inibiragoasr¢coes em 71 e 79 9B.(triquetrun) e
em 46 e 69 %R. seaforthi) (VIANA et al, 2002).

Assreuyet al (2008) avaliaram o efeito antinociceptivo de ualigsacarideo da alga
marinha vermelh&hampia feldmanniiisolado por cromatografia de troca idnica, wiido o
modelo de contor¢cdes abdominais induzidas por &mi@tico em camundongos. Os resultados
demonstraram que o efeito variou com a dose wdiz&ntretanto, a utilizagdo do mesmo
polimero em ensaios de inflamagé&o, ndo se tradumiefeitos anti-inflamatorios, tendo em vista
gue foi observado um aumento da permeabilidadeulaasoos modelos de edema de pata e de
migracao de neutrofilos na cavidade peritoneal &osr

Ananthi et al (2010) avaliaram que o extrato polissacaridicalda pardarurbinaria
ornata apresentou atividade anti-inflamatéria por reduziredema de pata induzido por
carragenana de maneira significante e dose-dependsn ratos. O polissacarideo também
ocasionou efeito inibitério na permeabilidade vémtem camundongos, além de prevenir o
estresse oxidativo das célulasvitro.

Araujo et al. (2011) estudaram os efeitos antinociceptivos eirdftamatorios de uma
fracdo polissacaridica sulfatada da alga marinhanelda Solieria filiformis obtida por
cromatografia de troca ibnica em DEAE-celulose.aD®res observaram que a referida fracéao
exerceu efeitos antinociceptivo de acdo periféeicacamundongos e edematogénico em ratos,
por acdo de mediadores como prostaglandinas, @itdoo e citocinas (IL-1 e TNl e nao
apresentou sinais visiveis de toxicidausgivo.

Com relacdo ao génef@racilaria, diversos metabodlitos, distribuidos por 19 especie
vém sendo utilizadas como fontes de produtos bioatfALMEIDA et al, 2011), dentre eles,
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destacam-se as propriedades anti-inflamatorias othstituintes da alga marinh@racilaria
verrucosa(DANG et al, 2008)

Silva et al. (2011) avaliaram o efeito gastroprotetor em camogds de um extrato
polissacaridico sulfatado isolado da alga vermelBeacilaria caudata Os resultados
demonstraram um efeito inibitério da lesdo géastraan reducdo da peroxidagdo lipidica e
ativacdo da via do 6xido nitrico por abertura deatade potassio (NOAp).

As propriedades antioxidantes dos polissacaridetfatados totais da alga marinha
Gracilaria birdiae foram avaliados através do método DPPH e os ressltanostraram que este
polissacarideo apresentou um efeito moderado b&#u da formacdo desses radicais e que 0
conteudo de sulfato influenciou de forma significaina expulsdo do radical hidroxila (SOUZA
et al, 2012).

1.4. Virologia

A virologia estuda os virus, que sdo elementos tgaseincapazes de replicarem-se
independentemente de uma célula viva, denominadgldi&a hospedeira, ou seja, sdo parasitas
intracelulares obrigatérios. Pelo fato de os vimeglicarem-se apenas em células vivas, seu
cultivo requer o emprego de hospedeiros apropriddestre os trés tipos de hospedeiros virais
(procariotos, plantas e animais), os virus quectafa procariotos sdo mais facilmente cultivados
em laboratério. Os virus animais e de plantas eannsaioria podem ser cultivados em culturas
de tecidos ou celulares, algo que tem facilitadpesquisas sobre esses virus. As culturas de
células animais sdo derivadas de células retirdéasm oOrgdo de um animal experimental
(MADIGAN et al, 2010).

A fina camada de células, que fica aderida a umagapbe Petri ou de plastico, é
denominada monocamada, que € recoberta com menltlga adequado e incubada a uma
temperatura adequada (MADIGA® al, 2010).

A cultura de células priméarias é obtida pela digsg@o de 6rgdos animais especificos
tratados com tripsina ou colagenase. As célulasgrras podem ser dissociadas com tripsina,
diluidas e mantidas para o crescimento em nova®caomadas (repicadas) tornando-se culturas

de células secundarias. As células primarias regisnacaco (Vero) sdo excelentes para o
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isolamento de virus como o herpes simples (HSVyamixovirus e enterovirus. Células
dipléides geralmente fibroblasticas permitem crasaito de virus, como o HSV e os adenovirus.
Células HEp-2, uma linhagem de células derivadasaaeer, € excelente para isolamento de
virus respiratorio sincicial, adenovirus e HSV (MRIRY, ROSENTHAL, PFALLER, 2010).

Um virus pode ser detectado inicialmente atraé®lkervacdo de efeitos citopaticos,
caracterizados pelo aparecimento de células corargiges variaveis, arredondadas, (Figura 4A),
mais refringentes, algumas vezes separadas e diganeas as outras por prolongamentos
citoplasmaticos (Figura 4B); regides com essas ragsoaracteristicas, mas com aspecto de
cachos de uva, recebem o nome de foco de infecghm,foco se estende rapidamente pela
superficie da célula (Figura 4C) e regides citopkticas expressas como formacdes
policaridticas (sincicios e células gigantes) qwain a fusdo dos citoplasmas de células
adjacentes infectadas (Figura 4D) (MURRAY, ROSENTHRFALLER, 2010).

A C

Figura 4: Efeito citopatico em células Vero infectdas com virus herpes tipo 1(a) Células
arredondadas desprendidas da monocamada; (b) Eordedcdo em monocamada de células;
(c) Célula arredondada com tamanho superior aocdmdas normais; (d) Células sinciciais

gigantes.
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A determinacdo quantitativa viral é realizada\asada dose infecciosa para cultura de
tecido (TCIDy), que corresponde a uma titulacdo do virus gueopeoos efeitos citopatogénicos
em metade das culturas de células. A concentrag@lanfecciosa pode também ser determinada
pela contagem das placas virais formadas, sendesesgada por unidades formadoras de placas
(MURRAY, ROSENTHAL, PFALLER, 2010).

Para um virus replicar-se, ele deve induzir umalaéospedeira a sintetizar todos os
componentes essenciais necessarios a producawo vicus, divide-se em 5 etapas: adsorcéo,
gue consiste na ligacdo do virus a célula hospedascetivel; internalizacdo do virus ou do seu
acido nucléico na célula; sintese de acidos nudée proteinas virais pelo metabolismo da
célula de acordo com o redirecionamento determipadio virus; maturacédo dos capsideos e dos
componentes de membrana e empacotamento do gen@ham novos virus e liberacdo das
particulas maduras pela célula (MADIGASNal, 2010).

Segundo Madigaet al.(2010), uma vez que o hospedeiro foi infectadoas copias do
genoma viral devem ser produzidas, assim comoasipas virais devem ser sintetizadas para
gue o virus se repligue. A sintese dessas protedgagr um RNA mensageiro (MRNA) viral.
Pela classificacdo de Baltimore, sdo reconheciddasges de acordo com a estratégia de sintese

de mRNA, conforme descritas a seguir:

1- DNA de fita dupla o mecanismo de sintese do mRNA do virus é o mekmgenoma da

célula hospedeira. Ex: HSV;

2- DNA de fita simplesantes de o0 mRNA do virus ser produzido, umaditaplementar de

DNA é sintetizada para atuar como molde para a RblAnerase do virus. Ha formacéao de
um intermediario de DNAle fita dupla durante a replicacdo, sendo esseriathario usado

na transcricdo. Ex: Virus da anemia de galinhas;

3- RNA de fita duplamesmo contendo RNA de fita positiva, ele é padegenoma, portanto

nao tem como ser liberado para atuar como um mR$A8im, os virions dos virus de RNA
de fita dupla também contém RNA polimerases questr@vem o genoma de fita dupla,

originando mRNA de fita positiva ao penetrarem élala. Ex: Reovirus;

4- RNA de fita simples e positiva&¢ aquele que apresenta no seu genoma de RNA raames

orientacdo do seu mRNA. Assim, 0 proprio genomeepatdar como mRNA, gque sintetiza
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fitas RNA negativas complementares, que servirdomdéde para novas fitas de RNA

positivas. Ex: Poliomielite;

5- RNA de fita simples e negativ@ aquele que seu genoma de RNA é complementar a

orientacdo do seu mMRNA. Como o virus tem a poldedarrada para atuar como mRNA, é
preciso primeiramente sintetizar esse mRNA, que fiex positiva e usada como molde para

novas fitas negativas. Ex: Paramioxivirus;

6- RNA de fita simples envolvendo um intermedidrio O&A: € o processo no qual a

informacado contida no RNA é convertida em DNA pgicada enzima transcriptase reversa.
O DNA resultante € usado como molde para sintesen®BIA pelas enzimas celulares

normais. Ex: Retrovirus;

7- DNA de fita dupla envolvendo um intermediario de/RNXD DNA resultante também é usado

como molde para sintese de mRNA diferindo apenasogqgenoma € apenas parcialmente de

fita dupla e necessita portanto de RNA e transgsgpteversa. Ex: Virus da hepatite B.

1.4.1. Adenovirus

Os adenovirus compreendem um importante grupdrde mdo envelopados de DNA de
fita dupla que infectam animais. Os adenovirusnio@mimeiramente identificados em 1953.
Desde entdo, foram identificados aproximadament skiotipos, sendo que pelo menos 51
infectam humanos (MURRAY, ROSENTHAL, PFALLER, 2010)

Os adenovirus humanos estao associados a difeti@egas, em adultos e criangas, tais
como infeccdes respiratorias, gastroentéricasAuas, oculares e doengas no sistema nervoso
central, sendo transmitidos por contato direto,yrespiratoria ou por via fecal-oral, através de
agua e alimentos contaminados. Alguns sorotipoade®@ovirus possuem baixa patogenicidade,
sendo associados a infec¢des assintomaticas (ADRWAt al 2004; EBNERet al, 2006;
ERDMAN et al 2002), enquanto que outros sorotipos podem estacionados a infecgoes
generalizadas em pacientes imunocomprometidos, ¢maneplantados (HIERHOLZER, 1992;
ISON, 2006).
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Os adenovirus representam 5 a 15 % dos virusledlde criancas menores de 2 anos de
idade com insuficiéncia respiratéria aguda (IRAYQURA et al, 2007). Em recrutas jovens e
adultos, as infec¢Bes respiratérias causadas @oroaifus comecaram a ser controladas com a
introducdo de vacinas para os sorotipos 4 e 7¢nada de 70, porém em 1996, a vacinacao foi
descontinuada e novos surtos de IRA em recrutasnf@videnciados. Para monitorar os efeitos
da ndo vacinacao, semanalmente, vigilantes acorapanh os casos de IRA em campos de
reclusdo militar. Nos anos de 1997-1998, as infesgior adenovirus foram responsaveis por
mais de 90 % das IRA, sendo isolados os sorotipdsBe 21 (GRAYet al, 2000).

Uma infecgdo causada por adenovirus resulta emrépida resposta imune e induzida.
Esta resposta ocorre como resultado da interac&rwocom a célula infectada e parece néo ser
dependente da transcricdo de algum gene viralialmente, a resposta desencadeada varia de
acordo com o receptor e tipo de célula infectaglgrido a uma complexa sinalizacdo em cascata
com diferentes respostas, como por exemplo, preddgéfator de transcricdo NF-kB e de
interferon (RANDALL, GOODBOURN, 2008; RUSSELL, 200Muruve (2004) descreve que
somente a interagdo do capsideo viral com a cBbdpedeira é suficiente para desencadear uma
resposta inflamatoria.

O ciclo infeccioso dos adenovirus € claramentaedidiv em duas fases: a primeira,
chamada precoce, corresponde a entrada do viruslol hospedeira, que € seguida da
passagem do genoma viral para o nlcleo celulantdscricdo e expressdo dos genes precoces.
Estes eventos precoces modulam as funcdes celpi@s$acilitar a replicacdo do DNA viral e a
transcricdo e expressdo dos genes tardios. Es@® fas células permissivas, dura
aproximadamente de 6-8 horas (RUSSELL, 2000).

O DNA adenoviral é replicado no nucleo e a tragéor precoce € realizada por uma
RNA polimerase do hospedeiro. A replicagdo do gen@denoviral comeca em ambas as
extremidades, sendo as 2 fitas replicadas de fassancronica. Os produtos de um ciclo de
replicacdo sdo uma molécula de fita dupla e ougrditd simples. Entretanto, o processo de
replicacdo ocorre apoés a fita simples ter sidazeidh através de repeticdes terminais invertidas,
sintetizando, portanto, uma nova fita complemeiriaiiada a partir da extremidade 5. Esse
mecanismo de replicacdo é notavel, pois ndo regfemacao de uma fita descontinua, como é
normalmente requerida na replicacdo convencionadDdé. Em vez disso, a sintese do DNA

prossegue de maneira continua nas 2 fitas de Dbrasintetizadas (MADIGAN al, 2010).
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1.4.2. Herpes

Pertencente a familiderpesviridag o virus do herpes foi isolado até 0 momento ém oi
tipos em humanos: tipos 1 e 2 (HSV-1 e HSV-2), Bpfvirus varicela-zoster - VZV), tipo 4
(virus Epstein-Barr - EBV), tipo 5 (citomegalovirhamano - HCMV) e os tipos 6, 7 e 8 -
HHV6, HHV7 e HHV8). Todos sdo formados por DNA easprincipal propriedade € a
capacidade tipica de se tornarem latentes no @maniprovocando infec¢des recorrentes
(WITVROUW, DESMYTER, DE CLERCQ, 1994).

A infeccdo pelos virus do herpes simples € caiaatia por trés fatores, que incluem
uma lesdo primaria localizada, laténcia e uma taridéa uma recidiva localizada. Os dois
agentes etiolégicos do virus herpes simples (H®VHSV-2) geralmente produzem sindromes
clinicas distintas, dependendo da porta de entida.podem infectar a mucosa oral ou o trato
genital (CHIN, 2002).

As etapas iniciais da biossintese do HSV compreeraladsorcdo e a fusdo. As cadeias
de glicosaminoglicanos (GAGSs) na superficie cejulemtre as quais podemos destacar a de
heparan sulfato, fornecem sitios de adsorcéo, wngwe podem interagir com as glicoproteinas
B e C do envelope do HSV (Figura 5A). De acordo comodelo atual para a entrada do virus, o
heparan sulfato possui um papel importante nadigag@s glicoproteinas virais C (gC) e B (gB)
na superficie da célula alvo (TIWARt al, 2005).

Em seguida, ocorre a ligacdo da glicoproteind firggD) com um de seus receptores da
superficie celular (Figura 5B), que em associagio gutras 3 glicoproteinas: gB e o complexo
gH/gL, leva a fusédo do envelope viral com a menmdbnalasmatica da célula alvo (Figura 5C).
Varios receptores celulares para a gD do HSV-1csébecidos. Estes incluem o mediador de
entrada do virus herpes, de sigla em inglés (HVEMg € um membro da familia do receptor do
fator de necrose tumoral (TNF), 2 membros da fantié receptores da nectina, e uma isoforma
modificada do heparan sulfatoCsulfotrsnsferase (3-OS HS) (TIWARt al., 2005).

Posteriormente, o nucleocapsideo desenvelopadmgptirtado para o nucleo da célula,
sendo que proteinas do tegumento parecem estar @asdciadas com o capsideo. Depois que 0
nucleocapsideo alcanca os poros do nucleo, o DNM& @i translocado no nucleoplasma. A
proteina do tegumento denominada VHS, produto ae ¢# 41, permanece no citoplasma e

interage com uma proteina celular para degrad®¥Am do hospedeiro logo apds a infecgédo. A
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a-TIF (VP16), outra proteina do tegumento, é libarad nucleo juntamente com o DNA viral
(Figura 5D) (WHITLEY, ROIZMAN, 2001)0-TIF se complexa com o octamero 1 e com o fator
celular do hospedeiro e dao inicio a transcricdgedtmma viral.
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Figura 5:Esquema representativo da entrada do HSV na désjaedeira.

Fonte:_http://darwin.bio.uci.edu/~faculty/wagnewif.htm| data de acesso: julho/2012.

Apbés a montagem das particulas virais no ndcleaxédala hospedeira (Figura 6), o
nucleocapsideo viral é envelopado através da fosdoa membrana nuclear interna, havendo o
aumento de virus envelopados no espaco perinu®eaa. que as particulas virais possam ser
liberadas do nucleo da célula hospedeira ocordofds envelope viral com a membrana nuclear
externa, havendo um acumulo de capsideos ndo @adel® no citoplasma. Os capsideos sdo
entdo reenvelopados por vesiculas derivadas dolermge Golgi. Esta Ultima etapa pode estar

sendo mediada por interacdes entre proteinas dontago viral e por¢cdes citoplasmaticas de
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glicoproteinas virais, que ja estariam inseridas wesiculas derivadas do Golgi (Figura 7)

(MELANCON, FOSTER, KOUSOULAS, 2004).
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Figura 6: Esquema representativo da montagem do nucleoeapgial.
Fonte: http://darwin.bio.uci.edwdetiity/wagner/hsv4f.ntmbata de acesso:

julho/2012.
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Figura 7: Esquema representativo da liberacéo das particuédas de HSV da célula
hospedeira. Fonte: http://darwin.bio.uci.edu/~fa@ulagner/hsv4f.htmldata de acesso:
julho/2012.

Os tipos de HSV-1 e 2 podem ser diferenciados atmgicamente por anticorpos e
diferem em seus padrbes de crescimento em cultu@ldlas e em animais experimentais. O
contato com o virus HSV-1 na saliva dos portadéresmeio mais importante de disseminacao.
A transmissdo do HSV-2 geralmente ocorre por corgaekual. A infec¢do primaria por HSV-1
pode ser leve e inaparente e ocorrer no inicionf@ncia. A reativacdo da infeccdo latente
comumente resulta em herpes labial, manifestadwgsiculas claras superficiais em uma base
eritematosa, geralmente na face ou nos labios fatmarostas e cicatrizam em poucos dias. O
herpes genital, geralmente causado por HSV-2, eqincipalmente em adultos e é transmitido

sexualmente. A infeccdo primaria e as recidivasrread com ou sem sintomas. Como
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tratamento, o aciclovir mostrou-se eficiente emurgda dor e a disseminacdo do virus,
acelerando a cicatrizacado da infeccao pelos viegsels, além de reduzir as recidivas em adultos
(CHIN, 2002).

1.4.3. Dengue

Segundo a Organizacao Mundial da Saude (OMS), guged uma infeccao arboviral
causada por um Flavivirus e transmitida ao homenféoeas de mosquitos infectadésedes
aegyptie Aedes albopictus)O virus da dengue é um membro da fankleviviridae e tem 4
sorotipos antigenicamente distintos (DENV 1, 2,43.e

Ainda segundo a OMS, a dengue € a doenca viral coaisim transmitida por mosquitos
aos seres humanos e nos ultimos anos tornou-se rawe groblema de saude publica
internacional. Estima-se que 2,5 bilhdes de pesswasn em areas de riscos, distribuidas por
100 paises endémicos. Cerca de 50 milhdes de pegsmavivem em regides tropicais e
subtropicais séo infectadas anualmente com dencté BO0 mil pessoas desenvolvem febre
hemorragica da dengue (FHD) ou sindrome do chogudetigue (SCD) (KYLE, HARRIS,
2008; CHENet al, 2010).

Segundo dadodo Ministério da Saude, no primeiro semestre dé 2fiitam notificados
715.666 casos de dengue no pais, tendo aproximatame % (537.431) dos casos de dengue
no pais concentrado em oito estados: Rio de Jafié€ré), S&o Paulo (15 %), Amazonas (8 %),
Ceara (8 %), Parana (8 %), Minas Gerais (7 %),rEs@anto (6 %) e Bahia (4 %) (BRASIL,
2011).

No Estado do Ceara, nos ultimos 25 anos o virudetd@ue vem se manifestando de
forma endémica com o registro de quatro picos epm#s nos anos de 1987, 1994, 2001 e 2008.
No ano de 2011, os municipios apresentaram um dgonportante no namero de casos,
devido a recirculacdo do sorotipo do virus da derigpo 1 (DENV-1) em grande parte do Estado
(SECRETARIA MUNICIPAL DE SAUDE, 2011). Os fatoreg disco mais importantes a serem
considerados numa infeccdo por dengue sao: idade, suscetibilidade genética e a origem
geogréfica da cepa do virus (CHIN, 2002).

O Flavivirus é icosaédrico e envelopado, de fitaptes de RNA positivo, que se liga ao

receptor na célula hospedeira. As particulas entraicélula hospedeira por endocitose mediada
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por receptor. O pH &acido do endossomo desencadesfia da membrana viral com a membrana
do endossomo e liberacdo do RNA viral no citoplaslhgenoma viral apresenta uma sequéncia
capaz de codificar um grande polipeptideo (Figii@B8RKE, MONATH, 2001).

Este polipeptideo sofre modificacbes pds-tradudsosendo clivado por proteases virais e
por proteases das células hospedeiras em pelo mMénpsoteinas. Trés dessas proteinas sao
estruturais (proteina C, localizada no nucleocapsigroteina M, que estd associada com a
membrana; e a proteina E do envelope, que é apairmoteina estrutural, que esta diretamente
relacionada com a imunidade e provavel virulén@aathostra) e sete outras proteinas nao
estruturais (NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b 6,NfB®& estdo relacionadas com a infeccéo
viral (CHAMBERSet al, 1990; DEUBERet al, 1992; LINDENBACH, RICE, 2003).

Em seguida, as particulas virais se agregam a na@alalo reticulo endoplasmatico para
formar particulas imaturas. Tais particulas saoespartadas numa rota de exocitose, na qual a
proteina prM é clivada pela proteasein-like do hospedeiro no ladwans do Complexo de
Golgi. A clivagem da prM e dissociagcdo do peptigoda particula induz uma mudanca
conformacional que resulta na maturacdo da paati@ds particulas maduras originadas seréo
subsequentemente liberadas (Figura 8) (SANCHEZ HRES, BARRON, 2005).

The Flavivirus Life Cycle
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Figura 8: Esquema representativo do ciclo de vida do flavés/ita célula hospedeira.
Fonte: www.googleimages.comiata de acesso: julho/2012.

43



A primeira linha de defesa do hospedeiro € a peéeta, pela qual a maioria dos virus é
incapaz de penetrar. No entanto, a pele rompidandatos ou picadas de insetos) torna-se mais
vulneravel ao ataque do virus (TORTOREL&#®al 2000).

Quando um individuo € contaminado pela primeirap@zum dos 4 sorotipos do virus,
ele torna-se imune ao sorotipo infectado pelo ti#oo mesmo ser reconhecido e inativado,
criando uma memoéria imunolégica (ROTHMAN, ENNIS,999 No entanto, apesar de a
recuperacao da infeccdo por um sorotipo fornecemidade homédloga por toda a vida, ndo
fornece protecdo contra outros sorotipos e podeeeldar as infeccdes subsequentes (LEE,
LIAO, LIN, 2005).

Durante uma infec¢cdo secundaria, anticorpos premés da primeira infeccdo podem
aumentar a infeccao dos fagécitos mononuclearesf@ehacédo de imunocomplexos infecciosos.
Os virus marcados com anticorpos séo internalizadaos maior facilidade pelos macréfagos
gracas a receptores Fc que reconhecem os antiqg@psLANI, KABRA, 2005; CHIN, 2002;
LEE, LIAO, LIN, 2005).

Em seguida, os macrofagos entram em processovd€adi Entretanto, até que se tornem
maduros, ha uma liberacdo exagerada de @NB-que leva & morte celular programada
(apoptose) ndo sO de células infectadas, mas, i células endoteliais sadias causando,
assim, trombocitopenia e choque (LEE, LIAO, LINOZD

O virus da dengue pode se manifestar clinicamepgeta de uma infeccdo assintomética
como uma simples doenca febril, que caracterizanguwk classica (DC), até complicacdes mais
graves como trombocitopenia, hemorragia e choque,cgracterizam a febre hemorragica da
dengue ou sindrome de choque da dengue (FHD / SRRARICO, DAMONTE, 2007).

A enfermidade apresenta um ciclo de transmissaotemeinicio no homem infectado
pelo mosquitcAedes aegyptiApos a ingestdo de sangue infectado, transcoaénseto, um
periodo de incubacéo intrinseca que pode varid@ a@el2 dias. Apos esse periodo, 0 mosquito
torna-se apto para transmitir o virus e assim peegg durante toda sua vida (HENCHAL,
PUNTNAK, 1990).

No homem, o periodo entre a picada infectante gaceaimento de sintomas (periodo de
incubacao) pode variar de 3 a 15 dias, sendo, edynde 5 a 6 dias e posteriormente ocorre o0

periodo de transmissibilidade, enquanto aindaiexistis no sangue (periodo de viremia). Este
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periodo comeca um dia antes do aparecimento désnss e vai até o 6° dia da doenca
(HENCHAL, PUNTNAK, 1990).

A maioria das infeccbes por dengue € relativamantena, caracterizada por um rapido
inicio de febre e sintomas nao especificos, indwiidor de cabeca frontal, dor retro-orbital, dores
no corpo, nauseas e vOmitos, dores nas articulag@egieza e erupcdes na pele (GUBLER,
1998). Com a reducédo da contagem de plaquetagjitaggdo intensa, palidez facial e cianose. O
figado pode também estar aumentado, levando a omerdaa das transaminases (CHIN, 2002).

Na dengue classica, a resolucdo da infeccdo odemtzo de 4-7 dias e estad associada
com uma resposta imunoldgica inata e adaptativadgepelo hospedeiro. No momento do
diagnostico, que € em grande parte clinico, orratdo € mantido e o controle da doenca é
limitado para combater o vetor (WHITEHORN, SIMMONZ11).

Na febre hemorragica da dengue, os sintomas isis@apsemelhantes aos da dengue
classica, poréem rapidamente evoluem paeaifestacoes hemorragicas. A definicdo de caso de
FHD, de acordo com a Organizacdo Mundial da SaQdéS), consiste nos seguintes critérios:
febre, manifestacbes hemorragicas e hemoconceatfagdnatdcrito aumentado €20 % ou
evidéncia objetiva de aumento da permeabilidadewas (FIGUEIREDO, 2000).

Apesar de a incidéncia e emergéncia da infeccatedgue mundial, ndo existe nenhuma
vacina disponivel e pouco € conhecido sobre o delaeplicacdo completo do virus tanto no
mosquito quanto nas células de vertebrados (WIJRRRK PANGESTUTI, KIM, 2011).

O desenvolvimento de uma vacina seria um grandecavao controle da doenca, mas 0s
esforcos tém sido dificultados pela falta de um ehm@nimal da doenca e as preocupacgdes sobre
o papel do sistema imunolégico na patogénese dacdp® que dificulta ainda mais a nossa
compreensao da imunopatogenia (WEBSTER, FARRAR, RAMD-JONES, 2009).

A dengue é uma sindrome, e sua patogénese é urentrgovirus e fatores do hospedeiro
gue ainda permanece nao compreendida (HALSTEAD,7;2@JZMAN, KOURI, 2008).
Explicar a heterogeneidade entre as apresentatipésas semelhantes dentro de uma sec¢éo
transversal da populacdo continua sendo uma at@ada pesquisa. Uma melhor compreensao
da patogénese da doenca seria de grande ajuda@ plasenvolvimento de vacinas, abordando
guestdes especificas sobre a seguranca da veefité@a, levando em conta o papel do sistema

imune no desenvolvimento da doenca clinica (STEPSEN, 2005).
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Para que uma substancia possa ser consideradaante agtiviral, ela terd que possuir
seletividade e ser capaz de inibir a replicacaal vdiem alterar as funcdes do hospedeiro
(TALARICO, DAMONTE, 2007). Diante deste quadro,ragtgias alternativas de pesquisa vém

sendo estudadas para o tratamento e controle degias como o herpes e a dengue.

1.5. Inflamacéo

A resposta priméria dos tecidos vascularizados a infeccéo ou lesdo é denominada de
inflamac&o, que tem como funcdo reconhecer o dam@arar 0 organismo para repara-lo. E
caracterizada pela exsudacdo de fluidos e protafivaplasma derivadas do aumento da
permeabilidade vascular e pela migracdo de lewsjcfirincipalmente neutréfilos para a area
lesionada. Esta resposta inflamatoéria aguda é ucameemo de defesa do organismo, destinado a
matar bactérias, virus, parasitas ou substandiasbas ao organismo (IWALEW#ét al, 2007).

A inflamacgéo é essencialmente uma resposta queatmente cessa apos a restauracao
normal da estrutura e fungéo do tecido lesado.nP,agéando a inflamacéo persiste (inflamacgéo
cronica), pode causar dano tecidual e perda deAdufRODRIGUES-VITA, LAWRENCE,
2010). Quando aguda, a inflamacdo caracteriza-t® queta duracdo e apresenta o0s sinais
cardinais que s&o a dor, o calor, o rubor, edemgperda da funcdo (LEES al, 2004). Ja na
fase cronica, além de perdurar por um periodo éndebado, varia de acordo com os tipos de
mediadores celulares e humorais envolvidos (SPINOSORNIAK, BERNARDI, 2006;
GILMAN et al, 2006).

O processo inflamatério € controlado por um grupsuabstancias chamadas mediadores
guimicos que, no local da inflamacgéo, promovemsadi#atacdo, a estase vascular e 0 aumento
da permeabilidade capilar, permitindo também a agi&p de leucdcitos da circulacdo para o
tecido inflamado e ainda coordenam as variada®séspde defesa local (FAUSEDal, 2010).
Alguns desses mediadores tém a capacidade de kstmeurdnios sensoriais locais. Em alguns
casos, quando a inflamagédo excede certos niveajtidades suficientes desses mediadores
endogenos entram na circulagédo sistémica e saendissdos pelo sangue a diferentes érgaos.
Isso resulta numa complexa variedade de reacdémgiss, coletivamente chamadas de resposta
de fase aguda, que é definida como uma respostdatauial do organismo a infecgdes, lesbes
ou traumas (ROTIHet al, 2009).
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Portanto, a resposta inflamatéria € um fendmeno pea que envolve eventos
vasculares e celulares. Dentre as células envalvidanflamacéo, algumas estdo presentes nos
tecidos como as células endoteliais vascularestoniiss e macrofagos, enquanto plaquetas e
leucécitos tém acesso a area de inflamacao a partsangue. Os mediadores séo produzidos
tanto no plasma quanto nas células, e eles, porvemamodificam e regulam as reacodes

vasculares e celulares (RANgBal. 2007).

1.5.1. Eventos Vasculares

Logo apls uma lesdo tecidual, os vasos sanguipneass Isofrem uma vasoconstricgao
transitéria seguida de vasodilatacdo por acdo de wsmiedade de mediadores inflamatérios
produzidos no plasma e/ou pela interagdo do miarasgno com células teciduais.principio,
desenvolve-se a fase vascular da inflamacgéo, quaraeteriza por vasodilatacédo, que confere o
aspecto avermelhado ao tecido (rubor) e o calegioe. Tais eventos facilitam a passagem de
proteinas plasméticas para o tecido, carreandgseqoentemente, uma grande quantidade de
liquido, dando origem ao edema. Devido a estaagiferno fluxo vascular e no calibre dos vasos,
ocorre um aumento de permeabilidade vascular eeqaegste extravasamento de liquido e
proteinas para o intersticio, gerando um processordinado estase sanguinea (FAUSIG@I,
2010).

Os capilares sanguineos sdo revestidos por céduldeteliais que possuem juncdes
intercelulares. Apresentam também funcéo ativanfi@macao, por secretarem 6xido nitrico, que
promove vasodilatacdo, aumento da liberacdo denpl&sde células sanguineas para a area da
inflamacao (BROWN, 1997; RAN@t al,, 2007).

Ocorre um aumento no transporte vesicular atrasésndotélio, facilitando a entrada de
sistemas enziméaticos do plasma (sistema de coagulébrinolitico e das cininas) no local da
inflamacdo. Este aumento do liquido no local dé&amécéo leva a um aumento da drenagem
linfatica, que pode ser benéfico, por permitir guagente agressor seja retirado e levado até os
linfonodos onde entra em contato com as célulassiema imune adaptativo (BROWN, 1997).

Esses eventos sdo causados pela ligacdo de wéthadores inflamatorios tais como a

serotonina, a histamina e bradicinina, produzidga mteracdo do microorganismo com o tecido.
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Esses mediadores atuam juntamente com algumasnagooo aumento da permeabilidade
vascular (YAMASAKIet al, 2007; RANGet al, 2007).

A histamina exerce uma série de efeitos em muitoscessos patoldgicos e
fisiopatologicos. Durante a inflamagcdo, a mesmaibérdda através da degranulacdo dos
mastocitos e basdfilos. Os principais papéis d@amisna sdo agueles envolvidos na inflamacéo,
secrecao gastrica e como neurotransmissor. A histamtua nas células musculares lisas
vasculares e células endoteliais, causando a Vasmdio e um aumento na permeabilidade
vascular (THURMOND, GELFAND, DUNFORD, 2008).

A serotonina (5-hidroxitriptamina ou 5-HT) é outreediador vasoativo pré-formado com
acdes semelhantes as da histamina. E um neurotssosrsintetizado no sistema nervoso central
e também € encontrado em células da mucosa gasstoial e plaguetas do sangue
(JBRGENSEN, 2007).

A maior parte da 5-HT liberada da mucosa intektina circulacdo hepética €
rapidamente eliminada pelo figado e pulmdes, ertfquprquena por¢do de amina livre é
ativamente retomada em sangue pelas plaquetas (NMDEMD-ZADEH, MOSES,
GWALTNEY-BRANT, 2008, BALIJA, 2011).

As plaquetas sdo0 os principais locais de armazemande 5-HT fora do SNC. E
depositada nos granulos densos, semelhante a 5eldi€ular nos neurdnios. Diferente dos
neurdnios, as plaquetas nado sintetizam 5-HT e@etew@do de amina é, no todo, um resultado de
um transportador mediando a absorcdo no plasmandiante. Uma vez que outras células
sanguineas, assim como o plasma sanguineo, contap®mas quantidades insignificantes desta
amina, em comparacdo com as plaquetas, o nivelld& B0 sangue diretamente reflete o
contetdo de 5-HT das plaquetas (BALIJA, 2011).

O fator de ativacdo plaquetaria (PAF) € um potentersétil mediador da inflamagéo que
€ produzido por varios tipos de células e tecigosarticularmente por leucécitos. Atua em um
unico receptor (PAFR) que pode ser expressado mabma@a plasméatica ou na porcdo externa
do nucleo de varios tipos de ceélulas, mas espeeménde leucocitos, plaquetas e células
endoteliais. A liberacdo endogena de PAF podeesgronsavel por varias das manifestacdes de
inflamacéao aguda (ISHII, SHIMIZU, 2000; STAFFORIat al, 2003).

A bradicinina (BK) é conhecida por apresentar unteipie efeito pro-inflamatério e é um

dos mais potentes peptideos alogénicos endogertdsé Bormada no plasma de tecidos
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inflamados e, pela ativacédo de receptorgspBesentes na membrana de varios tipos de células,
inicia muitas fases do processo inflamatorio, ¢aimo vasodilatacdo, extravasamento de plasma,
ativacdo de células imunoldgicas, além da indugiquimiotaxia dos leucdcitos e ativacdo dos
neurdnios nociceptivos (MEINI, MAGGI, 2008).

1.5.2. Eventos Celulares

Junto com o desenvolvimento da estase, comecar@acapaima disposicao periférica dos
leucécitos, principalmente neutréfilos, ao longoetholotélio vascular (FAUSTEX al, 2010).

Os leucdcitos podem sair do interior do vaso paf@co infeccioso atraidos por agentes
guimiotaticos tanto de origem enddgena (produtiosrdidos pelas proprias células através da
cascata do sistema do complemento, da lipoxige#deejnas, etc.) quanto de origem exogena
(agentes liberados pelo microrganismo invasor). e&rutamento de neutréfilos no tecido
inflamado obriga-os a aderir & superficie do lirdenendotélio vascular, e migrar através da
monocamada de células endoteliais e da membrare babendotelial, mediante acdo de
moléculas de adesdo e agentes quimiotaticos quéane@ fase inicial da adesdo e migragcéao de
neutrofilos (Figura 9) (BUTLERt al, 2008).

Apés a migracao, os neutrofilos continuam a migrardirecdo ao foco inflamatério pelo
processo de quimiotaxia, que tem como objetivomeeoer a particula ou célula causadora da
infeccdo com subsequente fagocitose, degradacé@streii¢ddo deste agente, para ser promovido o
restabelecimento do tecido lesado (DEKKER, SEGAIO®.

O tipo celular predominante nesta fase inicial pede de células polimorfonucleares,
também denominadas de granuldcitos, que séo célahasnucleos constituidos por multiplos
I6bulos, sédo subdivididos em neutrofilos, eosingfie basofilos de acordo com as propriedades
de coloracéo dos granulos em seu citoplasma (RANG, 2007).

Alguns autores usam o termo polimorfonuclear pareeferirem apenas aos neutrofilos,
ja que os eosindfilos e os basofilos constituentogirapenas 1-5 % de células nucleadas do
sangue. Os eosindfilos desempenham um papel impertza defesa do hospedeiro contra
infeccOes parasitarias, e os basofilos sdo impmdaefetores em uma variedade de reacdes
alérgicas, atuando de forma semelhante aos mastOGROTHENBERG, HOGAN, 2006;
SULLIVAN, LOCKSLEY, 2009).
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Figura 9: Migracdo de leucdcitos através do endotélio vascula
Fonte: ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008.
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Uma vez presente no sitio inflamatorio, os nedtrsfsdo capazes de fagocitar, destruir e
degradar os microrganismos, sendo a destruicadesdesdlizada por mecanismos dependentes de
oxigénio, nitrogénio e enzimas proteoliticas. Emafes quantidades de peréxido de hidrogénio
formado ndo sdo capazes de induzir uma destruiijéarz edesses patdégenos. No entanto, os
granulos azurdfilos (lisossomos verdadeiros ou dmims) dos neutréfilos contém a enzima
mieloperoxidase (MPO) que, na presenca de ionsc@hbverte o peroxido de hidrogénio em
hipoclorito, sendo este importante para a destuigdagente lesivo (GRESPAN, 2006).

Os neutrofilos possuem em seu interior trés tippgrdnulos: os granulos azuréfilos que
contém proteases e enzimas hidroliticas, defensdviB®, entre outras; os granulos especificos,
gue contém entre outros elementos, apolactofegolagenase e enzimas que ativam a funcéo do
quinto fator do sistema complemento e finalmentgrésulos que contém gelatinase e exibem o
receptor CD11/18 na membrana, que séo essenciais jpaesividade da célula (BOXER, 2001).

Durante o metabolismo oxidativo, que é produzido peutréfilos ativados, a MPO,
situada nos granulos azurdfilos dos neutréfilosvede, na presenca de ions, @l peréxido de
hidrogénio em hipoclorito, gerando acido hipoclorgOCl) que estd implicado na fagocitose,
sendo considerado importante para a destruicagelttalesivo (MUTZEet al., 2003).

Quando a leséo torna-se persistente, ocorre uttradb de células mononucleares, que
séo células constituidas de um so I6bulo e quelisi@bdas em monacitos e linfécitos. Quando o
mond@cito atinge o tecido extravascular, ele sofn@ transformag¢do em uma célula muito maior,
o macrofago (FAUST@t al, 2010).

No processo inflamatério agudo, se 0 agente Idsiveliminado, os macrofagos tendem
a desaparecer, porém se 0 agente persistir, o®fagas persistem por um periodo prolongado
de tempo. Em adicdo, ocorre mobilizacdo de linéécipara combater a lesdo, tanto para
formacédo de anticorpos (linfocitos B), como paracfes mediadas por células (linfocitos T)
(FAUSTOet al, 2010).

Dentre os mediadores envolvidos nos eventos cefylas citocinas representam um
grupo diversificado de pequenas proteinas solimggsquando secretadas por uma célula pode
agir sobre a mesma célula, de forma autécrinanowwra célula, de forma paracrina. Através
da ligacdo a receptores de superficie celular &spes; elas iniciam sinais que sdo essenciais
para um amplo espectro de fungdes, incluindo aci#mlde respostas imunes, diferenciacdo e
proliferacéo celular e apoptose (WANGal, 2009).
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Em uma leséo tecidual, as células liberam uma indodenominada fator de necrose
tumoral (TNFe) que, por sua vez, induz a liberacdo de outrasinas, podendo se destacar a
interleucina 1-beta (IL{)) a interleucina-6 (IL-6) e a interleucina-8 (IL-& IL-1p promove a
ativacdo da enzima cicloxigenase (COX) responsdeth producdo de prostaglandinas,
prostaciclinas e tromboxanos e a IL-8 atua na dif#w local de aminas simpatomiméticas
(CUNHA et al, 1992; BASBAUM, JULIUS, 2006; FERREIRA, 2009).

A via dos eicosanodides representa outro sisteneatgmbém passa a atuar quando as
células inflamatdrias sdo estimuladas ou lesadesendpenhando um papel critico em quase
todas as etapas do processo inflamatério. O acatponico, principal fonte dos eicosandides,
servira como substrato para duas vias enzimatistiatds: a via das cicloxigenases (COX), que
da origem a formacdo de prostaglandinas (PGs)tgmiobnas (PGls) e tromboxanos (TXs), ou a
via das lipoxigenases que levam a sintese dos ttearmos e lipoxinas e outros compostos
(RANG et al, 2007).

A COX-1 esta presente em quase todos os tiposldagésendo, portanto chamada de
constitutiva, pois é importante na manutencao degda renal, funcdo plaquetaria e epitélio
gastrointestinal, ja a COX-2 é a isoenzima indutjua é expressa na inflamacdo dos tecidos,
levando, principalmente, a formacéao de prostagtasdgue participam de eventos inflamatorios,
algicos e térmicos, mas também tem fun¢des honteast&éos rins, no sistema cardiovascular e
no cérebro (KAM, SO, 2009).

Além das duas isoformas de cicloxigenases (COX§texies, que sdo representadas pela
COX-1 e COX-2, alguns estudos tém demonstradosééeia de uma terceira isoforma, a COX-
3. Esta seria uma variante da COX-1. A COX-3 folada pela primeira vez em caninos e
quando isolada em humanos, mostrou-se presentértex cerebral e no coragdo. A inibicdo da
COX-3 por farmacos especificos pode representamaoanismo central que possibilite diminuir
a dor e possivelmente a febre (CHANDRASEKHARANaI, 2002).

1.5.3. Via da heme oxigenase

Em todos os organismos, a biossintese do produte hrécia-se com a formacéao de duas

moléculas des-aminoenolevulnato, obtidas a partir da relacaoeeatglicina e o Succinil-CoA.
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S&o condensadas para formar porfobilinogénio eymao de uma série de reacdes enzimaticas
complexas, quatro moléculas de porfobilinogénicnesdse formando protoporfirina. O atomo
de ferro é incorporado apds a protoporfirina telo siormada, em um passo catalisado pela
enzima ferroquelatase (NELSON, COX, 2011).

O grupo ferro-protoporfirina (heme) da hemoglobitiagrado no baco a partir de
eritrécitos € degenerado, produzindo ferro livoefim, bilirrubina. O primeiro passo nessa via
de duas etapas € catalisada pela enzima heme as&@dhO), que converte o heme em
biliverdina (BVD). Os demais produtos da reacéo fefim livre e mondxido de carbono (CO)
(Figura 10). A atividade dessa enzima é dependeeteNADPH e oxigénio molecular
(TENHUNEN, MARVER, SCHMID, 1968; MAINES, 1997).

A biliverdina é convertida a bilirrubina no segunplasso, catalisado pela biliverdina-
redutase. Essas vias de degradacdo do heme desamppapéis significativos na protecéo de
células contra dano oxidativo e na regulagdo deasdéuncdes celulares (Figura 10) (PAINE
al., 2010).

O mondéxido de carbono liga-se a hemoglobina e sadugdo pela heme oxigenase
assegura que, mesmo na auséncia de exposicado tahhierca de 1 % da constituicdo quimica
de um individuo se apresente complexada ao CO. d@uproduzido pela heme oxigenase, é
toxico em altas concentragcdes, mas em concentragdés baixas, como as resultantes da
degradacao do heme, apresenta algumas funcdeadems ou de sinalizacdo. O CO atua como
vasodilatador, com caracteristica semelhante axéo ditrico, embora com menor poténcia.
Regula as fungbes vasculares por induzir a atieiddal enzima guanilato ciclase, que leva ao
relaxamento dos vasos sanguineos e inibe a ageegdgguetaria (Figura 10) (GROCHOT-
PRZECZEK, DULAK, JOZKOWICZ, 2010; NELSON, COX, 20l1Esta enzima, promove
bloqueio de mediadores inflamatérios e inibicaohg®ernocicepcao por abertura de canais de
potassio por estimulacéo da proteina quinase G BBACUNHA, FERREIRA, 2004).
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Biliverdina redutase

NADPH BiliVerdin G m—)  Bilirrubina
\ Heme oxigeaas/ 2

Heme »  Ferro livre (Fe
0» __— Citocromo P450 recage

Mondxido de Carbono (CO)

|

Guanilil ciclase soluvel

GTp b GMPc

Figura 10: Via do catabolismo da heme oxigenas& molécula do heme é degradada pela
heme oxigenase-1 em trés compostos: ion ferro, xidmdde carbono e biliverdina, que é
subsequentemente reduzida a bilirrubina pela bdiwa redutase (BVR). Bilirrubina elimina
espécies reativas de oxigénio e pode ser reoxidadddiverdina. O monoxido de carbono
estimula a guanilato ciclase para formar GMPc.

Fonte: http://cardiovascres.oxfordjournals.pdata de acesso: julho/2012.
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Além disso, o CO exerce efeitos citoprotetoresygmando apoptose em diversos tipos de
células, incluindo células endoteliais, musculdiess vasculares, fibroblastos, osteoblastos e
pancreaticas do tipf. Também estimula a proliferacdo das células efdstepor induzir a
expressao do fator de crescimento endotelial vas€UEGF) nas células vasculares, macrofagos
e no endotélio microvascular (GROCHOT-PRZECZEK, K, JOZKOWICZ, 2010).

A presenca de ferro livre nos sistemas biolégicodeplevar a rapida formacdo de
metabdlitos reativos de oxigénio danosos como disais hidroxila ou superéxido. E sugerido
gue as tendéncias oxidantes do ferro livre sejaoiralezadas pela sintese de ferritina, um
sistema de estoque celular para o ferro (GALBRAIT$09).

Células tratadas com hemina (composto de estrigamaelhante a do heme) tém
apresentado niveis aumentados de ferritina e aongentesisténcia ao estresse oxidativo (LIN,
GIROTTI, 1998). No tecido pulmonar, a hiperdxiadev inducdo de HO-1, mas na presenca de
ferro livre, a inducdo da HO-1 é aumentada com maiensidade (FOG&t al, 1999). No
entanto, a acdo da heme oxigenase induzida lexatamulacdo de mais ferro (GALBRAITH,
1999).

A bilirrubina é insolavel, sendo transportada narexte sanguinea complexada com a
albumina sérica. No figado, a bilirrubina é transfada no pigmento da bile, a bilirrubina-
diglicuronato. Este produto € suficientemente hedodivel para ser secretado com outros
componentes da bile para o intestino delgado (NEN,.STDX, 2011).

A bilirrubina é o antioxidante mais abundante nesidos dos mamiferos, sendo
responsavel pela maior parte da atividade antioxédano plasma. Seus efeitos protetores
parecem especialmente importantes no desenvohimgmtencéfalo de recém-nascidos. Em
casos de insuficiéncia hepética ou blogueio daséorde bile determina-se o extravasamento da
bilirrubina do figado para o sangue, resultando amaewloracdo amarelada da pele e da esclera
dos olhos, uma condicdo denominada ictericia. Neste, a determinacdo da concentracdo de
bilirrubina no sangue pode ser Util para o diagnésda doenca hepética subjacente (NELSON,
COX, 2011).

No entanto, a bilirrubina pode também ser prejatli@bs organismos. A faixa prejudicial
provém da inconveniéncia relativa apresentada teaid@ até lesbes cerebrais profundamente

incapacitantes e irreversiveis no recém-nascidd_@HATH, 1999).
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A toxicidade celular associada a ictericia podedsgido o fato de os niveis de bilirrubina
excederem os niveis de albumina sérica necesg#iassolubilizar esse composto (NELSON,
COX, 2011).

Claramente, a concentracao e a localizacao daubiliva séo de grande importancia, mas
outros fatores tais como ligantes e proteinas alespiorte e excrecao, irdo modular o balanco
entre os efeitos antioxidantes e toxicos da bbima (GALBRATH, 1999).

Dentre esses varios papéis para os produtos daddegio do heme, a via de degradacéo
esta sujeita a regulacdo, principalmente em semepo passo. Trés isoenzimas de HO
geneticamente distintas sado conhecidas: HO-1, HH®-3. HO-1 é induzida, enquanto HO-2 e
HO-3 séo constitutivamente expressas (McCOUBREYANG, MAINES, 1997).

De acordo com a literatura, o zinco protoporfir[@aPP) IX tem sido usado como um
reagente farmacolégico que seletivamente bloqueigda da HO pelo fato de, assim como o
heme, apresentar um grupo de protoporfirina em esieutura, atuando como um inibidor
competitivo. Consequentemente, por inibicdo da ét0rrera inibicdo da liberacdo dos produtos
do heme (BVD, CO e ferro), que protegem contrarmdzelular e estresse oxidativo (OKADA,
1996; YANGet al, 2001).

Geralmente, a inducdo de HO-1 tem sido considecadao uma resposta adaptativa
celular contra a toxicidade gerada por estressdatxo (GOZZELINO, JENEY, SOARES,
2010). Mais recentemente, HO-1 também foi recomlaepior apresentar importantes fungdes,
tais como imunomoduladora e anti-inflamatoria (PEI&t al, 2010).

E sabido que a enzima HO-1 é uma isoforma indug&la estresse que também tem
funcbes anti-inflamatérias. Acredita-se que consiesse oxidativo, a HO-1 seja rapidamente
induzida e que atue como um potente fator endégan® a resolucdo de lesdes inflamatorias
induzidas por estresse (TAKA& al., 2011).

Esta enzima tem desempenhado um papel reguladoig sensiderada um potencial alvo
terapéutico no tratamento de doencas inflamatGhBRAHAM; KAPPAS, 2008). HO-1 e seus
produtos sdo conhecidos por funcionarem em umaaaggha de processos que poderiam ser
importantes durante a fase de resolugcdo da inflama@tuando sobre os macrofagos
(OTTERBEIN, MANTELL, CHOI, 1999; RYTER, ALAM, CHOI2006).
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Estudos tém demonstrado que a expressdo da HOeltmtamento com CO inibe a
producao de citocinas pro-inflamatérias e quimiasjrcomo o fator de necrose tumoral (TNF)-
interleucina (IL)-B e IL-6 nos macréfagos ativados (JEONG, LEE, KINIO2).

Além disso, a regulacdo de uma maior expressao @l lu administracdo de CO
suprime a expressao pro—inflamatoria da COX-2 éxido nitrico sintetase (iNOS), reduzindo
desta maneira, a producéo de prostaglandii@®&E,) derivada da COX-2 e a producéo de oxido
nitrico (NO) derivada da producédo de iNOS (SetHhl, 2006; OHet al, 2006).

Também é sabido que a HO-1 e/ou CO pode inibirpaessao da iINOS e a producéo de
NO em macréfagos ativados pela inativacdo do faticiear kappa B (NkB). Devido a esses
estudos, um numero de agentes terapéuticos témedadados para a regulacédo da expresséo da
HO-1 e exercer atividades anti-inflamatorias atsagé inducdo de HO-1 (JEONG, LEE, KIM,
2009).

1.5.4. Agentes inflamatorios

O processo inflamatorio pode ser induzido quimicae&m animais através de agentes
como a carragenina e a dextrana. O termo carrages@agundo o dicionario digital de termos
médicos de 2007, € um extrato solivel em aguaatdyida carragenana. Esta carragenana é do
tipo lambda que, pela sua conformacéo, é a Unigazcde se dissolver a baixas temperaturas,
enquanto que a kappa e a iota carragenana sossdvdis a temperaturas mais elevadas, pois
formam gel (CAMPGQet al, 2009).

A carragenina induz migracdo de neutrofilos nadzadé peritoneal por um mecanismo
indireto, via ativacdo de macrofagos (SOU&Ral 1988). O processo inflamatorio induzido por
carragenina pode ser caracterizado por 3 faseprib@ira fase ocorre liberacdo de mediadores
como histamina e serotonina. A segunda fase enudbegacdo de citocinas, enquanto as
prostaglandinas estéo envolvidas na terceira tfa8eALMEIDA, BEAVEN, 1982).

A dextrana € um agente pro-inflamatério que pronideracdo de aminas vasoativas tais
como histamina e serotonina causando edema osm@idecacterizado por um aumento na
permeabilidade vascular com baixos niveis de praseie neutrofilos (LO, ALMEIDA,
BEAVEN, 1982).
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1.5.5. Farmacos utilizados no controle da inflamagéo

Os principais grupos de farmacos que sao usadodglistigbios inflamatérios sdo os
antiinflamatorios nao-esteroidais (AINES) e os atimrticoides. Os AINEs sdo farmacos que
possuem um amplo espectro de indicacdo terapéukcalo trés principais acdes: anti-
inflamatoria, analgésica e antipirética (RANSB al, 2007). Estas drogas exercem suas acgles
principalmente através da inibicdo da ciclooxigengBRUM-JUNIOR, 2006). Os AINEs
suprimem a dor, 0 edema e 0 aumento de fluxo saegussociado a inflamacao, mas tém pouca
ou nenhuma acéo sobre a evolucdo da doenca. Quesejgeral, ndo tém efeito sobre outros
aspectos da inflamacéao, tais como migracdo de d¢dosg liberacdo de enzimas lisossémicas e
producdo de radicais de oxigénio toxicos que daundmn para lesdes teciduais cronicas, como
artrite reumatoide (RAN@t al, 2007).

Os glicocorticoides mais utilizados sdo a hidrasorta, a prednisolona e a
dexametasona. S&o anti-inflamatorios por exceléacguando administrados terapeuticamente,
apresentam efeitos potentes, pois inibem tanto asifestacdes iniciais quanto tardias da
inflamacado. Suas ac¢des nas células inflamatori@iseém uma menor liberacdo de neutrofilos dos
vasos sanguineos, reducdo da ativacdo de neudr@ilonacréfagos e menor producdo de
fibroblastos, diminuindo a cicatrizacdo e o repados mediadores, hd uma diminuicdo de
pré-inflamatdrias (IL-1, IL-8, TNFx) e aumento de citocinas anti-inflamatérias, conla-a0
(RANG et al, 2007).

Dentre esses glicocorticoides, a dexametasonaitemasiplamente utilizada, devido sua
baixa atividade mineralocorticoide, acao prolongadacilidade de administracdo e também de
baixo custo (ALBINO JUNIORet al, 2004; CUPOLILOet al 2007), por isso é escolhida como
controle para experimentos em modelos de inflamagid@nimais (VANDERLEEt al, 2010;
ARAUJO et al., 2011). Porém, a toxicidade associada a terapiscer@om os glicocorticoides
limita o seu uso (CUPOLIL@t al 2007).

Dentre os efeitos indesejaveis dos glicocorticqiddsstacam-se as alteragbes da
distribuicdo de gordura (obesidade centripeta, face lua cheia), osteoporose, alteracoes
menstruais e da libido, manifestacbes cutaneascends, hematopoéticas, imunoldgicas, dentre
outras (LONGUI, 2007).

58



Assim, observa-se que grande parte das drogasinfiatiratorias disponiveis
comercialmente exerce uma ampla gama de efeitossefaleis significativos que podem
restringir seu uso. Neste sentido, a busca denatieas eficazes e seguras ainda representa um

desafio da pesquisa pré-clinica e clinica.

1.6. Parametros toxicologicos

1.6.1. Parametros hematologicos

O sangue humano é um tecido vivo formado por umadeocglular que circula em
suspensdo no meio liquido, o plasma. Esta porcgiidaceé composta pelas hemacias (células
vermelhas), leucécitos (células brancas) e plagUe@RENZI, 2006).

A hematologia compreende o estudo das células migusae da coagulagéo, estrutura e
funcéo das células, além dos seus precursores thalar@ssea, constituintes quimicos do plasma
intimamente ligados a estrutura e funcdo das &eleknguineas, bem como a fungcdo das
plaguetas envolvidas na coagulacdo sanguinea (M®RIVEY, 1999).

O hemograma avalia os elementos celulares do sghgu®cias, leucécitos e plaquetas),
de forma quantitativa e qualitativa, em que € faiteontagem de todos os elementos do sangue,
incluindo uma avaliacdo do numero, tamanho e apar@&wos mesmos (MANSON, 2004).

Constitui um importante auxilio diagnéstico pareamigas hematoldgicas e sistémicas, tais
como a avaliagdo de anemias, neoplasias hematashgieacdes infecciosas e inflamatérias,
acompanhamento de terapias medicamentosas, comonaotgrapia e ainda avaliacdo de
distarbios plaquetarios. Fornece dados para aifitagfio de anemias, de acordo com as
alteracbes na forma, tamanho, cor e estrutura dasadias e consequente direcionamento
diagnostico e terapéutico. Além disso, permite fezaliferenciacdo entre infec¢des virais e
bacterianas, parasitoses, inflamacdes, intoxicagdesoplasias através das contagens global e
diferencial dos leucocitos e sua avaliagdo morfolkdgA partir da avaliacdo quantitativa e
morfoldgica das plaquetas, € possivel sugerir gndistico de patologias congénitas e adquiridas
(HENRY, 1999).

O hemograma é composto pelo eritrograma, leucogmroantagem de plaquetas. O

eritrograma € composto pela contagem de eritro¢@&9, valor da hemoglobina (HGB), valor

59



do hematdcrito (HCT) e os indices hematimeétricog, $f0: volume corpuscular médio (VCM),
hemoglobina corpuscular média (HCM) e concentrab@moglobinica corpuscular média
(CHCM) (FAILACE, 2003).

O numero de eritrocitos por milimetro cubico fomeoma estimativa indireta do
conteudo de hemoglobina no sangue (RAVEL, 1997)ef@sicitos formados na medula éssea
transportam oxigénio para todas as partes do em@m seu periodo de vida estimado em 120
dias. A contagem de eritrocitos € diminuida nososade anemia, falta de células de
hemocitopoiese € aumentada em casos de hemoca@géentcomo na desidratacdo, hipertenséo
arterial, intoxicagdo por CO e feocromocitoma. Urangle aumento no numero de eritrocitos é
indicativo de policitemia (SOARE& al, 2002, MANSON, 2004).

A hemoglobina é o principal componente do erit@@&tconstitui cerca de um tergco do
volume do mesmo. E uma proteina conjugada que smmw® veiculo para o transporte de
oxigénio e gas carbdnico do sangue (MORRIS, DAVEXQ9). A concentracdo de hemoglobina
é diminuida na anemia e aumentada na policitenipaxia e em condicdes renais, onde ha um
excesso na producao de eritropoetina e desidra(B@ENSON, 2004).

O hematécrito de uma amostra de sangue € expresspa percentagem do volume total
de sangue ocupado pelos elementos figurados. @ daldematocrito é baixo em todas as
anemias e pode também indicar uma hemorragia atantes de qualquer sintoma tornar-se
aparente. Sua elevacgédo, acima dos valores norpaisg, depender do aumento do nimero de
hemacias (policitemia) ou da diminuicdo do volumasmatico (hemoconcentra¢do), como
ocorre nas desidratacdes, no choque e nas queiasa@liLLER, 1999, MANSON, 2004).

Segundo Bain (1997), a partir das determinacOedivat dos valores de contagem de
eritocitos, hemoglobina e hematdcrito, podem skutados os indices hematimétricos: volume

corpuscular médio, dado em fentolitro (fL ou10itro), que é a razdo entre o hematécrito em
valor percentual x 10 pela contagem de eritrocibossejaVCM (fL) = HCT (%) x 10/ CE
(10% uL); a hemoglobina corpuscular média, dada erngpamas (pg ou ¥ gramas), que é
calculada pela seguinte formulCM (pg) = HGB (%) x 10/ CE (107 pL) e a concentracéo
hemoglobinica corpuscular média, dada em gramalguailitro, € calculada po€HCM (g/dL)

= HGB (%) x 10/ HCT (%).
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O leucograma é composto pela contagem total e gemtaliferencial de leucécitos. Na
contagem total, ndo ¢é feita qualquer diferenciagidre o0s tipos celulares normais
(polimorfonucleares, mondcitos e linfocitos) (MORRDAVEY, 1999).

Segundo Latimer e Meyer (1992), os leucdcitos @gpem da defesa do hospedeiro
contra 0os patdgenos e da vigilancia e remocdo diigeaos nao-préprios. Sao formados em
parte, na medula 6ssea (0s granuldcitos, mondeitalguns linfécitos) e no tecido linféide. E
sabido que o timo desempenha um papel importan@esenvolvimento e manutencédo de um
sistema imunolégico competente, porque as célalasés (os linfocitos) se originam na medula
Ossea e saem na forma de pré-T e B para o sangu@réadl vao ao timo e adquirem a
imunocompeténcia. Estes 6rgdos que dao origemrdosilos T (timo) e B (medula 6ssea) séo

denominados 6rgaos linféides primarios (WINDMILLEE, 1998).

Apés sua formacéo, sdo transportados pelo sangaedarentes partes do corpo, onde
serdo utilizados. Os granuldcitos e os mondciteemelvem-se exclusivamente na medula
0ssea, ja os linfocitos desenvolvem-se principatmens linfonodos e no baco (KERR, 2003).

Um aumento na contagem dos leucécitos (leucogitmsmre comumente como resultado
de infeccdes, inflamacg&o ou de qualquer injurisuter no organismo. A reducéo dessas células
(leucopenia) é menos comum do que o aumento. Contdeucocitose pode ser benigna,
engquanto que a leucopenia sempre indica que umniepnabesta presente (MANSON, 2004).

As plaquetas sdo discos delgados que tém fung@dsomeostase, na manutencdo da
integridade vascular e no processo de coagulacdsadgue. Com 0s recentes avangos na
contagem automatica de células sanguineas, poflgtaanuma rapida determinacdo. Vém sendo
estudadas em doencas causadas por injuria vagplMRRIS, DAVEY, 1999; GIACOMINIet
al., 2001).

1.6.2. Parametros bioquimicos

1.6.2.1. Transaminases glutamico-oxalacética e pirtvica (TG@ TGP)

A transaminase glutamico-oxalacética (TGO), tambéhamada aspartato amino-

transferase (AST) e a transaminase glutamico-mal{iTGP) ou alanina amino-transferase
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(ALT) participam de reacfes do catabolismo protéilsmominadas de transaminacdo, em que o
grupoo-amino € removido dols-aminoéacidos e transferidos para wroetoacido, para que eles
alcancem o figad&@ao importantes para o diagndstico de lesdes casda hepéaticas causadas
por infarto, toxicidade por drogas ou infeccbes.mdulesdo cardiaca, as transaminases
extravasam das células cardiacas para a correnggiisaa, portanto os resultados obtidos
relacionados a essas enzimas podem fornecer infdemaimportantes sobre a gravidade da
lesdo. Em casos de exposicdo a solventes indsstuiaitividade dessas enzimas é alta no figado
e provavelmente elas estardo entre as proteinasapdiberadas dos hepatécitos lesionados
(NELSON, COX, 2011).

1.6.2.2. Fosfatase alcalina

A fosfatase alcalina é uma isoenzima 0ssea, gqupréssa em um dos varios membros da
familia de mamiferos, apresentando niveis séricas mlevados no figado, ossos, rins e na
placenta durante o primeiro trimestre da gravidezm niveis mais baixos em varios outros
tecidos (MILLAN, 2006a).E uma enzima que catalisa a hidrolise de monoésteeacido
fosférico e também catalisa uma reacdo de tramsftzgfdao na presenca de grandes
concentracbes de aceptores de fosfato, incluinateotideos e proteinas (MILLAN, 2006b).
Pouco é conhecido sobre a rota da fosfatase acatindoencas hepéticas, mas sabe-se que sua

concentracao é elevada em patologias como colesiataricia (XU, LU, ZHANG, 2002).

1.6.2.3. Uréia

A amobnia depositada no figado € convertida em wig&vés do ciclo da uréia, que tem
seu inicio na mitocondria hepéatica, em seguidajadavpara os rins através da circulacdo
sanguinea, sendo posteriormente excretada na D&saa forma, é consideradm marcador de
funcéo renal muito utilizado (NELSON, COX, 2011).

Em condi¢cdes normais, o rim € o érgdo principahpdiminar uréia e seus metabdlitos.
No entanto, em condi¢gBes patoldgicas, tais commiateo intestino pode substituir os rins na
depuracdo de metabolitiSONG et al, 2009).
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A uréia sérica € originada principalmente por dgoosicdo de proteinas e
absorcdo intestinal. Muitas doencas, tais comoulrigt renal agudo, doencas infecciosas,
hipertireoidismo grave podem causar um aumentamivass séricos de uréia. Consequentemente,
0 aumento da uréia provoca uremia, que € a maisuroordesordem caracterizada por
concentracdes aumentadas de uréia, acido Uriceatirina no sangue (YANGt al., 2004;
LONG et al, 2009).

1.6.2.4. Creatinina

E uma substancia provinda do metabolismo muscuglae, pode ser elevada por um
aumento na ingestdo diaria de proteinas. E deptndantaxa de producdo e de eliminagio no
filtrado glomerular. Quando em repouso, 0 organisappesenta taxas de producdo e de
eliminacdo de creatinina equivalentes e quando amugfo de creatinina € constante, a
concentracao de creatinina no plasma aumenta quaagorecao renal diminui (HARMONIEN,
2001).

A concentragdo seérica da creatinina € interpretada uma medida para a velocidade da
filtracAdo glomerular e também usada como indicefudegdo renal. Se os rins ndo estdo
conseguindo eliminar a creatinina produzida diagat®@ pelos musculos, eles provavelmente
também estardo tendo problemas para eliminar ostrastancias do metabolismo, incluindo
toxinas. Portanto, um aumento da concentracdo datimina no sangue € um sinal de
insuficiéncia renal. Com isso, as determinacOescr@@tinina sdo executadas para fazer o

diagnostico e monitorizacdo de doencas renais agudaronicas (WHELTON, 1994).

1.6.3. Histologia

A histologia é a ciéncia que se dedica a invesligata estrutura e funcionamento dos
tecidos organicos. Os estudos histologicos desemwnke sobre dois campos principais:
anatémico, visando obter a completa caracterizagfioitural dos tecidos e das células que os
compdem, e fisioldgica, que procura compreendendarpelo qual os tecidos desempenham a
sua funcdo (JUNQUEIRA, CARNEIRO, 1999).
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A obtencdo de uma peca histolégica se da em Stgpe séo: fixagdo, que torna as
proteinas insolUveis a fim de se evitar a destouidds células por bactérias ou por autdlise,
mantendo a morfologia e funcdo dos tecidos; desiclia, que remove a agua dos tecidos,
tornando-os aptos a serem envolvidos por substmgaconsisténcia firme que facilitara a
obtencdo dos cortes a serem estudados; clareantedopeca € embebida em uma mistura
constituida de parafina e xilol ou benzol; impregfitg onde a parafina penetra nos vasos, nos
espacos intercelulares e no interior das célutapragnando o tecido e tornando mais facil a
obtencéo dos cortes pelo micr6tomo e, incluséo éga@btencao do bloco de parafina de forma
regular, que em seguida devera ser cortado em tomeode submetido ao coramento. A maioria
dos corantes usados na histologia comporta-se éoidos ou bases e tendem a formar ligacoes
salinas com radicais ionizaveis presentes nosdgecids componentes dos tecidos que se coram
com corantes béasicos sdo chamados basofilos e eseaworam com corantes acidos séo
chamados acidofilos. A coloracéo dupla por hemblt@xe eosina € a mais usada, pelo fato de a
hematoxilina corar em azul os nucleos celularestea® estruturas de natureza acida, enquanto a
eosina cora o citoplasma e o coldgeno do matexiabheelular em diversas tonalidades do
vermelho (JUNQUEIRA, CARNEIRO, 1999).

Para Junqueira e Carneiro (1999), varias outrasicgs de estudo contribuiram para
ampliar ainda mais o campo da histologia, que wmieiale é estudada no conceito de
histofisiologia, histoquimica, imuno-histoquimicaistopatologia. A histoquimica indica reacdes
guimicas especificas ou interagdes macromoleculdeesalta afinidade, possibilitando a
visualizacdo inclusive de ions como ferro e fosfétdmuno-histoquimica tem como objetivo
utilizar marcadores nos anticorpos, que se combinaantigenos especificos, possibilitando
localizar certas macromoléculas com precisdo. Emsésorpos podem ser marcados através de
conjugacao a um composto fluorescente, ou a ummarau a uma substancia que nao se deixa
atravessar pela luz e que dispersa elétrons.

A histopatologia descreve as alteracfes histaddgien lesGes celulares reversiveis e nas
células mortas. As alteracdes reversiveis sao tardeEnominadas de degeneragfes, que séo
resultantes de lesfes nado-letais para as célul@s. d3pectos podem ser reconhecidos sob o
microscopio o6ptico: a tumefacdo celular e a metérser gordurosa. A tumefacdo aparece
guando a célula é incapaz de manter a homeostagm ié fluida, que se deve a falha no

transporte ativo dentro da membrana da célula (bod# sodio), gerando um aumento no
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tamanho da célula pela entrada de agua do meiacekitar para o interior da célula. E um

indicador de lesdo discreta sem efeito funciongloifante e sua principal importancia é que
pode anteceder lesdes mais graves. J& a metamgdah#rosa também indica lesdo reversivel,
menos universal, estando mais presente em célalawnafabolismo gorduroso como as dos
hepatdcitos e do miocéardio. Quando a célula estprenesso de morte celular, € denominada de
célula necrética, onde ha uma liberacdo aumentad&ndimas dos lisossomos, gerando o
processo de autolise, que provoca uma reacdo miffeia, que leva leucdOcitos e proteinas

plasméticas para a area da infeccdo. As enzinasstimiais liberadas pelos leucécitos, assim
como os fatores ativados do plasma, contribuem yra maior degradacdo das células mortas,
denominada heterdlise (FAUST&al, 2010).

O figado é o principal 6rgdo para metabolizacaamgas e detoxificacdo, portanto a
hepatotoxicidade em estudos pré-clinicos € um ibegafa uso terapéutico de novas drogas, uma
vez que as lesGes neste Orgao vital inviabilizasdecdo de novas terapias (FOLGUEIRA,
BRENTANI, 2004). Os rins sdo 6rgaos responsavela ercrecdo de residuos metabdlicos e
controle da homeostase que, por sua vez, consisteglar o volume extracelular, metabolismo
do célcio, balanco eletrolitico e controle do bataacido-basico. Lesdes severas nestes 6rgaos
promovem hipotensao e faléncia irreversiveis (MIDIDORF, WILLIAMS, 2000). No coragéo,

a toxicidade causa em nivel histoldgico, infiltradlaflamatério, necrose coagulativa e
arteriosclerose (MORAES, 2009).

Diante do exposto, observa-se que o estudo togmadré-clinico de um determinado
composto é de fundamental importancia, pois catiaates efeitos deletérios produzidos a partir
de sua administragdo numa concentracdo capaz decproefeitos toxicos em animais de
experimentacdo (EATON, KLAASSEN, 1996). Consequmetate, diversas pesquisas se
propdem obter novos farmacos, através da modificagdlecular de substancias naturais e/ou
sintéticas com propriedades farmacologicas defiidepresentando uma fonte ampla e

inesgotavel de substancias potencialmente atigasemn testadas (DI STASI, 1996).
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Avaliar as atividades antiviral e anti-inflamatéda uma fracdo polissacaridica sulfatada

da alga marinha vermell@racilaria birdiae

2.2. Especificos

» Extrair os polissacarideos sulfatados totais (R&Tplga marinha vermelh@aracilaria
birdiae e fraciona-los por cromatografia de troca idnicaceluna de DEAE-celulose;

* Avaliar os PST e as fracdes polissacaridicas swlfat obtidas do procedimento
cromatogréfico (DEAE-celulose) por eletroforesegaghagarose;

» Determinar os teores de carboidratos totais, prase€ontaminantes e de grupos sulfato
dos PST e das fracdes polissacaridicas sulfatddiass,

» Determinar a massa molecular das fragdes poliddazzs sulfatadas por Cromatografia
de Permeacédo em Gel (GPC);

« Determinar as caracteristicas estruturais das degiblissacaridicas sulfatadas por
espectroscopia de absorc¢éo no infravermelho;

e Avaliar a atividade antiviralin vitro da fracdo polissacaridica sulfatada de maior
rendimento (FI) contra virus do herpes simples (HS/HSV-2), da dengue (DENV-1) e
adenovirus;

e Avaliar a atividade anti-inflamatérian vivo da FI utilizando os ensaios de migracdo
celular induzido por carragenina, do edema de ipdtazido por carragenina e dextrana e
pela da enzima mieloperoxidase em ratos;

» Investigar o envolvimento da via heme oxigenasativédade anti-inflamatoéria da fracéo
Fl em ratos;

e Avaliar a toxicidade sistémica da Fl por dose Unécaps parametros bioquimicos,

hematolégicos e histoldgicos por dose repetidardardd dias em camundongos.
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3. MATERIAIS

3.1. Alga marinha

A alga marinha vermelh&racilaria birdiae (Figura 11) (registrada sob n° 40781 no
herbario Prisco Bezerra da Universidade FederalCdara, UFC) foi coletada na Praia de
Flecheiras, municipio de Trairi-CE em agosto/2@8ante a maré baixa de sizigia e conduzida
ao Laboratorio de Carboidratos e Lectinas (Carbpldm Departamento de Bioquimica e
Biologia Molecular da UFC. No laboratério, a alga impa para a retirada de epifitas e/ou

outros organismos incrustantes, lavadas com agidgada e armazenadas (-20 °C) até o uso.

Filo: Rhodophyta (alga vermelha)

Classe:Eurhodophytina

wnkﬁﬁ:‘lﬁhﬂ‘hi

Ordem: Floridophyceae

uomowo;om o

Familia: Rhodymeniophycidae
Género: Gracilaria
Epiteto especificobirdiae

Nome botanico:Gracilaria birdiae

(Plastino e Oliveira)

Figura 11: Aspecto macroscopico da alga marinha vermeBracilaria birdiae e sua

classificacdo taxondmica. Fonte: Fotografia retiradr lanna Araujo, 2011.
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3.2. Animais

Foram utilizados camundongos Swiss (20-259) esrdfistar (160-220g), no total de seis
animais por grupo, fornecidos pelo biotério centlal Campus do Pici-UFC. Os animais
receberam agua e alimentacdid libitum Todos os esforcos foram feitos para minimizar o
namero e o sofrimento dos animais utilizados.

Ao final de cada experimento, os animais foranmamagiados por overdose de hidrato
cloral e suas carcacgas congeladas para postezineiacdo. Os ensaios com 0s animais seguiram
0s padrdes exigidos de ética e biosseguranca, itaasp® os principios dos 3 R’s da
experimentacdo animal (“reduction, replacement @filement”). Considerou-se este trabalho
como parte integrante do projeto intitulado “Bicgpeccdo de polimeros de algas marinhas com
potencial biotecnologico”, sendo aprovado pelo Gérde Etica de Pesquisa com Animais de
laboratorio da UFC (CEPA n° 80/10) (em anexo).

3.3. Células e Virus

As células necessarias para os ensaios antivowm as ceélulas HEp-2 (linhagem de
células provenientes de carcinoma de laringe humama foram mantidas em meio minimo
essencial de Eagle modificado por Dulbecco (D-MEMjncubadas a 37 °C; células Vero
[linhagem de células de rim de macaco verde afid@ercopithecus aethiojjs mantidas em
meio minimo essencial de Eagle e incubadas a 3Zé1@asLLC-MK2 (linhagem de células de
rim de macacdVlacaca mulata5 x 10 células/mL), crescidas em meio minimo essencial de
Eagle modificado por Dulbecco (DMEM-Eagle). e mdasi a 37 °C e células C6/36 do mosquito
Aedes albopictusnantidas em meio L-15 (Leibovitz) + RPMI (1:1; v&/27 °C.

Todos os meios foram suplementados com L-glutai@mil, 50mg/mL de garamicina,
2,5 mg/mL de fungizona, bicarbonato de sodio a @28 10 % de soro fetal bovino (SFB) em
atmosfera contendo 5 % de €0

Todos os meios de cultura foram submetidos a ¢éivaem membrana Millipore (0,22
pm), transferidos para recipientes previamente @st@ mantidos a 4 °C, para estocagem.

As células foram crescidas em garrafas de vidpeaslizadas em cultura celular,

contendo meio de cultura, até que uma das facgmmafa de cultivo celular preenchesse pelo
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menos 80% de confluéncia, formando uma monocantadaseguida, a suspenséo celular foi
transferida para placas de 96 pocos, mantidas effuéacia superior a 80 %, para alcancar as
condicbes ideais necessarias ao tratamento comacadofrpolissacaridica da al@zracilaria
birdiae, utilizada neste estudo.

As amostras de adenovirus tipo 19 e 41 (Ad-19 @ Bdioram cedidas pelo Laboratdrio
de Viroses Respiratérias, Entéricas e Oculares anmasstras dos virus herpes simples 1 e 2
(HSV-1 e HSV-2) e do sorotipo viral 1 da dengue K1) foram cedidas pelo Laboratorio
Experimental de drogas Antivirais e Citotoxicas, basmn do Departamento de
Virologia/IMPG/UFRJ.

Os virus foram mantidos em freezer -20 °C. As cg@iedi de trabalho foram realizadas de
acordo com as normas de biosseguranca, na qua txlexperimentos foram realizados em

camara de fluxo laminar.

3.4. Material testado

A fracdo polissacaridica da alga em estudo foilslada em dimetil sulféxido (DMSO)
para uma concentracdo final de 1 %, seguida ddiipacdo em agua destilada, sendo obtida
uma solucdo estoque de concentracdo de LQOOL. Em seguida, a solucéo foi filtrada em
membrana Millipore (0,23um), armazenada em tubo rosqueado previamente lieatioi e

mantido a —20C até sua utilizacao.

4. METODOS

4.1. Extracdo dos polissacarideos sulfatados totais

A extracdo dos polissacarideos sulfatados tota®T)Rla algaGracilaria birdiae foi
realizada segundo FARIASt al. (2000), com algumas modificagdes. Inicialmentalga foi
seca a temperatura ambiente, macerada cpligildo e colocada em contato com o tampéo de
extracdo acetato de sodio 0,1 M e pH 5,0 (propotc¢a®d, m/v) contendo EDTA 5 mM e cisteina
5 mM e digerida com 510 mg de uma solucéo de pagaira (30 mg/mL) durante 6 horas a 60

°C em banho-maria. Em seguida, o homogenato foadid e os polissacarideos sulfatados
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presentes no filtrado foram precipitados atravéadiedo de 16 mL de cloreto de cetilpiridinio
(CCP) a 10% (24 h; 25 °C), seguido de centrifugac2800 xg, 20 °C,30 min O precipitado
obtido foi lavado com 200 mL de CCP 0,05 %, cemggido nas mesmas condi¢gbes acima
descritas e o precipitado obtido foi dissolvido £/ mL de uma solu¢do de NaCl 2 M: etanol
comercial (100: 15; v/v) e novamente precipitadaais da adicdo de 200 mL de etanol
comercial (24 h; 4 °C). Ap0s centrifugacdo nasmasscondi¢cdes acima descritas, o precipitado
obtido foi lavado duas vezes com 200 mL de etar®0 & e uma vez com 200 mL de etanol
comercial, sempre seguidas de centrifugacéo. QOpitado final obtido apds didlise contra agua

destilada, foi liofilizado e denominado de PST (ffeg12).

4.2.Cromatografia de troca idnica em coluna de DEAE-celose

Inicialmente, os PST (30 mg) foram dissolvidos énniL de tampéo acetato de sodio
0,05 M, pH 5,0 e submetidos a cromatografia deatidnica em matriz de DEAE-celulose (28
cm x 2,0 cm).

A matriz foi previamente equilibrada com o mesnmmogéo até a completa remoc¢ao dos
polissacarideos néo retidos, seguido do fracioneomdes PST por eluicdo com o0 mesmo tampéao
de equilibrio, contendo cloreto de sodio em difegeroncentracdes (0,5; 0,75 e 1 M) utilizando
um coletor de fragcdes com fluxo ajustado para 2,5mm.

As fracdes polissacaridicas de 5 mL obtidas foraomitoradas a 525 nm, através da
reacdo metacromatica usando o reagente azul dsime@imetileno (ADM) segundo Farndale,
Buttle e Barret (1986) e as leituras de absorbamealizadas em espectrofotdometro Amersham
Biosciences. As fracbes obtidas foram dialisadagustivamente contra agua destilada e

liofilizadas.
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Alga seca (5 g) Hidratacdo [Tampéao acetato de sédio 100 mM (pHX¥F 5,
deGracilaria + cisteina 5 mM + EDTA 5 mM] seguida de digestaq
birdiae proteolitica por papaina (60 °C, 6 h) e filtrac&oreylon
Residuo
(descartado)

v

Filtrado + cloreto de cetilpiridinio 10 % (25 °G4 B),
centrifugacao (6000 g, 30 min, 10 °C)

v
Precipitado — lavagem com cloreto de cetilpirididjo5 %,

Sobrenadante centrifugacao (6000 g, 30 min, 10 °C) e dissolugao com
(descartado) NaCl 2 M: etanol (100:15, v/v), seguida de preeigio
com etanol 100 % (4 °C, 24 h)
DI —_ 0, 0,
Sobrenadantd Precipitado — lavagens com etanol (80 %, 2 x %00 x),

centrifugacéo (6000 g, 30 min, 10 °C), didlise e
liofilizac&o

(descartado) |

\4
Polissacarideos Sulfatados Totais (PS[T)

Figura 12: Fluxograma de obtenc&o dos PST da alga marinimaelleaGracilaria birdiae.
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4.3. Eletroforese em gel de agarose

Os PST e as fragcbes obtidas (&) foram analisados quanto a sua densidade de, carga
por eletroforese em gel de agarose 0,5 % em tathBaacetato diaminopropano 0,05 M, pH 9,0.
A corrida foi realizada em voltagem constante (Y)@urante 60 min. Apds o procedimento, 0s
PST e as fracbes presentes no gel foram fixadosucoansolucao ddl-cetil-N,N,N-brometo de
trimetilamonio (cetavion) 0,1 % por 24 horas. Ergwda, o gel foi corado com azul de toluidina
0,1% e descorado com uma solucdo contendo etasolusd, agua destilada e &cido acético
concentrado (4,95: 4,95: 0,1; v/viv) como desguito Dietrich e Dietrich (1976).

4.4. Determinacao do teor de carboidratos totaisrpteinas e sulfato

O teor de carboidratos totais dos PST e das frdgddsterminado pelo método do fenol-
acido sulfarico em microplaca (MASUKE! al, 2005) utilizando a galactose para a obtencao da
curva padrao em leitor de ELISA. O contetdo deginais contaminantes foi estimado pelo
método descrito por Bradford (1976), usando albansérica bovina como padrdo. O teor de
sulfato foi determinado pelo método gelatina-békscrito por Dodgson e Price (1962), usando

sulfato de sodio para a obtencédo da curva padréo.

4.5. Espectroscopia de absorgéo por infravermelho

As fracdes polissacaridicas foram caracterizadaggpectroscopia de infravermelho. O
espectro de infravermelho por transformacdo dei€o(FT-IR) foi registrado pelo aparelho
Shimadzu IR spectrophotometer (modelo 8300) enBi@4e 500 cif. As amostras foram

analisadas em pastilhas de KBr.

4.6. Cromatografia de permeacao em gel (GPC)

As distribuicbes das massas molares das fracOesssardridicas, obtidas por
cromatografia de troca ibnica em DEAE-celulosearfiorestimadas por meio de cromatografia de

permeacdo em gel (GPC), utilizando um equipameHi®MBDZU, com detectores de indice de
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refracdo e UV-visivel a 254 nm. Uma coluna ULTRAHROGEL de 7,8 x 300 mm foi
utilizada, com fase mével em NaihQ,1 M e fluxo de 0,5 mL/min.

As fracdes polissacaridicas (0,5 e 0,75 M) forassalvidas em kD, seguido da adi¢éo
de 1 mL de NaN©@O0,2 M e injetadas (50 pL) no equipamento. Parastcogéo da curva de
calibracéo foram utilizadas Pululanas de diferentassas molares (5,9 x31Q,18 x 106; 4,73 x
10% 2,12 x 16 e 7,88 x 10g/mol). A equacéo obtida a partir da curva debeatido foi log Mw
= 14,10603 — 0,95109Vonde \ é o volume de eluicdo em mL. O coeficiente deatagdo

linear obtido para esta equacao foi de 0,9907.
4.7. Atividade antiviral
4.7.1. Toxicidade da fracdo polissacaridica para ttura de células

A toxicidade da fracdo polissacaridica para cultde&élulas Vero, HEp-2, C6/36 e LLC-
MK2 foi determinada baseando-se na alteracdo niwicdh (De CLERCQet al, 1980) e na
viabilidade celular, utilizando a técnica “dye-ufga de Borefreund e PuAerner (1985), com

pequenas modificacdes.
4.7.1.1. Verificagdo da morfologia celular

As células foram tratadas com dilui¢cbes seriadafrat@iopolissacaridica, variando de
500 a 7,8ug/mL, usando meio de cultura sem SFB como diluenteibadas por 48 horas a 37
°C (células Vero, HEp-2 e LLC-MK2) e por 7 diaspas células C6/36 em ambiente com 5 %
de CQ. Decorridas 48 h ou 7 dias, as ceélulas foram ehsgas em microscopio optico invertido
e comparadas com o controle (apenas meio de cultAramaior concentracdo da fracéo
polissacaridica que n&o mostrou alteragcdo da nogitol celular, foi denominada de
Concentracdo Maxima Nao Toxica (CMNT) e passou @a w#dizada nos experimentos
posteriores.
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4.7.1.2. Viabilidade Celular

A técnica de viabilidade celular consiste na inooagao do corante vermelho neutro as
células vivas e sua posterior quantificacdo atradés medidas de absorcdo de luz em
espectrofotbmetro a 492 nm. A percentagem de cEludaveis foi obtida pela formula: [¢8enm
da fracdo polissacaridica)-@#Anmdo controle de células)]/[ #enmdo corante vermelho neutro]-
(Ag92nm do controle de células)] x 100. A partir dos remilbs obtidos, foi calculada a

concentracao que reduz a contagem de células sianeb0 % (C&).

4.7.2. Atividade Antiviral in vitro

Na avaliacdo da atividade antiviial vitro, foi realizada previamente uma titulacdo dos
virus presentes em culturas de tecido com o objelgvse obter as TC¥PmL, que foi calculada
de acordo com Reed e Muench (1938).

O ensaio foi realizado em placas de 96 pocoszartitio-se diluicbes seriadas da fracdo
polissacaridica a partir da sua CMNT, seguido dedadda suspenséo viral (100 TGonL).
Como controle de virus (positivo), foram utilizadasulas cultivadas na presenca da suspensao
viral e, como controle negativo, foram utilizadadutas cultivadas na auséncia do virus, na
auséncia da fracdo polissacaridica. Este procetiinfieinrealizado para todos os virus utilizados
neste trabalho, variando apenas o periodo de igpaobgdenovirus, HSV-1 e HSV-2 foram
incubados por 48 h e DENV-1 durante 7 dias).

Para os HSV e adenovirus, o grau de atividadeigattioi expresso em indice de inibicdo
viral (IIV) e percentagem de inibicdo (PI). O II\gifobtido pela formula proposta por Lagrota
(1978): IV = B — A; onde B é o titulo do virus waltura de células na auséncia da fracao
polissacaridica (controle) e A é o titulo do vine cultura de células na presenca da fracdo
polissacaridica. A Pl foi calculada de acordo cofidranula proposta por Nishimura, Toku e
Fukuyashu (1977): PI=[1-(antilog T/antilog C)] X AQ onde T corresponde as unidades
infecciosas na cultura de células tratadas comagddr polissacaridica e C corresponde as
unidades infecciosas na cultura de células n&adaat(controle).

Para o DENV-1, o RNA viral foi extraido e uma r@agde RT-PCR em tempo real

realizada para a detec¢do do genoma do DENV-livAlade antiviral foi avaliada comparando
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0 numero de coépias do genoma viral, obtido dosesautantes das culturas de células na
presenca da fracdo polissacaridica, com os doatertte virus, ndo tratados com a fracao.

Para todos os virus, a dose efetiva capaz de 50Bb do efeito citopatico viral (&g) foi
calculada por regresséo linear dose resposta. iCeidé seletividade (I1S) foi determinado pela
razao entre C&/ECs.

4 8. Atividade anti-inflamatoria

4.8.1. Ensaio de migracao celular induzida por Caagenina (Cg)

O ensaio de migracao celular seguiu a metodologgarda por Sousa e Ferreira (1985).
Os animais (ratos Wistar machos) receberam pori.pia carragenina tipd. (Cg) (700
pg/cavidade) dissolvida em 1 mL de salina estérpo#\ 4 horas da injecdo do estimulo
inflamatério, os animais foram eutanasiados pacip de hidrato cloral (10 %) no volume de 1
mL/100 g; i.p. O liquido da cavidade peritonealdolietado apds uma lavagem realizada por uma
injecdo de 10 mL de salina estéril, contendo 5 Ulthe heparina. Em seguida, os abdomens dos
animais foram levemente massageados e, através nde incisdo, foram retirados
aproximadamente 7 mL de fluido peritoneal.

Grupos de animais receberam 60 minutos antes tduus inflamatorio: solucdo salina
estéril (s.c.); Dexametasona (1 mg/kg; s.c.); Frdedlissacaridica da alga marinGaacilaria
birdiae nas doses de 5, 10 ou 20 mg/kg; s.c. Um grupaoadicrecebeu apenas solucdo salina
estéril, sem Cg.

A contagem total dos leucdcitos foi realizadaawads da coleta de 20 pL do fluido do
peritoneal de cada animal, que foi diluido em 380do reagente de Turk para coramento e
posteriormente usado para a contagem total ded#aséem camara de Neubauer. A contagem
diferencial das células sanguineas foi realizadavés de amostras coradas em laminas. Para
tanto, 50 pL do liquido peritoneal foi centrifugaglm uma citocentrifuga (1500 rpm ; 10 min).
Apoés este processo, as amostras foram coradasmggtmlo de Hematoxilina-Eosina (HE) e as
células contadas através de microscopia Opticaefddtados foram expressos como média + erro

padréo da média do nimero de células¥m®° de fluido peritoneal.
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4.8.2. Edema de pata induzido por Carragenina (Cg)

Os animais (rato®Vistar machos) receberam o estimulo inflamatério por &gmina tipo
A (Cg) (500ug/pata; 10QuL) dissolvida em salina estéril. A solugéo foi taga na pata traseira
direita do animal, como descrito por Winter, RiselMuss (1962).

Grupos de animais receberam 60 minutos antes dougtinflamatorio: solugéo salina
estéril (s.c.); Dexametasona (Dexa 1 mg/kg; d@gao polissacaridica nas doses de 5, 10 ou 20
mg/kg; s.c. Um grupo adicional recebeu apenas 8olsglina estéril na pata sem Cg.

O volume da pata foi medido pelo pletismémetro [@arEspanha) antes da injecdo de Cg
(Oh) e 1, 2, 3 e 4 horas ap06s a administracaotdouds.

4.8.3. Avaliacéo da atividade da mieloperoxidase (RD)

A infiltracdo neutrofilica na pata com edema indazpor Cg foi investigada por medida
da atividade da MPO como previamente descrita padIByet al (1982). O tecido sub-plantar
da pata traseira direita foi removido para deteamaatividade da MPO. O tecido da pata (50-70
mg) foi colocado em tampéo potéassio-fosfato, pHi; épntendo 0,5 % do tampdo HTAB (1 mL
de tampao/50 mg de tecido) em um homogeneizadi@cdo.

O homogenato foi agitado e centrifugado por 5 an600 rpm. A atividade da enzima
foi determinada por medida da absorbancia (450 emmum leitor de ELISA, realizando duas
leituras em intervalos de 60 s, usando 1 mM deatildreto de o-dianisidina e 0,0005 % de
H,O, em uma microplaca. Uma unidade de MPO foi defimdmo a que converte 1 pmol de

H.O, em agua a 22 °C. Os resultados foram expressas woittades de MPO/mg de tecido.
4.8.4. Edema de pata induzido por Dextrana

Os animais (rato$Vistar machos) receberam o estimulo inflamatorio de uohac&o de
Dextrana (400 pg/pata; 100 pL) dissolvida em sastéril. A solucéo foi injetada na pata traseira

direita do animal, como descrito por Madtal(1998). Grupos de animais receberam 60 minutos

antes do estimulo inflamatorio: solugéo salinargggec.); Dexametasona (Dexa 1 mg/kg; s.c.);
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fracdo polissacaridica nas doses de 5, 10 ou 2Rgmg/c. Um grupo adicional recebeu apenas
solucao salina estéril na pata sem Dextrana.
O volume da pata foi medido pelo pletismometro [&#anEspanha) antes da injecdo da

Dextrana (0h) e %2, 1, 2, 3, 4 horas ap0s a adwagéd do estimulo.

4.8.5 Envolvimento da via HO-1 na atividade anti-inflamatria da Fl

A analise do envolvimento da via da heme oxigen@$®-1) na atividade anti-
inflamatéria da fracdo polissacaridica, foi real@@egundo metodologia descrita por Fregas
al., 2006, com modificacdes, na qual os animais fopéitratados (s.c.) com ZnPP IX (3
mg/kg). Apos 1 h foi injetada a fracdo polissadaad10 mg/kg; s.c.).

Apoés mais 1 h, carragenina (50@/pata; 100 pL) foi injetada na pata direita paste©
volume da pata foi medido imediatamente antes dimne® (tempo zero) e nos seguintes
intervalos de tempo (1, 2, 3 e 4 h) usando umgnigiimetro (PanLab, Espanha). Os resultados
foram expressos como a variagdo no volume da paty Calculado como a diferenca para o

volume basal (0h).

4.9. Avaliacéo sistémica

Taxa de sobrevivéncia, erecéo de pélos, cocarmbeiaa pata e comportamento geral,
foram avaliados durante 48h ap6s uma dose Unideag@&o polissacaridica (10 mg/kg; i.p.) ou
salina estéril.

Em adicdo, perda de massa corporal, alteracdo B0 ples Orgdos, parametros
bioquimicos e hematolégicos foram avaliados em camigos injetados por uma dose diaria de
fracdo polissacaridica (10 mg/kg; i.p.) ou salirskeel por 14 dias consecutivos. A analise

histolégica também foi realizada.

4.9.1. Parametros hematoldgicos

No 15 dia, todos os animais foram anestesiados com |clodzatado, e amostras

sanguineas foram coletadas pelo plexo retro-oibithara a analise hematoldgica e para
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obtenc&o do plasma para a dosagem bioquimica. ISam@matoldgica foi realizada usando um
analisador automatico pocH 100iV DIFEysmex Europe GmbH, Hamburg, Germany)

As amostras sanguineas (5 foram aplicadas no analisador automatico pardimues
seguintes parametros: Contagem de eritrocitos (C&centracdo de hemoglobina (HGB),
concentracdo de hematocrito (HCT), volume corpascuinédio (VCM), hemoglobina
corpuscular média (HCM), concentracdo de hemogiobarpuscular média (CHCM), contagem
de plaquetas (PLT), contagem de leucdcitos totaisomtagem diferencial de leucocitos

(leucdcitos, mondcitos e neutrofilos).
4.9.2. Parametros bioquimicos

Para analise bioquimica, o sangue foi centrifugad®00g por 5 min apds a obtencéo.
As amostras séricas foram mantidas em freezerGC&fi€ a andlise. Os parametros determinados
pelos testes enzimaticos e colorimétricos da LABTE®ram os seguintes: transaminase
glutamico oxalacética (TGO), transaminase glutamptaivica (TGP), creatinina, uréia e
fosfatase alcalina.

O procedimento para a dosagem de TGO consistiudaioaar 50 pL do substrato TGO
em tubos de ensaio (solucdo de 0,2 M de L-aspafdl02 Moa-cetoglutarato, tampéo fosfato
0,1 M, pH 7,4), que foram incubados em banho-naBd °C por 2 min, seguido da adicdo de 10
pL da amostra (plasma) de cada animal. Apos iné@dbac 37 °C por 30 minutos, foram
adicionados 50 pL da solucdo 0,001 M de 2,4-dif@hithidrazina, homogeneizado e deixado
em repouso & temperatura ambiente (20-B}) durante 20 minutos. Em seguida, foram
adicionados 500 pL de hidroxido de sédio 0,4 Mslacéo foi deixada em repouso durante 5
minutos, a temperatura ambiente (20-30 °C). As r@swias foram medidas em
espectrofotdmetro a 505 nm.

Para a dosagem de TGP, o procedimento consistiadaionar 50 pL de substrato TGP
em tubos de ensaios (solucdo de 0,2 M de L-alafif@2 Ma-cetoglutarato, tampéo de fosfato
0,1 M, pH 7,4), que foram incubados em banho-m@7a°C; 2 min), seguido da adi¢cdo de 10
ML da amostra (plasma), homogeneizado e incub&do°& durante 30 minutos. Posteriormente,
foram adicionados 50 pL da solugdo 0,001 M de hutrdfenilhidrazina, homogeneizado e

deixado em repouso a temperatura ambiente (20€B@urante 20 minutos. Em seguida, foram

78



adicionados 500 pL de hidroxido de sédio 0,4 Mslacao foi deixada em repouso durante 5
min, a temperatura ambiente (20 - 30 °C). As alisarias foram lidas em espectrofotdmetro a
505 nm.

Para a dosagem de uréia, foram utilizados 10 plpldema de cada animal para a
dosagem de uréia, segundo metodologia descrita fpelicante (LABTEST) e utilizando
absorbancia de 600 nm em espectrofotdmetro. Estadolegia baseia-se em um sistema
enzimatico-colorimétrico, cuja intensidade da aomnfada € proporcional a quantidade de uréia
na amostra.

Para a dosagem de creatinina, o procedimento tinstn adicionar 2,0 mL de tampao
(solucéo de hidroxido de sodio 208 mmol/L, tetrabmde sédio 12,7 mmol/L e surfactante), 250
puL da amostra (plasma) e 500 puL de acido picricd A#mol/L, seguida de homogeneizacao e
incubac&do em banho-maria a%€7durante 10 minutos. O teste padréo foi feitazatiido 2,0 mL
de tampéao, 250 pL da solucdo padrédo (4,0 mg/dL)sEguida as absorbancias foram medidas
em 510 nm. Posteriormente, foram adicionados 100dglacidificante (acido acético 11,4
mmol/L) na solucéo contendo o plasma, homogeneigatkixado em repouso durante 5 minutos
em temperatura ambiente. As absorbancias segumtas lidas em 510 nm. A creatinina e
outros componentes da amostra reagem com a sghig@io em meio alcalino formando um
complexo de cor vermelha. A adicdo do acidificagit@inui o pH para 5,0, promovendo a
decomposicdo do picrato de creatinina, permanecendterado a cor derivada dos
cromogénios. A diferenca entre as duas leiturasefo o valor da creatinina.

Para a dosagem de fosfatase alcalina, o procednoentstitui em adicionar 50 pL de
substrato fosfatase alcalina (timolftaleina monfaflmsmmol/L) e tampao de fosfato 300 mmol/L
(pH 10,1). Incubar em banho-maria a €7 durante 2 minutos, seguido da adicdo de 50 uL da
amostra (plasma), homogeneizado e incubado ¥3furante 10 minutos. O teste padréo foi
feito utilizando 50 pL de substrato, 500 pL de tdme 50 pL de solucédo padrdo (45 U/L).
Posteriormente, foram adicionados 2,0 mL da solwéccarbonato de sédio 94 mmol/L e
hidroxido de sodio 250 mmol/L, homogeneizado e leodancias foram lidas em 590 nm. A
reacdo é estavel por 120 minutos. A fosfatase imécallo soro hidrolisa a timolftaleina
monofosfato liberando timolftaleina, que tem coulagm meio alcalino. A cor formada,
diretamente proporciona a atividade enzimatica.r@uygo final da reacdo se constitui de uma

mistura de cor azul e a cor propria do substrato.
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Apés a eutanasia dos animais, os orgaos (figado, tinfonodos, baco, rim e coracéo)
foram removidos e pesados. Possiveis lesdes ule@eratu hemorragicas foram quantificadas e

medidas macroscopicamente.

4.9.3. Andlise histologica

Apés a eutanasia dos animais, os 6érgdos figadg,conacdo, timo, baco e linfonodos
foram removidos para a formacéo das pecas histal$gPrimeiramente, os 6rgaos foram fixados
em formaldeido a 10 % por cerca de 48h. Depois alédd fixacdo dos tecidos dos oOrgdos
retirados em formol por 48 horas, foram realizachoses transversais atingindo toda a espessura
do fragmento e eleitos dois cortes para serem adtiscem cassetes histologicos (PROPHET
al., 1992). O material foi processado rotineiramgrdea exame histologico em processador
automatico de tecidos Lupe® modelo PTO09 (histotnipara ser entdo desidratado em
concentracdes crescentes de 70 a 100 % de etgrad. dAprocessamento, realizou-se a inclusédo
do material em parafina, utilizando o equipamerdcapBanho Histologico Modelo BH05. O
material nos blocos de parafina foi cortado emund de espessura e colocado em laminas
histologicas para posterior processo de coloragao.

Os cortes histoldgicos foram obtidos com o auxiéaum micrétomo de impacto (Poycut
S, Leica, Alemanha) equipado com navalha de tungstée 16 cm, tipo D (Leica, Alemanha),
com 5um de espessura. Inicialmente foi realizada a cofmrgela técnica de hematoxilina e
eosina, para avaliacao qualitativa dos fragmemtedaminas foram montadas utilizando verniz
vitral e posteriormente avaliadas em microscépiticOpe examinadas por meio de microscopia

de luz (aumento 400 x).

4.10. Analise estatistica

Os dados foram apresentados como méddaro padrdo da média (E.P.M.) em triplicata
(virologia). Para os testes com atividade antiimihtéria, foi realizada andlise de variancia
(ANOVA), complementada pelo teste de Bonferroni. Babém usado o teste t de student para
valores ndo pareados (toxicidade). Valores de p<Oddam considerados estatisticamente

significativos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Rendimento dos Polissacarideos Sulfatados &ist

O rendimento dos polissacarideos sulfatados tqR&I) da alga marinha vermelha
Gracilaria birdiae obtido a partir da extracdo enzimatica (6 h), kgde dialise e liofilizacdo
foi de 4,66 %. Este rendimento € considerado semthaos polissacarideos obtidos da mesma
espécie da algaGfacilaria birdiag€) a partir da extragdo aquosa a frio, que apreseuto
rendimento de 6,5 % (MACIEEt al, 2008), porém inferior ao obtido por Sowtaal (2012),
gue realizou extracdo aquosa quente e obteve rentbrde 27,2 %.

O rendimento dos PST para a alga em eshidmerente com o obtido para outras espécies
de algas marinhas vermelhas da costa brasileilizantio a mesma metodologia de extracéo
enzimatica, que apresentaram rendimentos que aariale 2,4 a 46 %, como o das algas
Gelidium crinale(2,4 %) (PEREIRAet al.,2005) eBotryocladia occidentalig4 %) (FARIAS et
al., 2000), Gracilaria cornea (18 %) (COURAet al, 2012) eSolieria filiformis (19,14 %)
(ARAUJOet al, 2011).

Véarias metodologias podem ser empregadas paraac@&atde polissacarideos de algas
marinhas, tais como aquosa a frio (MACIEL al, 2008) e a quente (SOUZ#&t al 2012),
enzimatica (FARIASet al, 2000), por tratamento alcalino (STEPHANGE al, 2010), dentre
outras. Porém, a extragdo por digestdo enzimaticasup a propriedade de eliminar
contaminantes protéicos (PERCIVAL; McDOWELL, 196Além disso, o rendimento de
polissacarideos sulfatados de algas marinhas &ehdom o protocolo de obtencao e espécie de
alga utilizada (MARINHO-SORIANO; BOURRET, 2003).

5.2. Cromatografia de troca ibnica (DEAE-celulose)

O perfil cromatografico obtido por cromatografia tloca ibnica em coluna de DEAE-
celulose através da propriedade metacromaticaeapoesduas fracdes polissacaridicas (F 1 e F
I), eluidas nas concentracbes 0,5 e 0,75 M de NegSpectivamente. Além disso, o perfil
referente ao teor de carboidratos totais das feagdeidas também estd representado no

cromatograma a seguir (Figura 13).
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O maior rendimento (23,6 %) foi obtido com a fia¢él, eluida com 0,5 M de NaCl. A
fracdo F Il, eluida com 0,75 M de NaCl apresenesulimento de apenas 6,4 Aofracdo F | por
ter apresentado maior rendimento, foi escolhida pas estudos de atividade bioldgica.

O perfil cromatogréafico obtido neste estudo, questnoo duas fracdes polissacaridicas
eluidas por “stepwise” mostrou-se eficiente e skargk a outros perfis obtidos para outras
espécies de algas descritas na literatura, comexmmplo, o das algas marinhas vermelhas
Solieria filiformis e Gracilaria cornea (ARAUJO et al, 2011; COURAet al, 2012). Porém,
diferentes perfis cromatograficos podem ser obtidependendo da espécie de alga marinha ou
dos métodos de extracdo e secagem utilizados (RGDRSet al, 2010; 2011).

5.3.Eletroforese em gel de agarose

O procedimento deletroforese em gel de agarose 0,5 % mostrou semenéa banda
polissacaridica para os PST e para as suas reggebltacoes (F | e F IlI) e exibiu diferentes
densidades de carga. Cada fragcdo obtida mostroubama@a polidispersa, enquanto os PST
exibiram uma fraca metacromasia em gel, possivakngor apresentarem um menor contetdo
de sulfato, como demonstrado na figura 14.
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Figura 13. Fracionamento por cromatografia de trocaibnica em coluna de DEAE-celuloseAs

fracGes foram coletadas e checadas por metacronmsesi@o azul de 1,9-dimetilmetilend&>—O

) e

pelo teor de carboidrato total, de acordo com oodwtfenol-acido sulfurico @—@® ). As setas

representam a concentracdo de N3LI (
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Figura 14. Eletroforese em gel de agarose 0,5% dos polidsecar sulfatados totais (PST) e
suas fracoes FI (0,5 M) e FllI (0,75 M) reveladas @zul de toluidina a 0,1 %.

O procedimento de eletroforese em gel de agarde pevelar modelos homogéneos ou
polidispersos quando as fracbes sdo comparadas riu com os PST (RODRIGUES al,
2012a). A alga marinh&elidium crinalerevelou um perfil eletroforético com trés prindgpa
fracdes (F I, F Il e F lll), sendo que apenas uragdfo polissacaridica (F Il) apresentou uma
banda simples e homogénea (PEREHRAL, 2005).

Rodrigueset al (2012a) observaram diferencas acentuadas nadgraesolucao dos PST
e fracdes da alga marinha vermettelymenia pseudofloresigor eletroforese em gel de agarose
utilizando o método de extracdo enzimatica com ipapa por secagem em estufa. Os autores

relataram moléculas polidispersas no gel, simidegracontrado neste estudo.

5.4. Determinacédo do teor de carboidratos totais,rpteinas e sulfato

Os teores de carboidratos totais soluveis e sulfasoPST e das fracbes (F | e F I)Gle
birdiae estdo mostrados na tabela 1.

O teor de carboidratos dos PST (68,2 %) mostrogirsggar ao encontrado por Couea
al. (2012) para a alga marinha vermefBacornea(68,8 %), enquanto que o teor de sulfato da
alga em estudo (8,38 %) foi inferior ao da &&yaornea(15,66 %).
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Araujoet al (2011) também avaliaram os teores de carboidtatas (29,21 %) e sulfato
(27,75 %) dos PST da alga marirshdiliformis.

Apesar dos PST de todas as algas descritas agiema $&do obtidos pelo mesmo método
de extracéo, o teor de carboidratos totais sohanlbs obtidos para a al§afiliformismostrou-se
inferior aos obtidos para as algas birdiaee G. cornea Com relacéo ao teor de grupos sulfato
obtido para a alg&. filiformister se mostrado superior aos das algakirdiaee G. corneapode
ser justificado pelo fato de os polissacarideo$atuos presentes na estrutura da d@ga
filiformis serem de uma galactana do tipo carragenana, eoquae oS polissacarideos
sulfatados presentes nas estruturas das &@gdsirdiae e G. corneaséo galactanas do tipo
agarana, que conforme descrita na literatura, tast@ss das agaranas sédo consideradas menos
sulfatadas que as carragenanas (TISCHER, 2006).

No tocante aos contetdos de carboidratos totaifralg®es (F | - 37,4 % e F Il - 30,8 %)
deG. birdiae,0 maior teor de carboidrato foi observado parmagéb F I. Com relacdo ao teor de
sulfato, as duas fracbes ([~ 14,8 % e F Il — 13,22 %), apresentaram valgesentuais
semelhantes (Tabela 1).

Araujo et al (2011) também avaliaram os teores de carboidtatas e sulfato de duas
fracdes eluidas por cromatografia (DEAE-celulosa) alga Solieria filiformis As referidas
fracOes apresentaram teores de carboidratos tmaespondentes a 30,09 e 23,92 % e de sulfato
de 12,69 e 22,35 %, respectivamente. Segundo oseawtugeriram, a fracao |, corresponde a
umax-carragenana, de estrutura menos sulfatada e d@ogadnacao Il corresponde a uma
carragenana, que apresenta estrutura mais sulfatada

Neste trabalho, os PST e as fracoes obtidassdéirdiae se mostraram isentos de
proteinas contaminantes possivelmente pela eficiéda método da digestdo enzimatica de
proteinas utilizando a papaina (RODRIGUESal, 2010). A mesma eficiéncia também é
reportada para outros estudos com outras espéeialgas vermelhas que utilizaram o mesmo
protocolo de extracdo e/ou de cromatografia deatmliho (ARAUJOet al, 2011; COURAet
al., 2012).

85



Tabela 1: Rendimento e composi¢cado quimica dos polissacarisidéstados da alg@racilaria

birdiae
Gracilaria birdiae Carboidrato Proteina Sulfato
(%) (%) (%)
PST 68,2 - 8,38
F1(0,5 M) 37,4 - 14,81
F 11 (0,75 M) 30,8 - 13,22

- ndo detectado

5.5.Espectros de absor¢éo na regiao do infravermelho

A partir da técnica de espectroscomardravermelho (IV), € possivel sugerir algumas
atribuicdes de caracteristicas estruturais patiagaaarideos sulfatados de algas marinhas, sendo a
presenca de bandas na regido de 1400 a 700cenacteristicas de galactanas do tipo agarana
(Tabela 2).

Os PST da alg&. birdiaeforam anteriormente caracterizados estruturalmenmtéécnicas
espectrofotométricas de absorcdo no infravermellde eessonancia magnética nuclear uni e
bidimensional por Maciedt al (2008), que osonsideraram como galactanas do tipo agarana.

No presente trabalho, como os PST desta mesmaiest# alga foram fracionados por
cromatografia de troca ibnica em DEAE-celulose faone descrito anteriormente, resultando em
duas fracdes (FI e FIl), estas foram caracterizpdasalmente pela técnica de infravermelho por
espectroscopia transformada de Fourier, no intléteerificar a ocorréncia de alguma modificagdo
estrutural. No entanto, a andlise dos espectrabsiar¢do obtidos para as duas fracdes mostraram-
se semelhantes, apresentando 10 sinais na regitbfex 700 cih (1375, 1258, 1150,076,933,

890, 850, 830, 820, 805 e 775 tnfFiguras 15 e 16).

O sinal 1375 cm pode ser atribuido & ligacdo éster sulfato, oaisih258 e 933 crh
correspondem as vibracbes S=0O (éster sulfato) e-CC-(3,6-anidroe-L-galactopiranose),
respectivamente. O sinal de 1076 testa relacionado a forma estrutural de uma galacta
banda de 890 cihcorresponde ao sinal de uma agarana. As band&5@e830 e 82@&m™*

correspondem a presenca de grupos sulfato nawgstdda galactose nas posicdes C-4, C-2 e C-6,
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respectivamente) e a banda 805'wmaliza a presenca do grupo sulfato no C-2 dagi@ro-L-
galactose. Estes sinais observados sdo caractsigiara agarocoléides, como reportados por
Mollet, Rahaoui, Lemoine (1998) e apresentadosaizel® 2. A banda de 770 ¢ré atribuida ao
esqueleto do anel piranosidico (MATSUHIRO, 199@tdeem agaranas quanto em carragenanas.
Além disso, a banda de 1150 tmode ser atribuida a vibracdes C-O e C-C de estinto do anel
piranosico, comum a todos os polissacarideos (GOMBRPONEZ, RUPEREZ, 2011).

A comparacédo desses resultados aos obtidos p&&Topor Maciekt al., (2008) também
mostraram-se semelhantes, com excecao dos sinbisidgds a presenca do grupo sulfatnC-2
da galactose (830 cthe no C-2 da 3,6-anidro-L-galactose (805 Yrmue mostrou-se ausente nos
PST da referida alga reportado por Maetehl (2008).

Tabela 2: Principais sinais caracteristicos de agaranasnfravermelho por espectroscopia

transformada de Fourier

Comprimento de onda Atribuicéo
1370 Ester sulfato
1250 vy S=0 (éster sulfato)
1070 forma do esqueleto da

galactana
930 vibragdes de C-O-C de
3,6-anidroL-galactose

890 Banda especifica de agar
845 Galactose 4-sulfato
830 Galactose 2-sulfato
820 Galactose 6-sulfato
805 Sulfato no C-2 da 3,6-

anidroi-galactose

Fonte: Meloet al,, 2002.
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Figura 15 Espectros de IV da fracado F | (0,5 M) obtida por comatografia de troca
ibnica (DEAE-celulose) deG.birdiae. O espectro na regido do IV da fragcéo foi realizado

utilizando pastilhas de KBr, com amplificacdo ngide de 1400 a 700 ¢

88



FIl (0,75 M)

1076

Absorbancia

T
1400 1300

T T
1200 1100 1000 900 800 700

Numero de onda (cm'1)

Figura 16: Espectros de IV da fracdo F 1l (0,75 M) obtida porcromatografia de troca idnica
(DEAE-celulose) deG.hirdiae. O espectro na regido do IV da fracdo foi realizado
utilizando pastilhas de KBr, com amplificacdo ngide de 1400 a 700 ¢
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5.6. Cromatografia de permeacgédo em gel (GPC)

A estimativa das massas molares dos picos obtidosrpmatografia de permeacédo em
gel das fragBes polissacaridicas Fl e Fll obtidasQEAE-celulose foi calculada através de uma
curva de calibracdo que foi obtida pelo uso dedagde pululanas. A equacédo obtida a partir
dessa curva de calibracéo foi log¥ 14,10603 — 0,95109 x Ve, onde Ve é o volumeluigd®
em mL. O coeficiente de correlagdo linear foi 907 (Figura 17A).

Os cromatogramas obtidos por GPC revelaram umamgasie um pico largo de massa
molar para ambas as fragcdes polissacaridicas.¢&dr&l apresentou um volume de eluicdo em
torno de 9,44 mL, com uma massa molar correspoadentn valor de aproximadamente 1,34 x
10° g/mol™* (134 kDa) (Figura 17B). De maneira semelhanteagéb FlI, também apresentou um
pico largo, eluido com um volume de eluicdo distif®,04 mL) e de massa molar mais elevada,
de 3,22 x 10g/mol*, correspondente a 322 kDa (Figura 17C).

Em estudos realizados com os PST da mesma espgealgalpor Souzet al (2012), foi
também mostrado um pico largm entanto wolume de eluicdo foi menor do que o obtido com
as fracoes descritas anteriormente (7,86 mL), quegponde portanto a uma massa molar mais
elevada (3,7 x Tog/mol™* ; 370 kDa). Os autores justificaram a elevada enasslar obtida ser
devido a presenca de um agrupamento de cadeiasgmridicas que, em geral, ndo tém massas
moleculares definidas, mas massas moleculares s)égli@ representam uma distribuicdo de
espécies moleculares quase idénticas em estraotasagle comprimento de cadeia variados.

Com base nestes dados podemos sugerir que assfi@goe FIl) deG. birdiaetambém
sdo consideradas sistemas heterogéneos formadamgeins polissacaridicas de altas massas
molares, tendo em vista, que em estudos de GP@Zadad com polissacarideos de outras
espécies de algas marinhas vermelhas, os autorgsriramm que polissacarideos que
apresentassem massas molares acima de 100 kDenfaessisiderados sistemas heterogéneos
formados por cadeias polissacaridicas de altas amas®wlares. Como por exemplo, 0s
polissacarideos sulfatados obtidos das algas narBwlieria chordalis(STEPHANIE et al,
2010), Gracilariopsis persica(SALEHI et al, 2011) e Sarconema scinaioidet KUMAR,
GODIYA, SIDDHANTA., 2012) que apresentaram massas molares de 913 28D kDa,

respectivamente.
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Figura 17:Cromatografia de Permeacdo em Gel (GPC) em solucate NaNQ; 0,1 M das
fracbes (Fl e F 1l) deG.birdiae. (A) representa a curva de calibracdo obtida pstode fracdes
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5.7. Atividade antiviral da fracao F | da alga marhha Gracilaria birdiae

5.7.1 Citotoxicidade e Viabilidade Celular

De acordo com o Orgdo Internacional de Padronizaflaternational Standard
Organization), 1SO 10993, o ensaio de citotoxicedavitro € o primeiro teste a ser realizado
para avaliacdo da biocompatibilidade de composana pso em dispositivos biomédicos. Apés
comprovacao da atoxicidade do composto, sédo reakzastudos de biocompatibilidaitevitro
ein vivo (ROGEROet al, 2003).

O parametro mais utilizado para avaliar a toxidedlale um compostin vitro é a
viabilidade celular, que pode ser evidenciada coxilia de corantes vitais como o vermelho
neutro, que passa através da membrana celularmoacdo-se nos lisossomos, fixando-se por
ligacdes eletrostaticas hidrofébicas em sitiosraod® na matriz lisossomal. Entretanto, muitas
substancias. ao serem avaliadas quando em comtatoocvermelho neutro, danificam as
membranas celulares, resultando no decréscimo mkeiraae ligacdo ao corante. Portanto, a
utilizacdo deste corante permite distinguir entéules vivas e danificadas ou mortas, pela
medida de intensidade de cor da cultura celulavés da microscopia de luz (ROGER®aL,
2003).

Neste estudo, as linhagens de células LLC-MK2, BEpfero e C6/36 (5 x f0
células/poco), cultivadas em meios de cultura apdps e identificadas por fotomicrografia
(Figura 18) foram submetidas a diferentes diluicBesadas da fracdo FI (10@@/mL — 3,9
png/mL) da algaGracilaria birdiae. Os resultados obtidos mostraram que a linhagenélidas
LLC-MK2, apresentou uma baixa viabilidade celulasrconcentragbes de 250 a 7,8 pg/mL,
enquanto que somente para a concentracdo mais &&kaig/mL) foi observada uma boa
viabilidade, visto que corresponde a concentracamsimma nao toxica (CMNT). A C4 obtida
para essa linhagem de célula foi de aproximadanig8eug/mL (Tabela 3). Com relacdo aos
resultados obtidos para as outras linhagens ddasé{HlEp-2, Vero e C6/36) em todas as
concentracdes utilizadas, com excecdo a conceatdgd 000 ug/mL, foi observada uma boa
viabilidade celular. Como o ensaio foi realizado gmncentracdo a partir de 1000 pg/mL,
podemos sugerir que a 6@ ser obtida para essas linhagens de célulassé@eosda superior a
1000 pg/mL e que a concentragdo maxima nao toKIMEN(T) obtida para a fragdo FI foi de 500

pg/mL, tendo em vista que foi obtida uma viabilieadiperior a 80 % (Tabela 4).
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Figura 18: Fotomicrografia das células hospedeirasA — Células renais de macaco Rhesus
[Macaca mulatta(LLC-MK2)]; B — Células de carcinoma de laringe rama (HEp-2); C —
Células renais de macaco verde africaBergopithecus aethiop®/ero)]; D — Células déedes

albopictus(C6/36). (Aumento 100 x em microscopio invertido).
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Tabela 3:Viabilidade celular da fracdo FI em diferentes @mracdes nas células

LLC-MK2

Fracdo FI (ug/mL)

LLC-MK2 (%)

250
125

62,5
31,2
15,6
7,8
3,9*

46,9
51,5
58,5
60,3
61,3
65,5
94,5

*Correspondente a CMNT.

Tabela 4:Viabilidade celular da fracdo FI em diferentes @macdes nas células

Vero, HEp-2 e C6/36

Fracéo Fl Vero HEp-2 C6/36

(ug/mL) (%0) (%0) (%0)
1000 60,1 51,5 55,1
500* 82,0 81,1 86,9
250 82,5 84,1 84,3
125 90,2 89,9 91,1
62.5 94,7 93,0 89,0
31.2 86,9 99,9 82,3
15.6 92,9 96,6 99,3
7.8 93,7 99,9 99,9
3.9 99,9 99,9 99,9

*Correspondente a CMNT.
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Apesar das ceélulas LLC-MK2 terem apném#o baixa viabilidade celular
(citotoxicidade) para a fracdo FI, até o presentenemto, os polissacarideos sulfatados de
algas marinhas em geral tém sido descritos naatitex como atoxicos (alta viabilidade
celular) para diferentes linhagens de células. Cporoexemplo, podemos citar as células
Vero, que apresentaram §C>1000 pg/mL para os polissacarideos sulfatadoslasbide
espécies de alga vermelBastrychia montagndDUARTE et al, 2001b) edas algas pardas
Sargassum paten&HU et al, 2006) eSargassum trichophyllur(LEE et al, 2011). Em
adicdo, polissacarideos sulfatados das algas p&dagssum latifoliume Cladosiphon
okamuranusndo apresentaram toxicidade para a linhagem ddaséHEp-2 (GAMAL-
ELDEEN, AHMED, ABO-ZEID, 2009) e C6/36 (HIDARe&t al, 2008), respectivamente.
Desta forma, podemos sugerir que os resultadostatexicidade encontrados para a fracédo
FI da G. birdiae estdo em concordancia com os descritos na literapossibilitando o

prosseguimento de estudos de atividade antiviral.

5.7.2. Atividade Antiviral contra Adenovirus (AdV)

No ensaio de atividade contra os virus ndo enadiopAd 19 e Ad 41, a fracdo Fl, na
sua CMNT (50Qug/mL) ao ser adicionada nas microplacas por ditugm série, seguida da
adicdo dos virus ndo apresentou atividade antiyigmh os dois sorotipos testados, néo
havendo, portanto, diferenca significativa no efeitopatico quando comparado ao controle
de virus. Estes estdo de acordo com o descritateratlira, na qual os polissacarideos
sulfatados de algas marinhas em geral sédo incapiazepresentar efeitos inibitérios contra
virus ndo envelopados, como por exemplo, adengvime®virus e picornavirus
(WITVROUW, DE CLERCQ, 1997).

5.7.3. Atividade Antiviral contra os virus Herpes 8nples (HSV)

Baseado em estudos anteriores de efaiigiral de polissacarideos sulfatados das
algas marinhas contra virus envelopados como esaimples (LEEt al, 2011) e dengue
(HIDARI et al, 2008) avaliamos o efeito antiviral da fracdo &htca 3 virus envelopados
(HSV-1, HSV-2 e DENV-1).
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Na avaliagcdo do HSV-1 e do HSV-2, gd@aF| na sua CMNT e na concentracdo de
250 pg/mL apresentou inibigédo significativa do tefeitopatico (ECP) contra ambos os virus.
Baseado neste resultado, os dados de inibicdo eito afitopatico da fracdo FI foram
calculados levando em consideracdo somente a menoentracao (250 pug/mL). Portanto, a
FI nesta concentracdo apresentou para o HSV-1ndioei de inibicdo viral (IIV) de 0,75
gerando uma percentagem de inibicao (PI) de 82¢2pra HSV-2 um IV de 1,25 com uma
Pl de 94,4 % (Tabela 5).

Estes dados estdo de acordo com ogadbt por outros autores, que afirmaram que
o mecanismo fundamental a atividade anti-HSV déesgatarideos sulfatados de algas, pode
estar relacionado com a inibicdo da adsorcéo \uadso inicial no processo de replicacéo
viral (CARLUCCI et al.,1999; DAMONTE, MATULEWICZ, CEREZQ2004; ZHANG et
al., 2007; CARDOZCet al.,2011).

Este tipo de inibicdo viral é justificada pelo fal® uma infeccdo causada pelos HSV
promover a interagdo entre a glicoproteina viraleg@oléculas de heparan sulfato celular.
Desta forma, os polissacarideos sulfatados agempetdivamente, ao sitio de ligacéo de gC,
impedindo o processo de adsorcao viral (Z&t@dl.,2006).

Bandyopadhyawt al.(2011) realizando estudos de citotoxicidade eddiye antiviral
de polissacarideos sulfatados da é@ghacelaria indicee de seus derivados contra o virus
herpes simples tipo 1 (HSV-1) encontraram valoesahcentracdo inibitoria 50 % @4
gue variaram de 0,6 a 1@/mL e que se mostraram atoxicos em concentracfEsisres a
200ug/mL. Os autores sugeriram que o efeito antivicalgoestar relacionado com a presenca
de grupamentos sulfato, que interagem de forméadigem a particula viral.

Como o indice de seletividade (IS) de um composttatio representa o grau de
seguranca para sua utilizacao, este parametrefeirdinado para a fracao Fl, utilizando-se a
razdo entre a Gige a EGp. Os resultados obtidos apresentaram valores dg deC98,8e
20,5 pg/mL para o HSV-1 e HSV-2, sendo os valotgglos para os IS foram superiores a
10 e 48,7 para 0 HSV-1 e HSV-2, respectivamentbd[Beb).

Estes resultados mostraram-se similares aos olj@@sum polissacarideo sulfatado
isolado da alga pardstoechospermum marginatuque, através da determnacédo dos mesmos
parametros, foi demonstrada uma inibicdo de fomietisa dos virus herpes simples (HSV-1
e HSV-2) em células Vero (ADHIKARdt al 2006).
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Tabela 5 Atividade antiviral da fracdo F | contra os viherpes simples (HSV-1 e HSV-2)

em células Vero

Fracao FI
Virus CCso v Pl ECso IS
(Hg/mL) (%) (Hg/mL)
HSV-1 > 1000 0,75 82,2 98,8 >10
HSV-2 > 1000 1,25 94,4 20,5 > 48,7

5.7.4. Atividade Antiviral contra a dengue (DENV-1)

Na avaliacdo da atividade antiviral da fragdo Fite 0 DENV-1, inicialmente foi
realizada uma curva dose-resposta de reacdo ntibzse diluicbes seriadas a partir de sua
CMNT (500 pg/mL) com a finalidade de se obter aEDs resultados obtidos nesta curva
apresentaram uma inibigdo viral significativa de68% 89,53 % nas concentracdes de 500 e
250 pug/mL, respectivamente (Tabela 6). AsE(116,29 pg/mL) obtida a partir desta cinética
de reacgédo, juntamente com adg( 1000 pg/mL) sugerida no ensaio de viabilidadelaglu
foram utilizadas para a determinacdo do indiceetfietigidade (IS), que mostrou um valor

maior que 8,6 (Tabela 7).
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Tabela 6 Curva dose-resposta de Inibicdo Viral da fracdi@dntra DENV-1 em células

C6/36.
Fracao Concentracdo (pg/mL) Inibic&o (%)
Fl 500 89,64
250 89,53
125 53,91
62,5 33,05

Tabela 7 Atividade antiviral da fracdo F | contra DENV-fheélulas C6/36

Fra(;éo CCsg ECso IS
(Hg/mL) (ng/mL)
Fl >1000 116,29 > 8,6

CCso = concentracao citotoxica para 50 % das célulasigtura; EGo = Dose
efetiva capaz de inibir 50 % da propagacéo Vi lindice de seletividade.
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Polissacarideos sulfatados de algas marinhas peseaparem semelhancas estruturais
com o heparan sulfato, vém sendo utilizados endestde inibicdo da infeccdo por virus da
denguein vitro. Portanto, tem sido relatado na literatura quenwleimento do heparan
sulfato se da nos estadios iniciais do ciclo ddicagiio do DENV. No entanto, a rota
especifica de acdo do heparan sulfato durantecaci#d ainda néo foi totalmente elucidada,
uma vez que estudos controversos sugerem que oanmEssaa atuar sob diferentes formas,
dentre estas podemos destacar: 1) agir diretamente receptor para a ligacéo e entrada do
virus (CHENEet al, 1997; GERMiet al, 2002; HILGARD, STOCKERT, 2000; HUN&t al,
1999); 2) agir somente no recrutamento de viriohsassuperficie da célula, facilitando desta
maneira a interacdo com um co-receptor de natymeréica de alta afinidade (MARTINEZ-
BARRAGAN, DEL ANGEL, 2001; THEPPARIT, SMITH, 2004)u 3) o heparan sulfato
podera ndo estar envolvido com a infeccdo ocasioonaelo DENV (BIELEFELDT-
OHMANN et al, 2001).

As interagfes que promovem a entrada do virus dgugena célula hospedeira sédo
distintas, em que essas diferencas estdo rela@sr@un o sorotipo viral, com a histéria da
passagem dos virus para dentro das células infsctaccom o tipo de célula hospedeira
(TALARICO, DAMONTE, 2007).

Com relacdo a célula hospedeira e ao sorotipo, Wadjueiraet al. (1988) relataram
gue a infeccao viral por sorotipo 1 da dengue etulag C6/36, apresentou um efeito
citopatico significativo com formacao de sincicigse sdo compativeis a presenca de uma
infeccéo viral.

Em adicdo, em estudos de atividade antiviral radts com polissacarideos
sulfatados obtidos das espécies de afyavnogongrus griffithsiae Cryptonemia crenulata
contra os 4 sorotipos da dengue mostraram que pefissacarideos inibiram a biossintese
dos sorotipos DENV-2 e DENV-3 em células de maroffefVero e HEp-2). No entanto,
esses polissacarideos nao foram capazes de illmssintese desses sorotipos em células de
mosquitos (C6/36). Além disso, a susceptibilidgoesentada pelos 4 sorotipos avaliados foi
de: DENV-2 > DENV-3 > DENV-4 > DENV-1. Diante desseesultados, os autores
sugeriram que as diferencas obtidas na atividatieirah destes polissacarideos podem ser
atribuidas a diferencas na interacao virus-céldd.ARICO et al, 2005).

Talaricoet al (2011), em um estudo comparativo de atividadeigasitde uma iota-
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carragenana comercial contra o sorotipo da denigoe2 (DENV-2) em células Vero e
C6/36, mostraram um efeito antiviral da iota-cagreana para ambas linhagens de células,
gue apresentaram mecanismos de acao distintosékmascVero, o efeito antiviral ocorreu
no inicio do ciclo viral, provavelmente atravésimaificdo da ligacdo do virion. Com relacao
as células C6/36, o efeito antiviral ocorreu somemos 8 h da infec¢do viral. Além disso, o0s
autores demonstraram que apés 3 passagens dopsoBRENV-2 na presenca da iota
carragenana para a linhagem de células Vero, @ pgsou a exibir uma alta resisténcia a
iota carragenana, enquanto o virus controle, pas3&ezes, na auséncia da iota carragenana,
manteve sua suscetibilidade antiviral. Diferenteimeguando o ensaio antiviral foi realizado
em células C6/36, foi demonstrado que tanto o ensaitrole como 0 ensaio realizado em
presenca da iota carragenana apresentaram a mesraalose-resposta. Portanto, diante de
diferentes valores de EBgobtidos para as duas linhagens de células avsliadaautores
confirmaram a presenca de um alvo diferencial efulas de mosquito e em células de
mamiferos.

Para confirmar a presenca de um alvo diferenciakeas células Vero e C6/36, 0s
autores realizaram um ensaio de adsorcao viralnebas as células utilizando dois diferentes
métodos experimentais. Primeiramente, ambas ataséloram tratadas com heparinase |
com a finalidade de remover residuos de GAGs netétentes. ApOs esse tratamento, a
adsorcdo do DENV-2 as células Vero foi altameniieida e as células C6/36 ndo ocorreu
alteracdo significante. Posteriormente, foi redizap ensaio de supressdo do nivel de
sulfatacdo dos GAGs, adicionando ao meio clorateddi#o. O resultado obtido mostrou que
a adsorcao viral foi inibida somente em célulasoyeonfirmando que em células C6/36 néo
se necessita da participacéo do heparan sulfatogpantrada do DENV, sugerindo, portanto,
gue a participagdo do virus provavelmente est@ldigaoutro componente da membrana da
célula (TALARICOet al.,, 2011).

Em estudos de andlises estruturaiDEdV-2 foi demonstrado que os sitios de
ligacdo do heparan sulfato no dominio Il da glimdeina do envelope do virus séo
considerados essenciais para a ligacdo as célogsedeiras de mamiferos BHK-21. No
entanto, estes sitios ndo se mostraram envolviddgyacdo as ceélulas de mosquito C6/36
(HUNG et al, 2004). Adicionalmente, outras investigacdes tilearam outras proteinas

com capacidade de ligacdo como receptores do DENAR2 células C6/36 sem o
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envolvimento aparente de heparan sulfato (CHEE, BBKIAR, 2004; KUADKITKAN et
al, 2010.; PAINGANKAR, GOKHALE, DEOBAGKAR, 2010;. SAAS-BENITO et al,
2007).

Talariceet al (2011) relataram que a iota carragenana comeritiizada nos ensaios
de atividade antiviral, por apresentar em sua &sguma combinacdo de zonas idnicas
(sulfatadas) e hidrofébicas (3,6-anidrogalactose)rmesma macromolécula, sugeriram que
esta combinacdo é considerada responsavel pelitssedmtivirais em células de mosquito
C6/36.

Portanto, como no nosso estudo fdizatla nos ensaios de atividade antiviral, uma
agarana obtida da aldgaracilaria birdiae, que também apresenta em sua estrutura uma
combinacdo de zonas idnicas (sulfatadas) e hidi#éb(3,6-anidrogalactose) na mesma
macromolécula, podemos sugerir que a mesma tambgnctaensiderada responséavel pelos

efeitos antivirais observados em células de mos{Qi6/36).

5.8. Atividade anti-inflamatéria da fragédo F | da dga marinha Gracilaria birdiae

5.8.1. Migracao celular induzido por Carragenina (@)

A migracdo celular ou simplesmente peritonite mda por carragenina € um modelo
experimental bem caracterizado de inflamacéo agpgayem sendo empregado largamente para
testar novas terapias anti-inflamatérias por pérraitquantificacdo e correlacdo da migracao
celular e do exsudato inflamatorio (SHERWOOD, TOERAKINSKY, 2004).

Os resultados obtidos a partir da utilizacdo dal&Gracilaria birdiae neste modelo,
mostraram que a dose de 10 mg/kg inibiu de marsgaificativa a migracdo leucocitéria
induzida pelo agente flogistico carragenina (Cg1at 2,31 x 1Bcélulas por mL do lavado
peritoneal) em aproximadamente 52% (F |: 5,34 #0610 células por mL do lavado
peritoneal) (Figura 19A)A reducdo dos leucdcitos totais para a cavidadétopeal foi
principalmente ocasionada pela diminuicdo da mé&paie neutréfilos, com inibicdo de 54,76%
(4,80 + 0,47 x 1Dneutrdfilos/ mL) quando comparadas ao controle negativo C3#(®,2,13 x
10° neutréfilos / mL) (Figura 19B) e de células mondeares, com inibicdo de 540,54 + 0,07
x 10 células / mL) em comparacéo com o controle negaliy (1,18 + 0,18 x f0células / mL)
(Figura 19C).
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Figura 19. Efeito da fracado FI na migracao celulainduzida por carragenina (Cg) em ratos.
Uma hora antes de receberem uma injecdo de camagg@®Oug/cav; s.c.), grupos de animais
receberam FI (5, 10 ou 20 mg/kg) ou dexametasonag/kg) via s.c. Outro grupo recebeu
somente salina estéril sem Cg por via i.p. Apdéorasy a contagem de leucdcitos totais (A),
neutréfilos (B) e células mononucleares (C) foragalizadas.p<0,05 indica diferenca
significante para o grupo Cg (ANOVA; Teste de Bordri).
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Este resultado difere do obtido para as dosesal@®mg/kg, que ndo mostraram efeito
anti-inflamatdrio sobre a migracdo de leucdcitos @mparacdo ao controle Cg. Como anti-
inflamatério de controle, a dexametasona diminumigracao de leucdcitos induzida pela Cg em
73,2 %. Injecao de solucao salina ndo induziu méwade neutrdfilos ou o influxo de células
mononucleares.

O efeito de FI no modelo de peritonite esta ded@om outros estudos da literatura
utilizando polissacarideos sulfatados de algasniasi Medeiro®t al. (2008) isolaram uma
fracdo de fucoidana da alga marinha patdaophora variegataa partir da combinacdo de
procedimentos de fracionamento por acetona e comradia de troca ibnica em DEAE-celulose.
O efeito desta fucoidana sobre o processo inflameaagudo foi avaliado utilizando o modelo de
peritonite induzida por tioglicolato de sodio entoga Os autores constataram que a respectiva
fracdo (50 mg/kg) inibiu o processo inflamatério &% %, contra 70 % de uma fucoidana
comercial, na mesma dose, sugerindo que o mecaunisraQao desta fracdo esteja relacionado a
inibicdo do rolamento de células na membrana deotéhd vascular e o influxo de leucdcitos
para o sitio da inflamacg&o.

Siqueiraet al (2011) observaram que uma fracdo polissacariticalga marinha parda
Lobophora variegatdoi capaz de inibir a migracdo leucocitaria indiazpor zymosan em 61 %,
sendo que o percentual desta inibicdo sobre osifitag foi aproximadamente em 75 %, quando
comparada com 0 grupo zymosan.

Couraet al. (2012) mostraram que o extrato polissacaridicoTP& alga marinha
vermelhaGracilaria cornea(3, 9 or 27 mg/kg; s.c.) administrados 1 hora adgeadministracao
da carragenina na cavidade peritoneal, apresemm@uraducdo na contagem de neutréfilos de
59,0 %, 25,6 % and 31,5 %, respectivamente, makirgne a menor dose foi considerada a mais
efetiva. A dexametasona promoveu uma reducéo @283,

Rodrigueset al. (2012b) relataram que uma fracdo polissacaridacalgh marinha verde
Caulerpa cupressoidesluida por cromatografia de troca ibnica em DEA&EHose, nas doses de
3, 9 e 27 mg/kg; s.c., administrados 1 hora antesdiministragcdo da carragenina inibiu a
migracdo de neutrofilos em 64, 69 e 73 %, respactdnte, mostrando um efeito dose-
dependente.
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5.8.2. Edema de pata induzido por Carragenina (Cg atividade da enzima mieloperoxidase
(MPO)

A carragenina (500 pg/pata; 100 pL; s.c.) induziuintenso edema, atingindo um nivel
maximo na terceira hora (0,47 £ 0,01 mL).

O pré-tratamento com a fracdo F | (10 mg/kg; seduziu a ocorréncia do edema de
forma significante, com reducdo de 44 %, na temchora apds a administracdo do estimulo,
guando comparado ao grupo controle negativo (Qgyetanto, as demais doses da fracdo F | (5
e 20 mg/kg; s.c.) ndo reduziram o edema. A dexawoeta (1 mg/kg; s.c.), utilizada como
controle positivo, inibiu o edema de forma sigrafite em todos os intervalos, com inibicdo de
66% na terceira hora (Figura 20).

Esta inibicdo foi confirmada pela atividade da MigQ@e avalia a infiltracdo de neutréfilos
no tecido da pata. As doses de 10 e 20 mg/kg ambide forma significante a acumulacdo
neutrofilica na pata em 59,3 and 36,92 %, respatinte, quando comparadas com o grupo Cg.
A dexametasona também inibiu a atividade da MP(8&/8%. A dose de 5 mg/kg ndo causou
inibicdo (Figura 21).

Os polissacarideos sulfatados de algas marinhas démportamentos distintos,
dependendo da espécie, sendo capazes de inibitemmaninclusive potencializar o edema de
pata induzido por Cg em ratd3entre eles esta o extrato polissacaridico totalga marinha
pardaTurbinaria ornata(2,5; 5; 10 ou 20 mg/kg) que reduziu o edema da gatforma dose-
dependente quando induzido por Cg (ANANTétlal, 2010). No entanto, um polissacarideo
sulfatado (0,9 mg/kg) obtido da algzhampia feldmannipotencializou o curso do processo
inflamatério, comparado a Cg aos 60 min do modeledtma de pata (ASSREW@Yal., 2008).

Siqueiraet al (2011), avaliando o efeito antiinflamatdrio dagliio polissacaridica da alga
marinha pardalLobophora variegataverificaram que o pré-tratamento i.v. com esagdo na
dose de 1 mg/kg inibiu em 47 % (0,48 + 0,04 mL)derea de pata na segunda hora quando
induzido por Cg (0,92 £ 0,07 mL).
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Figura 20. Efeito da fracdo FI no edema de pata inzidos por carragenina em ratosUma
hora antes de receberem uma injecdo de carragés®@aug/cav; 100 pL; s.c.), grupos de
animais receberam FI (5, 10 ou 20 mg/kg) ou dexasoetr (1 mg/kg) via s.c. Outro grupo

recebeu somente salina estéril sem Cg por vig pg0,05 indica diferenca significante para o
grupo Cg (ANOVA,; Teste de Bonferroni).
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Figura 21. Dosagem da atividade da enzima mielopedalase (MPO) realizada no
sobrenadante do homogenato do tecido da pat@® tecido da pata foi retirado dos grupos
tratados com carragenina (5@/cav; s.c.), FI (5, 10 ou 20 mg/kg) ou dexametaddnmg/kg)
via s.c. Outro grupo contendo somente salina ést&m Cg por via i.p. também foi avaliado.

*p<0,05 indica diferenca significante para o grupo(RJOVA; Teste de Bonferroni).

Araujo et al (2011)afirmaram qued pré-tratamento com a fracdo polissacaridica g al
marinha vermelh&olieria filiformisna sua menor dose (1 mg/kg; s.c.) reduziu o edenfarma
significante em 46 %, 1 hora apds a administragd@gl quando comparado ao grupo controle
negativo (Cg). Entretanto, a dose intermediarifragio (3 mg/kg; s.c.) ndo reduziu o edema e a
maior dose da fracdo (9 mg/kg; s.c.) intensificoedema de forma significativa (de 0,60 + 0,06
mL para 0,83 + 0,06 mL). A dexametasona (1 mg/kg;),sutilizada como controle positivo,

inibiu 0 edema de maneira significante em toddsoass.
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Em seguida, a mesma fracdo foi submetida a ad@alig@ atividade da MPO e, foi
mostrado que as trés doses (1, 3 ou 9 mg/kg;rso.foram capazes de inibir a infiltracdo de
neutréfilos quando comparado ao grupo Cg. Apendsxametasona reduziu a infiltracdo de
neutrofilos de forma significativa.

Couraet al (2012) relataram que os PST da alga marinha \ean@&racilaria cornea
inibiram de forma significante o edema de pata zittu por Cg nas menores doses (3 e 9
mg/kg), enquanto que o pré-tratamento com a maise @27 mg/kg) nao promoveu alteragao.
Esses resultados foram confirmados por MPO no dedal pata, que indicou que as menores
doses apresentaram a maior inibicado do infiltrazolar, mostrando que as menores doses foram
consideradas como mais efetivas.

A fracdo polissacaridica da alga marinBalidium crinale cujo composto, quando
administrado por via i.v. nas doses (0,01 e 1 mghiegluziu o edema apenas durante a primeira
hora (SOUSAet al, 2011). Por outro lado, Rodrigues al. (2012b) relataram que uma fracao
polissacaridica da alga marinha vefdaulerpa cupressoidesas doses da, 9 e 27 mg/kg,
administrados por via s.c. 1 hora antes da admagé&b da carragenina, foi capaz de inibir o
edema de forma mais intensa na segunda e na ¢éehter, envolvendo uma maior liberacéo de
prostaglandinas. Para os autores, esta inibic&de imgsrvalo sugere que a acéo anti-inflamatéria
dessa fracdo polissacaridica esteja relacionadaadaihicdo da migracdo de neutrofilos, similar

ao nosso estudo.

5.8.3. Edema de pata induzido por Dextrana

Dextrana (400 pg/pata; 100 pL; s.c.) induziu umnemlesignificativo, com volume
maximo (0,64 = 0,04 mL) ocorrendo 30 minutos apdsatamento e decrescendo nas horas
seguintes. A administracdo da fracao F | (10 mgékg,), 1 hora antes do edema induzido por
dextrana, reduziu de forma significativa o aumettdopermeabilidade vascular em 48,4 %, no
tempo de 30 minutos ap6s o estimulo, quando comipas@ controle dextrana. Porém, o
tratamento com as demais doses (5 ou 20 mg/kg; dacfracdo F I, ndo inibiram o edema
(Figura 22).
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Figura 22. Efeito da fracdo FI no edema de pata inzidos por dextrana em ratoslUma hora
antes de receberem uma injecdo de dextrana {d0fav; 100 pL; s.c.), grupos de animais
receberam FI (5, 10 ou 20 mg/kg) via s.c. Outropgruecebeu somente salina estéril sem
dextrana por via i.p. g<0,05 indica diferenca significante para o grupatd@ma. (ANOVA,

Teste de Bonferroni).
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Alguns relatos na literatura confirmam a acdo guf@matoria de polissacarideos
sulfatados de algas marinhas em eventos vasculaesdre eles, o estudo de Siquestaal.
(2011), que observaram que um polissacarideo adfiadla alga marinhiaobophora variegata
(3 mg/kg) inibiu a formacdo do edema induzido p@xtchna (1,22 + 0,06 mL), em
aproximadamente 19 % (0,98 + 0,06 mL), nos prinsed® minutos do ensaio.

Souseet al. (2011) também mostraram que os polissacaridecstadidfs da alga marinha
Gelidium crinale(1 mg/kg) reduziu (0,55 + 0,04 mL) em 34 % o edentzido por dextrana
(0,83 £ 0,05 mL), além disso, inibiu também o edémdazido por histamina em 49 %.

Entretanto, Assreugt al. (2008) ao avaliarem os efeitos dos polissacaridelfatados da
alga marinha&Champiafeldmannij administrado nas doses de €013 mg/kg, antes da injecdo de
dextrana, constataram uma potencializacdo do ededuaido por este agente na primeira e
guarta horas, apés o estimulo.

Araujo et al. (2011) mostraram que apés administracdo da fracdo podisgara da alga
marinhaSolieria filiformis (1 mg/kg; s.c.), 1 hora antes do edema induzidalpgtrana, reduziu
de forma significativa o edema em 38,57 %, 30 nosipos o estimulo. Porém, o tratamento
com as doses mais altas (3 ou 9 mg/kg; s.c.) gadrk |, ndo alterou o edema.

Couraet al. (2012) mostrou que o tratamento com os PST (3,29 eng/kg) da alga
marinhaGracilaria corneademonstrou ser eficaz em reduzir a formacao dmadeduzido por
dextrana de maneira significativa, principalmends primeiros 30 minutos e na primeira hora.
Nos primeiros 30 minutos, as doses 3, 9 e 27 mghigiram um percentual de reducdo em
52,8 % , 47,3 % e 40,2 % , respectivamente, enqugu na primeira hora as referidas doses
apresentaram um percentual de reducédo em 67,6 %96% 52,7 %, respectivamente, quando
comparadas com a dextrana.

Estes resultados em conjunto sugerem que o efeiieedematogénico da fracdo FI
(10 mg/kg) esta relacionado com a inibicdo dos tgeimflamatorios celulares e vasculares, ou
seja, inibindo a migracao de neutrdfilos e libecagé aminas vasoativas.

Acredita-se que a presenca do efeito anti-inflan@ate Fl apenas na dose intermediaria
esteja relacionada com o estimulo denominado detgjuau “tudo ou nada”, em que o animal
discrimina a presencga ou auséncia de uma doseadzdfo emite uma resposta de “sim ou nao”
(McMILLAN, LI, HARDWICK, 2001).
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5.8.4. Analise do envolvimento da via da heme oxiggse (HO-1) na atividade anti-

inflamatéria da fracéo Fl

Para investigar o envolvimento da via heme oxigen® efeito anti-inflamatorio de F |
se expressa, 0os animais foram pré-tratados com ZXH® mg/kg), um inibidor especifico da
HO-1. O resultado mostrou que o efeito anti-inflegria de FI (10 mg/kg) existente no edema

induzido por Cg néo foi observado na presenca dRP2iX (Figura 23).

—t= (g
= /nPP IX + Fl (10 mg/kg)
——FI (10 mg/kg)

Tempo (h)

Figura 23. Envolvimento da via da heme oxigenaselQ-1) no edema de pata induzido por
carragenina em ratos Antes de receberem uma injecdo de carragenirta(§pata; 100 pL;
s.c.), grupos de animais receberam Fl (10 mg/kg) co sem ZnPP IX (3 mg/kg) via s.c. Outro
grupo recebeu somente Cg por via i.p<0.05 indica diferenca significante para o grupo Cg
(ANOVA,; Teste de Bonferroni).
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Numerosos estudos tém demonstrado que a expréasda HO-1 esta relacionada com
efeito anti-inflamatério (PAINEet al, 2010). Inclusive, os efeitos anti-inflamatorics IO-1 ja
vém sendo apresentados em modelos animais indyzdasrragenina (WILLI®t al, 1996).

A HO-1 é uma enzima induzida em resposta a umsssti@xidativo, e sua expressao em resposta
a diferentes mediadores pode contribuir com a weéol da inflamacado, além de apresentar
efeitos protetores contra injuria oxidativa em @gdrgaos (NAITCet al, 2011).

A clivagem da HO gera mondxido de carbono, quea molécula biologicamente ativa,
gue exerce a maioria de seus efeitos via ativagaguanilato ciclase. Steinet al (2001)
testaram a hipotese q o monoxido de carbono (C@pgamo pode modular a hiperalgesia
inflamatéria e os resultados mostraram que prodiatovia da HO tem importante papel no
processo inflamatério por aumentar os niveis de GMP

Nascimento e Branco (2007) investigaram o papelHfa periférica na resposta
nociceptiva no teste da formalina e também mostraggidéncias da sinalizacdo da via pelo
GMPc. Em 2008, os mesmos autores identificaranpelmia via HO a nivel de cordao espinhal,
ratificando o envolvimento desta via na respostaceptiva em ratos. Carvalho, Branco e Panissi
(2011) também demonstraram envolvimento da via HID&MPc na modulagédo periférica e
espinal da dor inflamatoria.

Grangeiroet al (2011) determinaram recentemente niveis de utiina (produto da
biliverdina) em exsudatos peritoneais, como indicesl de atividade HO-1 em teste de
contorcbes abdominais em camundongos. ApoOs indugddionulo por acido acético, foram
detectados niveis de bilirrubina, que foram inikigor ZnPP IX.

Outros relatos da literatura também estdo de acowth nosso estudo, mostrando que a
inibicdo via HO-1 estéa relacionada com a inibic@oresposta inflamatéria (HAYASHit al,
1999, ALCARAZ, FERNANDEZ, GUILLEN , 2003)

5.9. Avaliacao sistémica da FI
ApoOs a realizacdo dos ensaios de atividades alt&ianti-inflamatoria, foram avaliados

alguns parametros de toxicidade utilizando camugosmmachos tratados com Fl na dose de

10 mg/kg por via i.p.
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Durante o periodo experimental de 48 h, a fracAdnjgtada em uma dose Unica
(10 mg/kg), os animais se mostraram visualmente saigj@asequentemente ndo produziram
nenhum sinal fisico ou comportamental que carazasse toxicidade ou mortalidade.

Em seguida, a fracao FI foi aplicada uma vez ag il mesma dose, durante 14 dias
consecutivos de administragao.

Os resultados mostraram que, de acordo com a t&pekvalores encontrados de massa
corporal dos animais e do peso Uumido dos érgaaddigim, timo, linfonodos e do coracao néo
diferiram em comparagéo aos grupos controles ggatie forma significante, sugerindo que o
tratamento com a fracdo Fl ndo afetou a massa r@raotes ou depois do tratamento e nem a
massa relativa desses orgaos avaliados. No enteouge um aumento significativo no peso do
baco dos camundongos tratados com Fl, comparadaséole.

Segundo a literatura, os polissacarideos sulfatddoslgas marinhas, contaracilaria
cornea (COURA et al, 2012),Champia feldmanii(LINS et al, 2009) eSolieria filiformis
(ARAUJO et al., 2011) vém promovendo um aumento do baco, porm senhuma lesdo
celular ou tecidual detectada por analise histolgi

Assim, foram realizadas analises histoldgicas dgéas avaliados a fim de se verificar a
presenca ou ndo de alguma anormalidade na moroltag células e tecidos, e os resultados
mostraram que a estrutura histologica do bacgo dimsags tratados com a fragdo F | esta dentro
dos limites da normalidade quando comparados cg@m@o controle salina (Figuras 26 e 27).
N&o foram observadas alteracdes do parénquima oessttbma deste 6rgdo, comprovando que
0 aumento no tamanho do baco anteriormente apaekemi&o representa injuria tecidual ou
toxicidade. Os 6rgaos timo, coracao, rim e os linftos, também néo revelaram qualquer dano
significante para os seus tecidos quando compaesosntrole salina (Figuras 24, 25 e 26).

A analise histoldgica do figado mostrou uma degegéer vacuolar panlobular leve dos
hepatdcitos, que pode ser uma resposta & umadeséiolerada reversivel (Figuras 24 e 25)

Apesar das discretas alteracfes histoldgicas dm&svno figado, ndo houve alteracdes
na atividade enzimatica das transaminases (TGO ) EGosfatase alcalina, utilizadas como
marcadores de funcdo hepética nos animais trat@mossomparacdo ao respectivo controle.
Portanto, é razoavel concluir que esta alteracéle pouca importancia toxicoldgica. O grupo
tratado com F | também apresentou funcéo renal algoorque ndo induziu qualquer alteracéo

da uréia no sangue e nos niveis de creatinina ([@8pe
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Além dessas investigacdes, o nosso estudo tambafiowaws principais parametros
hematolégicos (Tabela 9). Os resultados mostraraentgdos os parametros avaliados foram
considerados normais em comparacdo com 0 contalleas apesar da leve reducdo da
guantidade de plaquetas, eritrécitos e leucocintsst Esta diminuicdo ndo é considerada de
importancia toxicologica e esta dentro do intenddacontrole.

A discreta reducdo na contagem de heméacias, ld¢aséei plaquetas podem, juntos,
estarem resultando na hipertrofia do baco, ja queasmento esta relacionado a uma maior
capacidade de reter e armazenar células sangyioeB&IN, WATSON-WILLIAMS, 1984).
Porém, ndo foram identificadas alteracdes macris@®pou histoldégicas nos tecidos
hematopoiéticos associados, como o proprio bacauntento de 400 x e 1000 x (Figuras 26 e
27), timo e linfonodos (Figura 26). Portanto, n&ove sinais consistentes de danos sistémicos.

Tem sido demonstrado em estudos toxicoldgicos gupotissacarideos sulfatados s&o
bem tolerados em animais experimentais. Segund@ésst al (2008), o tratamento sistémico
(48 h) de camundongos com um polissacarideo sdtfad0 mg/kg; i.v.) da alga marinha
vermelhaChampia feldmannindo resultou em sinais de toxicidade importantsilA como a
utilizacdo de um polissacarideo sulfatado isoladcldga marinha pardieobophora variegata
(Img/ Kkg; i.v.) em um tratamento de sete dias consecu{S3UEIRA et al., 2011).

Araujo et al. (2011) realizaram tratamento sistémico durantelidd consecutivos com a
fracdo polissacaridica sulfatada da alga mariBlodieria filiformis analisando parametros
bioquimicos, hematoldgicos e histolégicos, semeathaneste estudo. Os resultados mostraram
gue todos os parametros bioquimicos e hematolégicaliados foram considerados normais em
comparacao ao controle salina, apesar da leve @edie eritrécitos, hemoglobina e hematdcrito.
Em nivel histolégico, no figado foram visualizagesjuenas tumefagfes celulares e uma leve
infiltracdo subcapsular de células mononuclearesehtanto, necrose e fibrose intersticial ndo
foram observadas. Além disso, o rim apresentourdigdegeneracdo nas areas tubulares e
subcapsulares. Entretanto, estas degeneracfes fooasideradas reversiveis e nenhuma
alteracdo nas capsulas renais foram observadasrélagao aos 6rgaos baco, timo e linfonodos,
nao foi encontrada nenhuma alteracao.

Couraet al. (2012) realizaram o mesmo tratamento sistémica p&r PST da alga
Gracilaria cornea Foram observadas pequenas alteracdes histoldgices do rim, quanto do

coracdo dos animais tratados com os RSmparados aos controles. O rim mostrou ligeira
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dilatacdo tubular e vascular e o coragdo apresem@upequena degeneracdo microvesicular das
fiboras cardiacas, porém essas alteracdes foramidecasas reversiveis. Os parametros
bioguimicos e hematoldgicos avaliados foram comadtes normais em comparacdo com seus
respectivos controles.

Diante dos resultados bioquimicos, histolégicosemdtologicos encontrados, podemos
assim sugerir que a administracdo, no decorrerdddids consecutivos, da Fl d&acilaria
birdiae ndo resulta em toxicidade sistémica importantestrando-se segura e bem tolerada em

animais e viavel como um possivel composto comrfgdades antivirais e anti-inflamatorias.
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Tabela 8: Massa corporal e peso dos 6rgdos da frac& | em camundongos*p<0.05 indica

diferenca significante para o grupo salina, usdeste t-Student.

Parametros Tratamento (i.p.)

Salina FI (10 mg/kg)
Massa corporal (g) inicial 25,3%0.89 25,481.13
Massa corporal (g) final 29,09t1,51 31,290.97
Figado [g/100 g x peso corporal (%)] 6,02+0,34 5,390,15
Rim [g/100 g x peso corporal (%)] 0,91+0,04 0,8%0,02
Coracéo [g/100 g x peso corporal (%)] 0,60t0,02 0,590,01
Baco [g/100 g x peso corporal (%)] 0,42t0,03 0,650,05*
Timo [g/100 g x peso corporal (%)] 0,11+0,00 0,080,00
Linfonodos [g/100 g x peso corporal (%)] 0,32t0,02 0,4%0,05
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Tabela 9: Parametros hematolégicos da fracdo FI em camundongoApos 14 dias de

tratamento, as amostras de sangue foram coletaal@s gerem obtidos os valores destes

parametros 5<0.05 indica diferenca significante para o grugdmaausando teste t-Student.

Parametros Tratamento (i.p.)

Salina FI (10 mg/kg)
Eritrocitos (10% L) 8,68:0,23 7,430,32
HGB (g/dL) 14,14+0,32 12,4%0,52
HCT (%) 44,451,42 40,3%1,78
VCM (fL) 51,68:1,09 53,1%0,24
HCM (pg) 16,1G0,20 16,3%0,08
CHCM (g/dL) 31,1#0,32 30,8&0,11
Leucdcitos totais (1&/ L) 3,44+0,48 2,120,27
Linfocitos (%) 88,54r1,43 84,781,03
Mondcitos (%) 0,&0,0 0,80,0
Neutrofilos (%) 11,461,43 15,221,03
PLT (10% pL) 767,40:98,94 638,36886,53
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Tabela 10: Parametros bioquimicos da fragdo FI emamundongos Apos 14 dias de
tratamento, as amostras de plasma foram coletaalas dosagens bioquimicas (TGO, TGP,
fosfatase alcalina, creatinina e uréipx®.05 indica diferenca significante para o gruplinaa
usando teste t-student.

Parametros Tratamento (i.p.)

Salina FI (10 mg/kg)
TGO (Ul 31,82+8,38 26,1387,20
TGP (UI/) 7,16:0,71 7,281,10
Uréia (mg/dl) 36,311,00 31,141,12
Creatinina (mg/dl) 0,610,04 0,7%0,05
Fosfatase Alcalina (UI/L) 68,16:10,04 70,1#6,63
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Figura 24. Fotomicrografias de luz dos 6rgaos cordg, figado e rim dos animais apés o
tratamento com a fragdo polissacaridica FI (10 mgkk apds 14 diasGrupo salina: coragao
(A), figado (B) e rim (C). Grupo FI: coracéo (Digddo (E), rim (F). Os érgaos foram fixados
com paraformaldeido e corados com hematoxilinassmaoO figado mostrou leve degeneracao
vacuolar panlobular de hepatécitos (setas branpas@m considerada reversivel. Os tecidos

foram observados por um microscopio de luz a 4@axra de referéncia 10um.
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Figura 25. Fotomicrografias de luz de figado e rim de camundgo Swiss apds

administracao i.p. de FI (10 mg/kg) apos 14 diagA) Hepatdcitos com discreta degeneracao
vacuolar (setas brancas). (B) Hepatdcitos com elisategeneracdo vacuolar (setas brancas) e
veia centrolobular normal. (C) Tubulos renais raien (D) Glomérulo e tubulos renais
normais. Aumento de 1000 x. Barra de referénciarlOpu
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Figura 26. Fotomicrografias de luz dos érgaos bactimo e linfonodos dos animais apds o
tratamento com a fracdo polissacaridica FI (10 mgf) ap6s 14 diasGrupo salina: bacgo
(A), timo (B) e linfonodos (C). Grupo Fl: baco (D)o (E) e linfonodos (F). Os 6rgdos foram
fixados com paraformaldeido e corados com hemataxie eosina. Os tecidos foram

observados por um microscopio de luz a 400 x. Bigreeferéncia 10um.
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Figura 27. Fotomicrografias de luz do ba¢co de camundongo Swispds administracao i.p.
de F | (10 mg/kg) ap6s 14 diagA) Polpa branca (em azul) normal (B) Polpa baatazul) e
polpa vermelha (sangue rosado) normais. Aumenf®@e x. Barra de referéncia 10um.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Neste estudo, demonstramos que a fracdo Fl apoesatividade antiviral significante
contra os virus herpes simples tipos 1 e 2 (HSVHB¥-2) e da dengue tipo 1 (DENV-1) através
de ensaiof vitro;

A fracdo FlI (10 mg/kg) apresentou atividade amffeimatoria em modelos vivo, com
envolvimento da via heme oxigenase-1;

Por fim, a administracdo da fracdo F | (10 mg/kgjadte 48 horas e durante quatorze
dias consecutivos por vigp. em camundongos ndo mostrou sinais de toxicidadga@metros

avaliados.

7. CONCLUSAO
A fracdo polissacaridica sulfatada da alga mariveamelha Gracilaria birdiae

apresentou atividades antiviral e anti-inflamatésiendo o primeiro relato de um polissacarideo

sulfatado de alga marinha com atividade anti-infiiria regulada pela via heme oxigenase.
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Abstract

Objectives  The aim of this study was to investigate the
involvement of the hemoxigenase-1 (HO-1) pathway in the
anti-inflammatory action of a sulfated polysaccharide from
the red seaweed Gracilaria birdiae (SP-Gb).

Methods  SP-Gb (5. 10 and 20 mgkg) was administered
to Wistar rats in a peritonitis model using carrageenan or a
paw edema model using camageenan or dextran. To
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analyze the involvement of HO-1 in the ant-inflammatory
activity of SP-Gb. the animals were pretreated subcutane-
ously with a specific HO-1 inhibitor (ZnPP IX). To
evaluate the systemic effects, SP-Gb (10 mg/kg) was
administered to mice intraperitoneally before waiting for
48 h or for 14 days.

Results  SP-Gb (10 mg/kg) caused an anti-inflaimmatory
effect that was evidenced by a decrease in leukocytes in the
peritoneal cavity. SP-Gb also reduced the paw edema
induced by carrageenan and inhibited the paw edema
induced by dextran in the first half-hour. After being
inhibited by ZnPP IX, the anti-inflammatory effect of SP-
Gb on carrageenan-induced rat paw edema was not
observed. SP-Gb did not cause mortality or significant
changes in the biochemical, hematological and histopa-
thological parameters.

Conclusion SP-Gb may be used as a tool for further
investigations into the inflammatory processes associated
with the hemoxigenase-1 pathway.

Keywords  Seaweed - Sulfated polysaccharide -
Gracilaria birdiae - Inflammation

Introduction

The primary response to infection or injury is inflammation,
which functionsto clear the injurious material or agent and to
promote tissue repair. Inflammation is characterized by the
sequential release of a battery of mediators, including bio-
active amines, eicosanoids, cytokines, chemokines and
growth factors that regulate increased vascular permeability
and the recruitment of blood-bome leukocytes. Increased
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