\\RTVS VNITA FORTIOR,

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
FACULDADE DE MEDICINA
DEPARTAMENTO DE FISIOLOGIA E FARMACOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM FARMACOLOGIA

TERENTIA BATISTA SA DE NOROES

EFEITOS RENAIS PROMOVIDOS POR POLISSACARIDEOS SULFATADOS
DA ALGA MARINHA Gracilaria cornea

FORTALEZA

2014



TERENTIA BATISTA SA DE NOROES

Efeitos renais promovidos por polissacarideos sulfatados da alga

marinha Gracilaria cornea

Tese de Doutorado submetida ao
Programa de  Poés-graduacdo em
Farmacologia da Faculdade de Medicina
da Universidade Federal do Ceard para
obtencdo do titulo de Doutora em
Farmacologia.

Area de concentracdo: Farmacologia

Orientadora: Prof® Dra. Helena Serra Azul Monteiro

FORTALEZA

2014



Dados Internacionais de Catalogacdo na Publicacéo
Universidade Federal do Ceara
Biblioteca de Ciéncias da Salde

N749e Nordes, Terentia Batista Sa de.
Efeitos renais promovidos por polissacarideos sulfatados da alga marinha gracilaria
cornea / Terentia Batista Sa de Nordes. — 2014,
91f. il

Tese (Doutorado) — Universidade Federal do Ceara, Faculdade de Medicina,
Departamento de Fisiologia e Farmacologia, Programa de P6s-Graduacdo em
Farmacologia, Doutorado em Farmacologia, Fortaleza, 2014.

Area de Concentragdo: Farmacologia.

Orientacdo: Profa. Dra. Helena Serra Azul Monteiro.

1. Alga Marinha. 2. Polissacarideos. 3. Perfusdo. 4. Rim. 5. Apoptose. I. Titulo.

CDD 586.39815




TERENTIA BATISTA SA DE NOROES

Efeitos renais promovidos por polissacarideos sulfatados da alga

marinha Gracilaria cornea

Tese de Doutorado submetida ao Programa de Pés-
graduacdo em Farmacologia da Faculdade de Medicina da
Universidade Federal do Ceara para obtencéo do titulo de
Doutora em Farmacologia.

Aprovada em: 07/02/2014

BANCA EXAMINADORA

Prof?. Dra. Helena Serra Azul Monteiro (Orientadora)
Universidade Federal do Ceara — UFC

Prof?. Dra. Norma Maria Barros Benevides
Universidade Federal do Ceara — UFC

Prof. Dr. Claudio Gleidiston Lima da Silva
Universidade Federal do Cariri — UFCA

Profé. Dra. Ana Durce Oliveira da Paixdo
Universidade Federal de Pernambuco — UFPE

Prof?. Dra. Ana Maria Sampaio Assreuy
Universidade Estadual do Ceara — UECE



Dedico a Ricardo, meu marido,

gue me apoiou nesse trabalho com muito amor e
paciéncia, € aos meus pais, Plinio e Antonia, a quem
devo eterna gratidao.



AGRADECIMENTOS

A minha familia pelo constante apoio e incentivo fundamentais para a minha
formagé&o e conquista de mais uma etapa alcancada.

A minha orientadora, Dra. Helena Serra Azul Monteiro pelo carinho,
disponibilidade, apoio e maturidade cientifica fundamental para o planejamento,
desenvolvimento e execugéo desse trabalho. Por ter acreditado em minhas capacidades e
a quem sou grata por ensinamentos que levarei por toda a vida, durante esses sete anos
que estivemos juntas.

A Professora Dra Alice Maria Costa Martins pela sua contribui¢éo e orientacdo
nos resultados dos experimentos com cultura de células.

A Professora Dra. Norma Maria Barros Benevides pela contribuigéo, atencéo na
corre¢do minuciosa do meu trabalho e polissacarideos sulfatados totais cedidos.

Ao Professor Dr. Claudio Gleidiston Lima da Silva pela atencdo e orientacao
sobre a analise histologica.

Aos amigos Daniel freire e Renata Alves pelo carinho, amizade e maturidade
cientifica fundamental para a realizacéo deste trabalho.

Ao doutorando Ramon Roéseo pela ajuda fundamental nos experimentos de
citometria.

Ao mestrando Jader Canuto pela ajuda fundamental nos experimentos com
cultura de células.

A doutoranda Chistiane Coura pelo trabalho de extracdo dos polissacarideos
sulfatados totais da alga e pela atencéo.

Aos amigos do Laboratdrio de Farmacologia de Venenos e Toxinas
(LAFAVET): Rafael Ximenes, Rafael Jorge, Claudénio Didgenes, Roberta Jorge,
Natacha Queiroz, Aline, Antonio Neto pela ajuda e companheirismo nos experimentos
durante essa longa jornada.

A Silvia Helena, Técnica do LAFAVET, por ter me acompanhado nos
experimentos de perfusao renal.

Aos funcionarios do IBIMED: Terezinha, Jucié e José Amadeus por toda ajuda e
respeito com que sempre me trataram.

As ex-secretarias do Programa de Pos-graduacdo em Farmacologia Aura Hanes
e Marcia pela paciéncia com que sempre me ajudaram.

A Célia Aratjo de Carvalho Gonzaga, secretaria atual do Programa de Pos-
graduacdo em Farmacologia, pela atencéo e ajuda no meu exame de qualificacéo.

A Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pela
bolsa auxilio para execugéo deste projeto.



A cada um que me acompanhou de perto (ou mesmo de longe), deixando uma
contribuicdo nesse trabalho, com todo meu carinho, obrigada!

A banca examinadora pelo aceite ao convite.
A todos os professores do Programa de Pds-graduacdo em Farmacologia

que construiram parte do conhecimento que hoje detenho.



“O conhecimento torna a alma jovem e diminui
a amargura da velhice. Colhe, pois, a sabedoria.

Armazena suavidade para o amanha”.

(Leonardo da Vinci)



RESUMO

As algas marinhas sdo um grupo de seres vivos aquaticos com capacidade de produzir
polissacarideos sulfatados. Esses polissacarideos sdo encontrados em grandes
concentracdes nas algas da espécie Gracilaria cornea e possuem diversas finalidades
comerciais, sendo utilizados nos principais setores industriais. Possuem também
relevancia cientifica por apresentarem diversas atividades bioldgicas. O presente trabalho
teve como objetivo avaliar a citotoxicidade renal dos polissacarideos sulfatados totais
(PSTs) da alga marinha Gracilaria cornea. Primeiramente, estudaram-se os efeitos dos
PSTs, em trés concentragdes (1pg/mL, 3pug/mL e 4,5ug/mL), no sistema de perfusdao de
rim de rato isolado com a finalidade de avaliar as possiveis alteracbes dos parametros
renais. Neste modelo experimental foram utilizados ratos Wistar machos (280-300 g).
Apds a perfusdo renal, os rins foram submetidos a analise histologica. Os parametros
avaliados foram analisados pela ANOVA e Student t-test, com p<0,05. Investigaram-se
os efeitos causados pelos PSTs em cultura de células tubulares renais do tipo MDCK
(Madin-Darby canine kidney). Essas células foram cultivadas em garrafas plésticas a 37
°C em atmosfera de 5% de CO2, com meio RPMI 1640 suplementado com soro bovino
fetal a 10%. Para avaliar o tipo de morte celular causada pelos PSTs em cultura de
células MDCK, foram realizados ensaios com anexina V-FITC e iodeto de propidio,
marcadores de apoptose e necrose, respectivamente, no citbmetro de fluxo com a
concentracdo de 50 pg/mL dos PSTs. Os resultados encontrados demonstraram que 0s
PSTs promoveram aumento significativo na pressdo de perfusdo (PP) e na resisténcia
vascular renal (RVR) nas concentracdes de 3,0 e 4,5 pug/mL. O fluxo urinario (FU)
diminuiu com a concentracdo de 1 pg/mL dos PSTs, porém sofreu aumento nas demais
concentracdes. O ritmo de filtracdo glomerular (RFG) diminuiu significativamente nas
trés concentracdes. Foi observada diminui¢do do percentual de transporte dos eletrélitos
cloreto, sddio e potassio. O Clearance Osmotico (Coswm) foi diminuido e aumentado com
as concentracgdes de 1,0 e 4,5 ug/mL, respectivamente. As alteracdes histoldgicas nos rins
indicaram alterac6es tubular e glomerular. O tratamento de cultura de células com os
PSTs causou reducdo da viabilidade celular em todas as concentragcfes estudadas (200,
100, 50, 25, 12,5, 6,25 e 3,12 pug/mL) ndo sendo concentracdo-dependente. Observou-se
morte celular significativa, com evidéncias de um processo apoptotico, além de morte
celular por apoptose tardia. Esses achados tentam colaborar para um melhor
conhecimento acerca dos efeitos citotdxicos renais dessa alga e pode ainda propiciar a
descoberta de novas ferramentas farmacoldgicas antitumorais.

Palavras-chave: Gracilaria cornea; Polissacarideos sulfatados; Perfusdo renal; Rim;
Apoptose.



ABSTRACT

The red marine algae are a group of sea live beings able to produce sulfated
polysaccharides. These polysaccharides are found in great amount in algae of Gracilaria
cornea species and they also have several commercial uses, mainly in industrial fields.
They are also used for scientific pourposes because of its biologic activities. This work's
goal is to evaluate the effects of sulfated polysaccharides total (SPTs) from the seaweed
Gracilaria cornea contributing to a better understanding about its effects. First, we have
studied SPTs effects in three concentrations (1pg/mL, 3ug/mL e 4,5ug/mL), in the renal
perfusion system aiming to evaluate the possible changes in kidney parameters. In this
experimental model we used male Wistar rats (280-300 g). After the perfusion, the
kidneys were subjects of histological analysis. The parameters were analised using
ANOVA and Student t-test (p<0,005). The results we have found proved that SPTs
promoted a significant increase in perfusion pressure (PP) and in renal vascular
resistance (RVR) in concentrations 3,0 and 4,5 pg/mL. The urinary flow (UF) decreased
with the 1 pg/mL SPTs concentration, but increased with the 3,0 and 4,5 pg/mL
concentrations. The glomerular filtration rate (GFR) significantly dicreased with all the
three concentrations. We noticed a decrease in sodium, potassium and chloride transport.
The Osmotic Clearance (Cosm) decreased with 1,0 ng/mL concentration and increased
with 4,5 pg/mL concentration. The histological changes were mild and included tubular
and glomerular damages. We also investigated the side effects caused by SPTs in
cultured renal tubular cells of the type MDCK (Madin-Darby canine kidney). MDCK
cells were grown in plastic flasks at 37 °C in umidified atmosphere of 5% CO, — air with
RPMI 1640 medium supplemented with 10% fetal calf serum. The SPTs caused decrease
in cell viability in all studied concentrations (200, 100, 50, 25, 12,5, 6,25 and 3,12
png/mL) and this effect did not depend on concentration. To evaluate the type of cell
death caused by SPTs in MDCK cells, we performed anexin V-FITC and propidium
iodide assays, respectively apoptosis and necrosis indicators. This analysis was made in a
flow cytometry system with a 50 pg/mL SPTs concentration. We found a significant cell
death amount, with apoptotic signs, and also late apoptotic cell death. These findings can
improve the understanding about this algae biologic activities and help to find new
farmacologic antitumoral weapons.

Key-words: Gracilaria cornea; Sulfated polysaccharides; renal perfusion; Kidney;

Apoptosis.
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1. INTRODUCAO
1.1  Algas marinhas

As algas marinhas sdo um grupo de seres vivos autotroficos que habitam os mais
diversos ambientes, como oceanos, agua doce, solos e tronco de arvores. Possuem uma
variacdo morfoldgica bastante diversificada apresentando-se como seres multicelulares
e unicelulares, podendo ainda ser procaridticas ou eucaridticas. As macroalgas sdo
classificadas como taldfitas que sdo plantas inferiores, por apresentarem uma estrutura
simples, ndo vascularizada, com auséncia de raiz, caule e folhas. Apresentam
similaridade em muitos aspectos comuns com as plantas superiores em relacdo a
composi¢cdo de carboidratos, proteinas e pigmentos fotossintéticos. Muitos autores
classificam as algas ndo como vegetais e sim como protistas (SZE, 1997; VAN DEN
HOEK; MANN; JAHNS, 1989; LEE, 1989).

Sdo organismos clorofilados que apresentam a clorofila tipo a como principal
pigmento fotossintetizante. Apesar da presenca desse pigmento principal nem todas as
macroalgas apresentam coloracdo verde, pois outros pigmentos podem estar presentes
mascarando o verde da clorofila. As algas marinhas dividem-se em subgrupos de acordo
a presenca desses pigmentos, estando inseridas em trés grandes filos principais:
Chlorophyta representado pelas algas verdes, Phaeophytas representados pelas algas
marrons ou pardas e Rhodophyta representado pelas algas vermelhas. Porém existem
ainda algas de coloracdo azulada e até negras (SOUTH; WHITTICK, 1987).
INCOMPLETO NA BIBLIOG

Além de pigmentos que definem a coloracdo das algas, estas possuem em sua
composicdo outras substancias como as hemaglutininas de importancia cientifica e
comercial, que as tornam fontes para obtencdo de diferentes compostos naturais.
Hemaglutininas foram relatadas em extratos de algas marinhas pela primeira em 1966
(BOYD; ALMODOVAR; BOYD, 1993). Bastante relevante também é a utilizacdo de
algas pela industria alimenticia. Estas sdo amplamente utilizadas na manufatura de
alimentos devido a presenca de alguns compostos. As macroalgas também representam
fontes excelentes de vitamina C, vitamina A, vitamina D e vitamina B12, alem de
fornecerem aminodcidos livres, carotendides e diversos elementos requeridos para a
nutricdo humana (SOUTH; WHITTICK, 1987).

Os carboidratos sdo encontrados em grandes concentragdes nas algas marinhas
(PERCIVAL; McDOWELL, 1967). Sdo muito consumidos pelo homem apesar de ndo
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serem digeridos, porém 0s mesmos apresentam propriedade gelificante que os tornam
Uteis na fabricacdo de uma série de produtos. S&@o utilizados como espessantes,
emulsificantes e estabilizantes e estdo presentes em uma grande variedade de férmulas
na industria alimenticia (MARINHO-SORIANO, 2001a; MACIEL et al., 2008). Logo,
as algas sdo de grande interesse cientifico e econdmico para 0 Homem, tendo utilidade
em diversos setores, como na industria farmacéutica e na biotecnologia (GREENWELL
et al., 2008; ARAUJO et al., 2008; LEVRING; HOPPE; SCHMID, 1969; FARIAS;
NAZARETH; MOURAO 2001).

1.1.1 Algas do género Gracilaria

As algas marinhas do género Gracilaria estdo inseridas no filo Rhodophyta
representado pelas algas vermelhas. Ocorrem em todas as latitudes, sendo mais
abundantes na regido equatorial. Predominam nas regides entremarés, podendo também
ser encontradas em profundidades de aproximadamente 200 m (LEE, 1989). Séo
comuns ao longo da costa brasileira, sendo mais abundantes e diversificadas na costa
nordeste do pais (SAITO; OLIVEIRA, 1990).

Essas algas de coloracdo vermelha, além da clorofila a, possuem outros pigmentos
na sua constituicdo. A clorofila d, tipica deste grupo, além das ficobiliproteinas. Essas
ultimas séo de trés tipos: a ficoeretrina, a ficocianina e a aloficocianina. A ficoeretrina,
pigmento fotossintetizante acessério encontrado no interior dos cloroplastos, é o
responsavel pela coloracdo vermelha dessas algas. J& a ficocianina e a aloficocianina
sdo pigmentos encontrados em menor quantidade (RAVEN; EVERT; EICHHORN,
2007). A maior parte das espécies esta distribuida nos oceanos, sendo comuns em locais
protegidos de batimentos de ondulacGes. Essas algas sdo pouco resistentes a exposi¢do
ao ar e possuem elevada variacdo nas condi¢cbes ambientais relacionada a salinidade,
temperatura e circulacdo de agua. Podem se encontrar presas a rochas, substratos
calcéarios, paredes oceénicas ou ainda sobre conchas de moluscos ou outras algas (VAN
DEN HOEK et al., 1989).

1.2  Caracteristicas quimicas e estruturais de polissacarideos sulfatados de algas

Nas Ultimas décadas, grande importancia econdmica foi atribuida as macroalgas
marinhas devido aos seus compostos presentes na matriz extracelular (MEC). Estes

compostos compreendem alginatos e galactanas. Alginatos sdo polimeros constituidos
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de monossacarideos acidos, incluindo &cido galurénico e manurdnico de consisténcia
viscosa. As galactanas também sdo componentes produzidos e constituidos de
polissacarideos. Esses polissacarideos sdo sulfatados contendo predominantemente o
monossacarideo galactose (PERCIVAL; McDOWELL, 1967). As algas vermelhas
também sdo fontes ricas de polissacarideos sulfatados que possuem diversas finalidades
comerciais. Do ponto de vista econdmico, as algas pertencentes a divisdo Rhodophyta,
sdo as mais exploradas uma vez que sintetizam uma grande variedade desses agucares
sulfatados como componentes de matriz extracelular (DE RUITER & RUDOLPH, 1997).
Sdo utilizados nos diversos setores industriais, como na producdo de meios de cultura
na area da pesquisa, producdo de cosméticos e medicamentos e na fabricacdo de
produtos. (TRIUS & SEBRANEK 1996; RASMUSSEM & MORRISSEY, 2007).

Polissacarideos sulfatados sdo macromoléculas encontradas em grandes
concentracdes na MEC das algas marinhas. Esses compostos apresentam diversas
formas bioquimicas, como fucoidanas, arabino-galactanas e galactanas. Esta Gltima é a
forma prevalente nas algas vermelhas (BERTEAU & MULLOY, 2003; PERCIVAL &
McDOWELL, 1967), porém outros polissacarideoss sulfatadoss podem ser encontrados
nas algas vermelhas como as xilomananas (CARDOSO, 2007). Nas algas pardas
(Phaeophyta) séo prevalentes as fuicodanas e nas algas verdes as arabino-galactanas e
raminoses. Dentre suas fungdes biolégicas na MEC estdo protecdo contra desidratacdo
solar, devido a presenca de cargas negativas com propriedades de solvatacao e protecédo
mecanica, como flexibilidade e rigidez, conferidas a esses seres, favorecendo a
sobrevivéncia no ambiente marinho (KLOAREG & QUATRANO, 1998). As galactanas
sulfatadas encontradas nas algas vermelhas sdo formadas de galactoses, ou compostos
derivados, dispostas em uma cadeia linear contendo unidades repetitivas de
dissacarideos formadas por B-galactose (unidade A) ligada através dos carbonos C-1 ao
C-3 de uma a-galactose (unidade B). As unidades dissacaridicas, por sua vez, sdo
unidas através dos carbonos C-1 e C-4. A unidade A dessas galactanas sempre se
apresenta na configuracdo enantiomérica D-, enquanto a unidade B pode se apresentar
na configuracdo enantiomérica D-, sendo uma carragenana, como na L-, sendo uma
agarana (USQV, 1984; PAINTER, 1983; MARINHO-SORIANO & BOURRET 2005).
A Figura 1 mostra a estrutura quimica de uma carragenana. Estudos estruturais mais
detalhados demonstram um terceiro grupo de galactanas, os hibridos D/L, em que as
unidades B apresentam configura ¢do D- e L- na mesma molécula (STORZ &

CEREZO, 2000). Varios outros aspectos quanto a estrutura e o metabolismo de
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polissacarideos de algas podem ser encontrados em revisdes especificas (PERCIVAL,;
MCDOWELL, 1967).
Figura 1: Representagdo de uma galactana sulfatada de alga vermelha com suas duas

unidades monossacaridicas A e B com configuracdes enantiomeéricas D (carregenana).
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Fonte: DELATTRE; FENORADOSOA; MICHAUD, 2011.

Estudos mostram ainda que a estrutura e a composicdo quimica dos
polissacarideos sulfatados de algas marinhas variam entre espécies (DIETRICH et al.,
1995), localidade e época do ano de coleta das algas, além da metodologia de extracao
utilizada (PERCIVAL; MCDOWELL, 1967), podendo cada molécula assumir
conformacao estrutural prépria o que influi em suas atividades bioldgicas. A Gracilaria
cornea, assim como algas marinhas vermelha da ordem Gracilariales, representam as
principais fontes de agaranas. Essa espécie de alga apresenta um &gar rico em 3,6-
anidrogalactose, galactoses metiladas, glucose, xilose e grupos sulfatados e sdo
compostos que apresentam uma variacdo de massa molecular bem diversificada (MELO
et al., 2002). Logo, a compreensdo acerca das caracteristicas quimicas e estruturais
dessas substancias é importante, uma vez que ha relagdes entre as atividades bioldgicas
e 0s padrdes estruturais desses compostos complexos e heterogéneos (FARIAS et al.,
2000; MOURAO & PEREIRA, 1999). Para o estudo dos efeitos biolgicos dos
polissacarideos de algas, modelos experimentais com animais tém sido ferramentas
importantes para averiguar os efeitos de diferentes polissacarideos no desenvolvimento
de novas drogas para 0 homem (MOURAO; PEREIRA, 1999; FONSECA et al., 2008).
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Estudos mostram ainda que a estrutura e a composicdo quimica dos
polissacarideos sulfatados de algas marinhas variam entre espécies (DIETRICH et al.,
1995), localidade e época do ano de coleta das algas, além da metodologia de extracao
utilizada (PERCIVAL; MCDOWELL, 1967), podendo cada molécula assumir
conformacao estrutural propria o que influi em suas atividades bioldgicas. A Gracilaria
cornea, assim como algas marinhas vermelha da ordem Gracilariales, representam as
principais fontes de agaranas. Essa espécie de alga apresenta um &gar rico em 3,6-
anidrogalactose, galactoses metiladas, glucose, xilose e grupos sulfatados e sdo
compostos que apresentam uma variacdo de massa molecular bem diversificada (MELO
et al., 2002). Logo, a compreensao acerca das caracteristicas quimicas e estruturais
dessas substancias é importante, uma vez que ha relacdes entre as atividades bioldgicas
e 0s padrdes estruturais desses compostos complexos e heterogéneos (FARIAS et al.,
2000; MOURAO & PEREIRA, 1999). Para o estudo dos efeitos biologicos dos
polissacarideos de algas, modelos experimentais com animais tém sido ferramentas
importantes para averiguar os efeitos de diferentes polissacarideos no desenvolvimento
de novas drogas para 0 homem (MOURAO; PEREIRA, 1999; FONSECA et al., 2008).

1.3 Atividades bioldgicas dos polissacarideos sulfatados

Polissacarideos de algas marinhas apresentam diversas atividades bioldgicas, tais
como antitumoral (LINS et al., 2009; WANG et al., 2004; ZHOU et al., 2004),
anticoagulante (FARIAS et al., 2000; MATSUBARA et al., 2001; RODRIGUES et al.,
2010; RODRIGUES et al., 2009, antiviral (HAYASHI; HAYASHI; KOJIMA, 1996;
TALARICO et al., 2005), imunomodulatéria (ZVYAGINTSEVA et al., 2000),
antitrombdtica (QUEIROZ et al., 2010), anti-inflamatdria e antinociceptiva (ASSREUY
et al., 2008; COURA et al., 2012).Dentre as atividades bioldgicas mais estudadas dos
polissacarideos sulfatados, destacam-se as atividades anticoagulante e antitrombdtica.
Seus efeitos sobre a coagulagdo sanguinea ndo ocorrem meramente como uma funcao
de densidade de cargas, mas tambem de composi¢cdo monossacaridica, posi¢do do
radical sulfato, dos sitios de sulfatagdo e, principalmente, da ocorréncia de unidades
dessulfatadas (FARIAS et al., 2000; FONSECA et al., 2008; MOURAO, 2004). Neste

contexto, diferentes mecanismos anticoagulantes tém sido propostos para 0s
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polissacarideos sulfatados de algas marinhas, buscando-se assim relaciona-los aos da
heparina (QUEIROZ, 2010).

Com relagdo aos polissacarideos das algas vermelhas, as galactanas, hd muitos
resultados na literatura que mostram uma série de atividades farmacoldgicas desses
compostos. Huheihel et al. (2002) estudaram as atividades antivirais de polissacarideos
extraidos da microalga vermelha Porphiridium sp contra o virus da herpes, HSV-1 e
HSV-2. Zhou et al. (2004) estudaram a atividade antitumoral de galactanas de
Chondrus ocellatus e relacionaram este efeito com a massa molecular dos compostos.
Os polissacarideos de menor tamanho possuiam efeito antitumoral mais acentuado.
Galactanas originarias da alga vermelha Bostrychia montagnei e Porphyra columbina
demonstraram atividade antiproliferativa em linhagem tumoral de celulas de colo
uterino (STEVAN et al., 2001). Estudos realizados com polissacarideos sulfatados
(carregenanas) de trés tipos de algas mostraram atividade antimalarica, inibindo o
crescimento do Plasmodium falciparum em experimentos in vitro (ADAMS et al.,
2005). Zvyagintseva et al. (2000) demonstraram atividades imunomodulatorias de
polissacarideoss sulfatados sobre o sistema complemento, inibindo a acdo de proteinas
desse sistema. Foram demonstradas as atividades antinociceptiva e antiinflamatéria em
camundongos dos polissacarideos sulfatados totais de Gracilaria cornea (COURA et
al., 2012). Em sintese, os agUcares derivados de algas tém atraido grande interesse por
possuirem uma gama de atividades bioldgicas. Polissacarideos sulfatados tém uma
variedade de utilidades ndo s6 nos diversos setores industriais, mas sdo objetos de
diversos estudos e vém cada vez mais demonstrando uma gama de atividades

bioldgicas.

1.4 Alteracdes celulares envolvidas na insuficiéncia renal aguda

Alguns fatores estdo envolvidos no desenvolvimento de insuficiéncia renal aguda
em resposta a danos causados por determinados compostos que podem promover lesdes
especificas a nivel celular. O rim, ap6s sofrer uma les&o inicial, desenvolve respostas
moleculares que podem levar a célula a apresentar diferentes processos. Quatro tipos de
processos sdo considerados na IRA: a necrose, a apoptose, a divisdo celular ou
comportamento indiferente ao estresse (VIERIA, 2001). Em células renais a morte
celular por necrose resulta de efeitos combinados de vérias vias bioquimicas, como a

deplecdo severa de reservas de energia celular (ATP), aumento do calcio citosélico
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livre, geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROS) e a ativacdo de varias enzimas,
como fosfolipases, proteases e endonucleases (BOUJRAD et al., 2007). A apoptose
também pode ser desencadeada por diversos fatores, entre eles, a ligacdo de moléculas
aos receptores de membrana, agentes quimioterdpicos, radiacdo ionizante, danos no
DNA, choque térmico, deficiéncia de fatores de crescimento, baixa quantidade de
nutrientes e niveis aumentados de espécies reativas do oxigénio (HENGARTNER,
2000).

A morte celular, definida como perda irreversivel da estrutura e fungdes vitais da
célula, ocorre por dois processos morfologicamente distintos: necrose e apoptose. A
necrose se caracteriza pela perda da integridade da membrana plasmaética e sua
permeabilidade. Diferentes insultos podem levar a perda abrupta da integridade da
membrana plasmatica (citolise) e a alteracéo de seus gradientes eletroquimicos. Ainda, a
liberacdo dos constituintes intracelulares para o meio extracelular estimula a resposta
inflamato6ria e ampliam a leséo tecidual. O fenémeno de morte celular por necrose é
facilmente reconhecido nos espécimes de biopsia porque os restos celulares
permanecem por longo periodo antes de serem removidos pelas células inflamatdrias
(PATEL, 2000).

Ja a apoptose € um processo ativo cuja marca registrada é a autodigestdo
controlada dos constituintes celulares, devida a ativacdo de proteases enddgenas. A
ativacdo dessas proteases compromete a integridade do citoesqueleto, provocando
verdadeiro colapso da estrutura celular. Em resposta a contracdo do volume
citoplasmatico, a membrana celular forma bolhas e altera o posicionamento de seus
lipidios constituintes. A distribuicdo de fosfatidilserina, um desses lipideos, se faz
primariamente no folheto interno da membrana plasmatica. Durante o processo de
apoptose a mesma se expde no folheto externo da membrana. Este novo posicionamento
serve como sinalizador para que células fagociticas teciduais englobem os fragmentos
celulares e completem o processo de degradacdo. Durante a apoptose também ocorrem
alteracOes caracteristicas no nucleo celular gracas a ativagdo de endonucleases que
degradam o DNA. Como resultado, o ndcleo torna-se picnoético e a cromatina se
condensa nas porgdes adjacentes @ membrana nuclear. Finalmente, o nucleo entra em
colapso e se fragmenta. Simultaneamente, as bolhas que se formam no citoplasma
separam a célula em fragmentos circundados por membrana, contendo partes do ndcleo
e organelas intactas (corpos apoptoticos). Os restos celulares sdo fagocitados pelos

macrofagos teciduais ou células adjacentes (THOMPSON, 1999).



29

Um dos aspectos que distingue a apoptose da necrose €, nessa, a preservacao da
integridade da membrana plasmaética que evita a liberagdo dos constituintes celulares para
0 meio extracelular e, consequentemente, a quimiotaxia e a ativacdo de células
fagociticas. Em condicdes patoldgicas, o grande nimero de células que sofre apoptose
pode suplantar a capacidade fagocitaria de um determinado tecido. Nessas circunstancias,
0s corpos apoptéticos ndo-fagocitados sofrem processo secundario de necrose, com
resposta inflamatéria (PATEL & GORES, 1998). Tendo em vista os eventos envolvidos
no processo de injuria renal e diante da importancia clinica desta patologia, neste trabalho
estudaremos a nefrotoxicidade da alga sobre o sistema de perfusdo renal e células

tubulares renais, podendo contribuir para esclarecer os mecanismos fisiopatolégicos.
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2 JUSTIFICATICA

Atualmente estudos com algas marinhas vém demonstrando atividades bioldgicas
pertencentes a estes compostos nas mais diversas areas da pesquisa. A ampliacdo do
conhecimento sobre as acOes das algas e suas fragcbes em diversas linhagens celulares
objetiva elucidar mecanismos fisiopatoldgicos, assim como buscar ferramentas
biologicamente ativas (LINS et al., 2009; WANG et al., 2004; ZHOU et al., 2004). Até
0 presente momento sdo desconhecidos os efeitos do extrato bruto e qualquer fragéo
obtida de algas marinhas no sistema renal. Uma vez que a espécie de alga Gracilaria
cornea é bastante prevalente no litoral cearense e sdo enormemente consumidas na
industria alimenticia, é relevante estudar os efeitos dos polissacarideos sulfatados da
referida espécie de alga no sistema renal, uma vez que estes compostos representam
uma parcela elevada desses seres marinhos.

A utilizacdo de modelos experimentais para investigar os efeitos renais causados
por substancias tem mostrado alteragbes renais importantes (DA SILVA; LOPEZ;
GODOQY, 1979; REZENDE et al., 1989; CHAVES et al., 1989). A elucidacdo dos
mecanismos de acdo envolvidos nas alteracdes de funcdo renal é de muita relevancia,
ndo so para descoberta de mediadores quimicos relacionados a mecanismos fisioldgicos,
mas também para buscar a descoberta de substancias com valor terapéutico, uma vez
que produtos naturais marinhos representam verdadeiras fontes de substancias com
efeitos farmacoldgicos, como ja demonstrados por varios pesquisadores. O estudo que
avalia a atividade dos polissacarideos sulfatados totais da alga Gracilaria cornea no
sistema de perfusdo renal e em culturas de células renais representa um trabalho inédito
que fornecerd dados para o uso destas moléculas como ferramentas farmacoldgicas,

além de buscar conhecimentos relacionados a nefrotoxicidade renal.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral
Avaliar os efeitos dos polissacarideos sulfatados totais (PSTs) da alga marinha
Gracilaria cornea sobre a funcéo renal e em células tubulares renais, com o propdsito

de buscar conhecimentos acerca da nefrotoxicidade renal.

3.2 Especificos
= Avaliar o rendimento dos PSTs de G. cornea obtido por digestdo enzimatica;

= Auvaliar os efeitos dos PSTs sobre alguns parametros renais, como pressao de
perfusdo, resisténcia vascular renal, fluxo urinario, ritmo de filtracdo glomerular,

transporte de eletrdlitos e clearence osmético;
= Avaliar as alterages histologicas renais produzidas por PSTSs;
= Auvaliar os efeitos dos PSTs sobre a viabilidade das células tubulares renais;

= Auvaliar o potencial apoptético e/ou necrético dos PSTs sobre células tubulares

renais;
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4 MATERIAS E METODOS

4.1.  Alga marinha

Os PSTs da espécie de alga marinha vermelha Gracilaria cornea foram gentilmente
cedidos pela professora Dra Norma Maria Barros Benevides, coordenadora do
Laboratorio de Carboidratos e Lectinas (CarboLec) do Departamento de Bioquimica e
Biologia Molecular da Universidade Federal do Ceard (UFC). A Gracilaria cornea foi
classificada de acordo com o website www.algaebase.org e REVIERS, onde amostras
(n ° de exsicata 34739) foram depositadas no Herbario Prisco Bezerra no Departamento

de Ciéncias Biologicas da UFC.

Tabela 1: Classificacdo sistematica, segundo website algaebase e REVIERS.

Classificacdo Filogenética
Reino Plantae
Subreino Biliphyta
Filo Rhodophyta
Subfilo Eurhodophytina
Classe Florideophyceae
Subclasse Rhodymeniophycidae
Ordem Gracilariales
Familia Gracilariaceae
Género Gracilaria
Espécie Gracilaria cornea

Espécimes de Gracilaria cornea (figura 2) foram coletadas na Praia cearense de
Flecheiras, Municipio de Trairi-CE. Posteriormente foram conduzidas em caixas
isotérmicas e estocadas (-20 °C) no Laboratorio de Carboidratos e Lectinas de Algas
Marinhas (CarboLec) do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da
Universidade Federal do Ceara. No laboratorio, as algas foram limpas para a retirada de
epifitas e/ou organismos incrustantes, lavadas com agua destilada, secas a temperatura

ambiente (25 °C) e armazenadas para posterior uso.


http://www.algaebase.org/
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Figura 2: Alga da espécie Gracilaria cornea.

Fonte: http://taibif.org.tw/nbrpp/algae.php?select=Gracilaria+arcuata

4.1.1 Extracdo de polissacarideos sulfatados totais

Agar €é considerado uma mistura complexa de polissacarideos obtidos de algas
vermelhas conhecidas como agarophytes (MARINHO-SORIANO, 2001). O produto
quimico do agar da Gracilaria cornea foi previamente caracterizado na FTIR e analise
espectroscopica RMN. Os componentes estruturais dos polissacarideos sao
principalmente 3,6-anidro-a-L-galactoses (3,6 AG). Foram também detectados
componentes secundarios tais como a 6-O-metil-galactose, glicose, xilose e grupos
sulfatos (MELO et al., 2002).

Para a extragdo dos Polissacarideos Sulfatados Totais (PSTs) foi utilizado
protocolo com algumas modificagbes, como descrito abaixo (Farias et al.; 2000).
Aproximadamente 5 g da alga foi desidratada e macerada com nitrogénio liquido com a
finalidade de aumentar a area superficial de contato com o tampédo de extracdo. Esse
material foi submetido a digestdo com uma mistura de 250 mL de tampéo acetato de
sodio (tampéo AcNa) 0,1 M (pH 6,0) contendo cisteina e EDTA (5 mM) e 1020 mg de
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papaina bruta em banho-maria a 60 °C por 6 h. Em seguida, o material foi filtrado em
tela de nailon. Ao residuo foi adicionado 140 mL de &gua destilada e filtrado
novamente. Os filtrados foram reunidos, centrifugados (6.000 x g; 4 °C; 20 min.) e ao
sobrenadante adicionados 17 mL de uma solucéo cloreto de cetilpiridinio (CCP) a 10%
por 2 h em temperatura ambiente para precipitacdo dos polissacarideos. Logo apos a
precipitacdo, a mistura foi centrifugada (6.000 x g; 4 °C; 20 min.), sendo o sobrenadante
descartado. O precipitado obtido foi lavado com 600 mL de CCP a 0,05% e
centrifugado nas mesmas condi¢des e posteriormente dissolvido em 150 mL de solucéo
NaCl 2 M: etanol comercial (100:15; v/v). Logo apos a dissolucdo, os PS foram
novamente precipitados seguido da adicdo de 300 mL de etanol comercial a 4 °C por 24
h. Apds esse periodo de precipitacdo, o material foi centrifugado e lavado com 300 mL
de etanol comercial a 80% (2 x) e uma vez com etanol comercial (300 mL). Ao final do
processo, 0 material foi dialisado repetidamente contra dgua destilada e liofilizado para
obtencédo dos PSTs. A caracterizacdo quimica dos PSTs foi realizada conforme Coura et
al. (2012). Foi realizada a determinagéo de carboidratos totais, do teor de sulfato e de

proteinas.

4.4  Animais de experimentacao

Foram utilizados ratos Wistar, machos, com massa corporea variando entre 250 e
300g, obtidos do Biotério Central do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da
Universidade Federal do Ceard. Os animais foram acondicionados em caixas de
polipropileno, climatizados entre 22 + 0,5°C, luminosidade (12 horas de ciclo
claro/escuro), umidade e circulacdo de ar controlados e recebendo racdo padréo
(Biotec®) e agua “ad libitum”. Os mesmos foram mantidos em jejum de 8 a 12 horas

antes dos experimentos de perfusdo renal, com agua “ad libitum”.
45  Sistema de perfusédo de rim isolado
4.3.1 Sistema de perfusdo utilizado

O sistema consiste na perfusdo de rim isolado com recirculagdo (FONTELES et
al., 1983) com dois subsistemas, um in situ e outro em circuito fechado, para perfusao
in vitro, mantidos ambos a mesma temperatura de 37 °C. Este sistema apresenta como

vantagem a manutencdo constante de parametros funcionais renais com utilizagdo de
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albumina na solucéo perfusora, em menor volume, mantendo constantes as substancias
dialisdveis com oxigenagdo adaptada ao préoprio sistema, como mostra a figura 3 que
representa o esquema demonstrativo do sistema.

Figura 3: Desenho esquematico do sistema de perfusdo de rim isolado.
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Fonte: LAFAVET-UFC

4.3.2 Calibracéo do sistema

Antes de cada experimento, o sistema foi calibrado utilizando salina, avaliando
em cada uma das velocidades das bombas a pressao de perfusdo (PP) em mmHg, o
fluxo urinario (L/h) e o volume de urina coletado em um minuto (mL/min). Os
resultados estdo demonstrados nas figuras 4, 5 e 6.
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Figura 4: Valores de pressdo de perfusdo (PP) registrados durante a calibragdo do

sistema (n=6)

PP (mmHg)

100 +

80 -

60 +

40 1

20 4

-20 -

Bomba

Figura 5: Valores registrados pelo Fluxdmetro (L/h) durante a calibragdo do sistema
(n=6)
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Figura 6: Valores de volume urinario (mL/min) registrados durante a calibracéo do
sistema (n = 6)
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4.3.3 Solucéo perfusora

A solugdo perfusora utilizada foi Krebs-Henseleit na quantidade de 100 mL. A
solugdo contém albumina a 6% dialisada por 48 horas antes do experimento para retirar
varias substdncias contaminantes como citrato, piruvato, lactato (HANSON &
BALLARD, 1968).

4.3.4 Técnicacirurgica

Os animais foram anestesiados com pentobarbital sédico na dose de 50 mg/Kg de
peso corporal. Inicialmente a veia femural foi isolada e o manitol (100 mgq)
administrado, a fim de facilitar a canulacdo posterior do ureter. Apds assepsia da parede
abdominal, procedeu-se uma incisdo mediana e duas incisdes perpendiculares a linha
alba, para uma melhor observagdo das estruturas anatbmicas. Rebateram-se as visceras
abdominais para o lado esquerdo, a fim de facilitar a visualizacdo do rim direito e
estruturas circunvizinhas (figura 7).
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Figura 7: Procedimento cirdrgico para retirada de rim isolado de rato. A: isolamento da
veia femural para injecdo de manitol; B: isolamento e fixacdo da canula ao ureter; C:
isolamento das artérias mesentérica e renal; D: canula fixada a artéria renal.

D

Fonte: LAFAVET-UFC

Com uma lupa (7X) a artéria mesentérica superior foi identificada e dissecada, bem
como o ureter e a glandula supra-renal. O rim direito foi descapsulado e a glandula
supra-renal isolada. Injetou-se mais 100 mg de manitol pela veia femural. A canula
arterial renal foi introduzida na artéria mesentérica superior ate a artéria renal, onde foi
feita a fixacdo da canula. No inicio do procedimento cirurgico uma parte da solugéo
perfusora (40 mL) foi desviada para o sistema de perfusdo in situ, j& oxigenada, para
perfundir o rim ainda in vivo evitando qualquer isquemia do orgédo. Finalmente o rim foi
transportado para o sistema de perfusdo in vitro, sem interrupcao do fluxo.
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4.3.5 Protocolo experimental

Os experimentos foram iniciados ap6s a estabilizacdo e adaptacdo do 6rgdo as
novas condi¢des. Os polissacarideos sulfatados totais (PSTs) da alga Gracilaria cornea
nas concentragdes de lug/mL, 3ug/mL e 4,5ug/mL (Img, 3mg ¢ 4,5mg em 100mL)
foram administrados no sistema de perfusdo de rim isolado 30 minutos ap6s o inicio dos
experimentos. Os 30 minutos iniciais de cada experimento foram considerados como
controle interno para andlises estatisticas com o0s outros tempos de perfusdo. A cada
cinco minutos foram registrados a pressdo de perfusdo e o fluxo de perfuséo em
manoémetro e fluxdmetro, respectivamente, em um periodo total de 120 minutos de
experimento. As amostras de urina e perfusato foram coletadas a cada dez minutos e
depois congeladas a —20 °C para posterior dosagem de sédio, potassio, cloreto, inulina e
osmolaridade, importantes na determinacdo dos pardmetros de fungdo renal.

O grupo controle externo, aquele que os rins foram perfundidos somente com a
solucdo de Krebs-Heinseleit, mostra a manutencao normal de todos os parametros renais
estudados durante os 120 minutos de perfusdo, demonstrando a viabilidade dos rins
perfundidos, onde estes Orgdos sdo capazes de se manter em o&timas condicBes

fisioldgicas durante os experimentos.

4.3.6 Analises bioquimicas

Nas amostras de urina e perfusato foram realizadas dosagens de sodio, potassio e
cloreto pelo método do ion eletrodo seletivo (RapidChem &44 - Bayer® diagndstica). A
inulina do perfusato e urina foram determinadas por hidrolise direta, conforme Walser
et al. (1955) e Fonteles et al. (1983), com modificagdes que reduziram as quantidades
de amostras e reagentes utilizados. As osmolaridades das amostras de urina e perfusato
foram medidas utilizando um osmémetro (Osmometro de Pressdo a Vapor - modelo
WESCORR 5520). Essas analises foram realizadas no Laboratério de Farmacologia de
Venenos e Toxinas (LAFAVET) do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da
Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceara.

4.3.7 Calculos de parametros funcionais renais

As seguintes férmulas apresentadas na tabela 2 foram utilizadas para
determinacdo de parametros funcionais renais (MARTINEZ-MALDONADO et al.,
1978; FONTELES, 1983).
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Tabela 2: Formulas utilizadas para determinacéo dos parametros renais.

1. FU (mL.g%. min) = Fluxo urinario

FU = (Peso do volume urinario / Peso do rim esquerdo) x 10 (admitiu-se que a urina
possui a mesma densidade da agua)

2 PP (mmHg) = Presséo de perfuséo

Leitura em mandmetro.

3. RFG (mL.g*t.min) = Ritmo de filtracao glomerular

RFG = (DOU in/ DOP in x FU) sendo DOU in = densidade 6tica da inulina na urina e
DOP in = densidade 6tica da inulina no perfusato

4.FPR (mL.g.min?) = Fluxo de perfusao renal
Registrado a cada 10 min/peso do rim/ intervalo de tempo)

5. RVR (mmHg/mL.g-t.min"t) = Resisténcia vascular renal

RVR = PP (mmHg) / FPR

6. FNa*= (mEq.g~. min't) = Sédio filtrado

FNa*=RFG x PNa* (PNa* = Concentracao de sédio no perfusato)

7. ENa*= (mEq.gt. min') = Sédio excretado

ENa* = FU x UNa™ (UNa* = Concentracao de s6dio na urina)

8. TNa*= (mEq.gt. min) = Sédio transportado

TNa* = FNa* - ENa*
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9. %TNa* = Percentual de sddio transportado

%TNa* = TNa* x 100 / FNa™*

10.Cosm (mL.gt.min"t) = Clearance osmético

[Uosm / Posm] x FU (onde Uosm = Osmolaridade urinaria e Posm = Osmolaridade do

perfusato)

11. FK* (mEq.g*. min) = Potassio filtrado

FK* = RFG x PK* (PK* = concentracdo de potassio no perfusato)

12. EK* (mEq.gt. mint) = Potéssio excretado

EK™ = FU x UK* (UK™ = Concentracéo de potassio na urina)

13. TK* (mEq.g*. min't) = Potassio transportado

TK" = FK* x EK*

14. %TK* (mEq.g. mint) = Percentual de potassio transportado

%TK" = TK* x 100 / FK*

15. TCI- (mEq.g. min't) = Cloreto transportado
TCI- =FCl~ xECl~

16. % TCI- (mEq.g%. mint) = Percentual de cloreto transportado

% TClI-=TCl~x100/F TCI -
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4.3.8 Estudo histoldgico

Ao final de cada experimento foi realizado um corte longitudinal para coleta de
fragmentos do rim perfundido (direito) e daquele ndo perfundido (esquerdo) e ambos
foram colocados em formol a 10% para posterior andlise histolégica. Os fragmentos
obtidos foram submetidos a desidratacdo e diafanizacéo, e em seguida cortados, em uma
espessura de 5 mm. Foram realizadas coloragcdes de hematoxilina-eosina (HE) e as
laminas analisadas através de um microscopio éptico (NIKON). Também foi realizado o
estudo histologico nos rins perfundidos somente com solucdo de Krebs-Henseleit
modificada e nos rins esquerdos, isolados dos ratos, que ndo sofreram perfusdo, sendo
estes os grupos controles. Esta analise foi realizada em colaboracédo com o Professor Dr
Claudio Gleidiston Lima da Silva do Laboratorio de Patologia Experimental da
Universidade Federal do Cariri (LAPEX).

4.4 Avaliacdo da atividade sobre células renais isoladas
4.4.1 Cultivo e tratamento das células MDCK

A linhagem de células MDCK (Madin-Darby Canine Kidney), células tubulares
renais foi obtida inicialmente do Laboratério de Bioquimica do Instituto de Quimica da
Universidade de Sdo Paulo (USP) e cultivadas no Laboratorio de Cultivo Celular
(LCC), coordenado pela Professora Dra. Alice Maria Costa Martins da UFC.

As células tubulares renais MDCK foram cultivadas em garrafas de plastico ou
placas de microcultura, em meio MEM (meio essencial minimo), suplementado com
10% v/v de Soro Bovino Fetal (SBF), penicilina (100U/mL) e estreptomicina
(100pg/mL)._As células foram incubadas a 37°C, em atmosfera com 95% de umidade e
5% de CO». O crescimento celular foi observado em microscopia de inversao a cada 24
horas (FRESHENY, 2000; BUTLER & DAWSON, 1992). Esta linhagem de células é
aderente, formando uma monocamada sobre a superficie da garrafa de cultivo. Apds
confluéncia, onde toda superficie de cultivo foi preenchida, as células foram deslocadas
utilizando tripsina EDTA (0,05-0,02%), e a suspensd@o celular foi redistribuida para
outras  garrafas de  cultivo para  expansdo da  cultura  celular.

Antes de cada experimento as células foram armazenadas em meio sem SBF por
24 horas para a obtencdo de células na fase GO do ciclo celular. Para cada experimento
foi removido o0 meio da cultura e as células incubadas em estufa de CO2 com tripsina-
EDTA (0,25/0,02% v/v) a 37°C por aproximadamente 10 minutos. A tripsina foi

inativada adicionando o mesmo volume de meio com SBF. A suspensdo foi entdo
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centrifugada a 200 g por 10 minutos a 4000 rpm (MARTINS et al. 2005; CHAIM,
2005). O sobrenadante foi descartado e as células resuspensas em meio de cultura. As
células foram quantificadas em camara de Neubauer e subcultivadas (1-2 x 10°
células/mL) permitindo o crescimento confluente por 24h. Decorridos 24 horas do
plagueamento, as células foram incubadas na presenca de diferentes concentracdes dos
polissacarideos de Gracilaria cornea por 24 horas. As placas foram avaliadas com 24
horas de cultivo em microscopio invertido. Para o grupo controle foi considerado os
pocos contendo células MDCK incubadas unicamente com PBS, o veiculo de diluicdo
das substancias testadas. As aliquotas de células para estoque foram mantidas em meio
MEM acrescido de SBF a 50% e DMSO a 10%, congeladas primeiramente a -70°C e
mantidas em nitrogénio liquido (FRESHENEY, 2000).

4.4.2 Testes de viabilidade celular
4.4.2.1 Ensaio com MTT

Este ensaio consiste em uma andlise colorimétrica que mede a citotoxicidade de
forma indireta. O 3-(4,5-dimetilazil-2-il)-2,5 difenil tetraz6lico (MTT) é um sal
tetrazdlico soltvel em agua, o qual é convertido em cristais de formazan de cor purpura,
insoliveis em 4&gua, apds clivagem do anel de tetrazdlico por desidrogenases
mitocondriais citoplasméticas, bem como outras enzimas lisossomais. O MTT é
reduzido em formazan, um sal insolivel de cor violacea pelos subprodutos das
desidrogenases celulares em NADH e NADPH. Os cristais de formazan sdo
solubilizados, formando um produto colorido cuja medi¢do da densidade Optica é feita
em espectrofotdmetro a 570 nm de absorbancia. A intensidade do produto colorido
formado € diretamente proporcional ao nimero de células vidveis presentes na amostra,
confirmando a capacidade redutora do sistema sobre 0 MTT (MOSMANN, 1983;
HEINRICH et al., 2005).

4.4.2.2 Protocolo experimental

As células MDCK foram plaqueadas em placas de 96 pocos em uma densidade de
0,1 x10° células e tratadas com os polissacarideos sulfatados totais (PSTs) da alga
Gracilaria cornea (200; 100; 50; 25; 12,5; 6,25 e 3,12 ug/mL) por 24, 48 e 72 horas.
Apbs o tratamento das células, as placas foram centrifugadas a 1500 rpm por 15
minutos e 100uL do sobrenadante da cultura foi descartado. Foi entdo, adicionado
500ug/mL_do MTT (Sigma) dissolvido em PBS. Apds incubacgéo por 4 horas a 37°C em
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estufa com 5% de COy, a placa foi novamente centrifugada (3000 rpm por 10 minutos),
o0 sobrenadante foi removido e entdo adicionado dodecil sulfato de sddio (SDS) a 10%
dissolvido em HCI 0,01N para solubilizar os cristais de formazan formados. Apos 17
horas mantidas na estufa a 37°C com 5% de CO. foi realizada a leitura em
espectrofotdbmetro de placas Elisa com comprimento de onda de 570 nm. Os ensaios
foram realizados em triplicata (MOSMANN, 1983). A porcentagem de viabilidade dos
grupos tratados foi calculada pela comparacdo da absorbancia dos grupos testes em
relacdo ao grupo controle, sendo considerada como 100% a viabilidade média do grupo
controle (MOSMANN, 1983)

4.4.3 Avaliagéo do tipo de morte celular

A avaliagéo do tipo de morte celular induzida pelos PSTs da alga foi realizada pela
determinacédo de caracteristicas celulares indicativas de morte por apoptose ou necrose.
A apoptose pode ser estimada através de ensaios que avaliam a integridade da
membrana, determinacdo da fragmentacdo do DNA e deteccdo da externalizacdo de
fosfatidilserina

A citometria de fluxo é uma metodologia usada para o estudo dos eventos
celulares, pois uma das caracteristicas deste método é a manutencdo das condicdes
vitais da célula ap6s sua manipulacdo, permitindo realizar investigagdes mais
aprofundadas do comportamento bioldgico e avaliagdo funcional da populacdo de
células em estudo. No citdbmetro as células sdo individualmente conduzidas em canal de
corrente fluida que, ao interceptarem o feixe de luz geralmente proveniente de um laser,
causam sua dispersdo em varias dire¢cdes, dependendo do tamanho, da estrutura interna,
das caracteristicas topogréaficas e de densidade Optica de cada célula (MACEY, 1994),
as quais estdo diretamente correlacionadas com a morfologia celular. Neste contexto, o
feixe de luz que passa pela particula com um minimo de desvio esta relacionado com o
tamanho celular (forward light scatter-FSC), enquanto aqueles que captam o desvio
ortogonal aos eixos do fluido celular (side light scatter- SSC) estéo relacionados com a
complexidade celular interna, em particular sua granularidade. Ap6s analise simultanea
desses parametros, graficos de coordenadas X e y sdo gerados (MACHADO-JUNIOR et
al., 2006). Para os ensaios de integridade de membrana, as células, apds tratadas com 0s
PSTs, foram ressuspensas em PBS e entdo incubadas com uma solugédo de iodeto de
propidio (0,1% de citrato de sddio, 0,1% de triton X-100, 2ug/mL de iodeto de

propidio) por 5 minutos a temperatura ambiente e observada a integridade celular.
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A fragmentacdo do DNA foi observada apds tratamento das células de forma
semelhante aos testes de integridade, porém as amostras foram incubadas ao abrigo da
luz por 24 h, a 4°C para esse fim. Para o teste de externalizacdo de fosfatidilserina, foi
adicionada anexina V marcada com FITC e a suspensao foi incubada por 15 minutos a
temperatura ambiente. Ap0Os esse periodo foi adicionado mais tampdo de ligacéo e,
imediatamente antes da leitura no citdmetro de fluxo, foi adicionada solugéo de iodeto
de propidio (2ug/mL em PBS). Apoés esse periodo foi realizada a leitura em citbmetro
de fluxo (DE LIMA, 2005).

4.4.3.1 Deteccdo da externalizacédo de fosfatidilserina e da perda de permeabilidade
de membrana

Neste estudo a determinagdo da externalizagdo da fosfatidilserina pelas células
tratadas com o polissacarideos foi realizada utilizando-se o ensaio de deteccdo da
anexina V com o Kit BD Pharmingen™ Anexina V-FITC. A anexina V tem a
capacidade de se ligar fortemente aos fosfolipideos de membrana plasmaética através de
suas cargas negativas na presenca de ions célcio. Esse marcador pode ser conjugado
com fluorocromos como o FITC, servindo como uma sonda sensivel para analise por
citometria de fluxo das células que expressam a fosfatidilserina na face externa da
membrana plasmatica. A externalizacdo da fosfatidilserina € um evento precoce de
células que entram em apoptose, exercendo sinalizacdo para a fagocitose por
macrofagos e outras células inflamatdrias (DE LIMA, 2005).

Também foi realizada a analise da perda da integridade da membrana pela
incubacdo dos grupos experimentais com iodeto de propideo (IP), um marcador de
DNA impermeédvel a membrana plasmatica integra, marcando, portanto, apenas as
células que apresentam perda de permeabilidade de membrana. Essa alteracdo € uma
importante caracteristica de células necréticas. O corante IP liga-se ao DNA e emite alta
caracteristica fluorescéncia quando excitado pelo laser. As células viaveis apresentam
baixa fluorescéncia podendo distinguir as células em apoptose precoce (Anexina V-
FITC positivas) das células em necrose (IP positivas). As células vidveis também sdo
diferenciadas por serem FITC e IP negativas. No entanto, células em apoptose tardia
coram-se com ambos, FITC e IP, devido ao estdgio final de desintegracdo celular
(BOERSMA et al., 2005).



49

4.4.3.2 Protocolo experimental

As células MDCK foram tratadas com os PSTs na concentracdo de 50 pg/mL. Apos
24 horas do tratamento, o meio de cultura foi transferido para um tubo (5mL) e
centrifugado a 4000 rpm por 10 minutos para coletar células em suspensdo. As células
aderidas & placa foram lavadas com PBS trés vezes e tripinizadas. As células obtidas
foram adicionadas ao sobrenadante coletado e a mistura foi novamente centrifugada por
10 minutos a 4000 rpm. O pellet foi ressuspenso em 500 pL de tampdo para deteccdo de
apoptose e necrose. Foram em seguida retirados 100 pL dessa suspensdo e colocados
em frascos para a citometria. Foi adicionado 5 pL de anexina V-FITC, iodeto de
propideo (IP), e ambos, em cada tubo, os quais ficaram incubados por 15 minutos
protegidos do abrigo da luz. Por fim, foram adicionados 400 pL do tamp&o e os frascos
foram levados para leitura em citdmetro de fluxo (FACS, BD, New Jersey, USA) (DE
LIMA, 2005). As culturas ndo tratadas foram utilizadas como controle negativo. Os
dados foram obtidos por software Cell Quest e os resultados foram analisados utilizando
o software WinMDI.

4.4 Analises estatisticas

Para os experimentos de perfusdo renal, os dados (n=4) foram comparados por
ANOVA seguido do pos-teste de Newman-Keuls e teste t de Student. A significancia do
teste estatistico foi considerada para p<0,05.

Para os protocolos experimentais realizados na cultura de células MDCK, os
dados (n=3) foram comparados por ANOVA seguido do pds-teste de Bonferroni e teste
t de Student. A significancia do teste estatistico foi considerada para p<0,05. Os dados
foram expressos como porcentagem de viabilidade celular versus concentracdo dos

polissacarideos para 0s ensaios de MTT.
4.5 Aspectos éticos

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com
Animais (CEPA) da UFC sob nimero de protocolo 79/08.
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RESULTADOS
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5 RESULTADOS

5.1 Perfusao renal

A administracdo dos polissacarideos sulfatados totais (PSTs) da alga na
concentracdo de lpg/mL no sistema de perfusdo renal em ratos ndo demonstrou
nenhuma alteracdo dos parametros vasculares. A pressdo de perfusdo (PP) méaxima foi
aos 90 minutos de 116.0 + 2,1 mmHg em comparagdo ao controle interno, 113.0 £ 1.3
mmHg (figura 8 e tabela 3), ndo apresentando significancia. Neste mesmo tempo, a
resisténcia vascular renal (RVR) apresentada foi de 6.0 £ 0.3 mmHg/mL/g/min , muito
préxima da do controle interno no tempo de 30 minutos que foi de 6.0 + 0.3
mmHg/mL/g/min. Como se pode observar ainda na figura 9 e tabela 4, ndo ocorreu
qualquer alteracdo na pressao de perfusdo e resisténcia vascular renal nos tempos de 90
e 120 minutos (C30=113.0 £ 1.3; PSTsgo= 116.2 £+ 2.1; PSTs120= 114.1 + 2.9 mmHg;
C30=6.0 + 0.3; PSTsgo= 6.0 + 0.3; PSTs120= 6.0 = 0.3 mmHg/mL/g/min%).

Por outro lado, a administracdo dos PSTs na concentracdo de 3pg/ml no sistema de
perfusdo causou intensas alteracbes nos parametros vasculares. A PP aumentou para
114.0 £ 7.21 e 123.4 £ 10.9 mmHg em comparacdo ao controle, 96.86 £ 1.72 mmHg,
aos 90 e 120 minutos, respectivamente. A RVR também apresentou acréscimos aos 90 e
120 minutos de 4.000 + 0.29 e 5.092 + 0.452 mmHg/mL/g/min, respectivamente em
comparagéo ao controle de C30=3.997 + 0.07 mmHg/mL/g/min™.

Na concentragdo de 4,5ug/ml ocorreram alteragbes ainda mais intensas nos
parametros vasculares. Estes foram imensamente afetados ja a partir dos 60 minutos,
onde se observou aumento significativo da PP (PSTse=191.5 + 30.6 mmHg), resultado
este que so se intensificou aos 90 e 120 minutos (PSTsg= 262.0 + 5.02; PSTs120=274.5
+ 4.01 mmHg). A RVR também apresentou acréscimos considerdveis (Czo= 3.420 *
0.16; PSTseo= 8.887 + 1.08; PSTsgp= 9.000 + 0.15; PSTs120=9.89 + 0.18
mmHg/mL/g/mint).
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Figura 8: Pressdo de Perfusdo (PP) em rim isolado de ratos. Efeitos dos
polissacarideos sulfatados totais da alga Gracilaria cornea na concentragdo de 1,0; 3,0 e
4,5 ug/mL. Os resultados dos experimentos dos grupos perfundidos (n=4) com os PSTs
(n=4) foram expressos em média £+ E.P.M, compilados e distribuidos em quatro
periodos (30, 60, 90 e 120min), comparando com 0S respectivos grupos controles
internos em cada tempo de dosagem, considerando p<0,05. A andlise estatistica foi
realizada pelo teste ANOVA (teste de Newman-Keuls) e teste t de Student,

considerando p<0,05.
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Tabela 3: Efeitos dos polissacarideos sulfatados totais sobre a pressdo de perfusdo renal
(PP).

Grupos estudados
Tempo | Grupo controle externo Grupos perfundidos com PSTs
(min) (Média + EPM) (Média + EPM)
Concentracdo | Concentracdo | Concentragdo

1pg/mL 3ug/mL 4,5 pg/mL
30 118,0 £ 1,539 113,1+ 1,307 | 96,86 + 1,721 | 94,87 + 4,225
60 122,2 +£ 1,807 115,9 + 1,340 | 97,45+2,702 | 191,5 + 30,66*
90 118,1+1,513 116,0 £ 2,106 | 114,0 +7,214* | 262,0 + 5,202*
120 111,4 £ 2,597 114,1+£2911 | 123,4 +10,9* | 274,5+4,012*

Os resultados dos experimentos dos grupos Controle (n=4) e PSTs (n=4) foram
expressos em média e erro padrdo da média (EPM), unidade em mmHg, compilados e
distribuidos em quatro periodos (30, 60, 90 e 120 min).
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Figura 9: Resisténcia Vascular Renal (RVR) em rim isolado de ratos. Efeitos dos
polissacarideos sulfatados totais da alga Gracilaria cornea na concentragdo de 1,0; 3,0 e
4,5 ug/mL. Os resultados dos experimentos dos grupos perfundidos (n=4) com os PSTs
(n=4) foram expressos em média £ E.P.M, compilados e distribuidos em quatro
periodos (30, 60, 90 e 120min), comparando com 0S respectivos grupos controles
internos em cada tempo de dosagem, considerando p<0,05. A anélise estatistica foi
realizada pelo teste ANOVA (teste de Newman-Keuls) e teste t de Student,

considerando p<0,05.
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Tabela 4: Efeitos dos polissacarideos sulfatados totais sobre a resisténcia vascular renal
(RVR).

Grupos estudados
Tempo | Grupo controle externo Grupos perfundidos com PSTs
(min) (Média + EPM) (Média + EPM)
Concentragdo | Concentracdo | Concentracéo
lpg/mL 3ug/mL 4,5 pg/mL
30 4,239+ 0,148 6,005 £+ 0,331 | 3,997 £ 0,070 | 3,420 + 0,165
60 4,284 + 0,124 6,131+ 0,294 | 4,022 £ 0,111 | 8,887 + 1,086*
90 4,170 + 0,123 6,000 £ 0,328 | 4,471 £ 0,298* | 9,000 £ 0,157*
120 4,380 + 0,067 6,068 £ 0,371 | 5,092 £ 0,452* | 9,895 + 0,180*

Os resultados dos experimentos dos grupos Controle (n=4) e PSTs (n=4) foram
expressos em média e erro padrdo da média (EPM), unidade em mmHg/mL.g~. min?,
compilados e distribuidos em quatro periodos (30, 60, 90 e 120 min).
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Diferentemente dos parametros vasculares, o fluxo urinario (FU) e o ritmo de
filtracdo glomerular (RFG) sofreram intensas modificacbes mesmo com a concentragao
de lpg/mL dos PSTs. A partir dos 90 minutos de perfusdo, o FU foi reduzido,
ocorrendo um maior decréscimo aos 120 minutos, atingindo valores de 0.090 + 0.008
mL/g/min, equivalente a 57% do controle (Cs= 0.157 + 0.010 mL/g/min). Esses
resultados s&o mostrados nas figuras 10 e 11 e nas tabelas 5 e 6. O RFG teve
decréscimos aos 60, 90 e 120 minutos, atingindo valores de 0.455 + 0.071; 0.314 +
0.058 e 2.57 + 0.034 ml.gl.min, respectivamente, quando comparado ao controle
interno que foi de 0.995 + 0.145 ml.g™ .min™ . Com a concentragdo de 3pg/ml também se
observou alteragcdes nos parametros funcionais. Aos 120 minutos de perfusdo, o FU
aumentou, atingindo valores de 0.193 * 0.01 ml.gl.min?, equivalente a 38% do
controle (Cso= 0.149 + 0.01 ml.gt.min?). O RFG teve decréscimos aos 60, 90 e 120
minutos, quando comparado com o controle (C30=1.074 + 0.15; PSTss=0.400 + 0.05;
PSTs90=0.550 + 0.07; PSTs120=0.619 + 0.07 ml.gt.min?).

Aos 90 e 120 minutos de perfusdo, o FU sofreu aumento significativo com a
concentracdo de 4,5ug/mL, atingindo valores de 0.290 + 0.017 e 0.331 + 0.02 ml.g°
L min’, respectivamente, equivalente a 52 e 73% do controle interno (Cso= 0.191 + 0.03
ml.gt.min). O RFG ndo sofreu tantas alterages como com a concentracdo anterior,
porém ainda apresentou decréscimos aos 60 minutos, quando comparado com o0
controle interno (C30=0.996 + 0.19; PSTs=0.496 + 0.12 ml.gl.min™).
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Figura 10: Fluxo Urinario (FU) em rim isolado de rato. Efeitos dos polissacarideos
sulfatados totais da alga Gracilaria cornea na concentracdo de 1,0; 3,0 ¢ 4,5 pg/mL. Os
resultados dos experimentos dos grupos perfundidos (n=4) com os PSTs (n=4) foram
expressos em média + E.P.M, compilados e distribuidos em quatro periodos (30, 60, 90
e 120min), comparando com os respectivos grupos controles internos em cada tempo de
dosagem, considerando p<0,05. A anélise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA

(teste de Newman-Keuls) e teste t de Student, considerando p<0,05.
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Tabela 5: Efeitos dos polissacarideos sulfatados totais sobre o fluxo urinario (FU).

Grupos estudados

Tempo | Grupo controle externo Grupos perfundidos com PSTs
(min) (Média + EPM) (Média + EPM)
Concentragdo | Concentracdo | Concentracao
1pg/mL 3ug/mL 4,5ug/mL

30 0,133 + 0,003 0,157 + 0,010 |0,149+0,010 | 0,191+ 0,032
60 0,158 + 0,007 0,137 + 0,013 | 0,147 + 0,004 | 0,204 + 0,030
90 0,160 + 0,006 0,109 +0,011* | 0,160 + 0,008 | 0,290 + 0,017*
120 0,155 + 0,004 0,090 + 0,008* | 0,193 + 0,019* | 0,331 + 0,023*

Os resultados dos experimentos dos grupos Controle (n=4) e PSTs (n=4) foram
expressos em média e erro padrdo da média (EPM), unidade em mL.gl. min?,
compilados e distribuidos em quatro periodos (30, 60, 90 e 120 min).
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Figura 11: Ritmo de Filtracdo Glomerular (RFG) em rim isolado de rato. Efeitos

dos polissacarideos sulfatados totais da alga Gracilaria cornea na concentracéo de 1,0;

3,0 e 4,5 ng/mL. Os resultados dos experimentos dos grupos perfundidos (n=4) com os

PSTs (n=4) foram expressos em média + E.P.M, compilados e distribuidos em quatro

periodos (30, 60, 90 e 120min), comparando com 0S respectivos grupos controles

internos em cada tempo de dosagem, considerando p<0,05. A anélise estatistica foi
realizada pelo teste ANOVA (teste de Newman-Keuls) e teste t de Student,

considerando p<0,05.
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Tabela 6: Efeitos dos polissacarideos sulfatados totais sobre o ritmo de filtracdo
glomerular (RFG).

Grupos estudados
Tempo | Grupo controle externo Grupos perfundidos com PSTs
(min) (Média + EPM) (Média + EPM)
Concentragdo | Concentracdo | Concentracao

lpg/mL 3ug/mL 4,5ug/mL
30 0,836 + 0,094 0,995+0,145 |1,074+0,157 | 0,996 + 0,197
60 0,793 £ 0,055 0,455 + 0,071* | 0,400 + 0,053* | 0.496 + 0.129*
90 0,821 + 0,072 0,314 + 0,058* | 0,550 + 0,074* | 0.654 + 0.065
120 0,742 £+ 0,054 0,257 +0,034* | 0,619 + 0,078* | 0.727 £ 0.053

Os resultados dos experimentos dos grupos Controle (n=4) e PSTs (n=4) foram
expressos em média e erro padrdo da média (EPM), unidade em mL.gl. min?,
compilados e distribuidos em quatro periodos (30, 60, 90 e 120 min).
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Outros parametros funcionais também foram alterados como o transporte de
eletrdlitos. O percentual de transporte de sodio (%TNa®) apresentou uma discreta
reducdo aos 60, 90 e 120 minutos de perfusdo com a concentracdo de 1 pg/mL
(C30=85.70 + 1.63; PSTse0=76.57 £+ 1.61; PSTs90=73.31 + 2.04 e PSTs120=74.44 £ 3.12
%TNa"), como mostra a figura 12 e tabela 7. Houve também alteracdo no percentual de
transporte de cloreto (%TCI) aos 60, 90 e 120 minutos quando comparado com o
controle, como mostra a figura 13 e tabela 8 (C30=83.83 = 1.80; PSTss0=73.10 + 1.83;
PSTs9=67.00 + 2.61; PSTs120=68.75 + 3.68 %TCI). Ainda com essa mesma
concentracdo, o transporte percentual de potassio (%TK™), também foi alterado nos
mesmos tempos de 60, 90 e 120 minutos de (PSTsSe0=51.91 + 4.42; PSTs90=27.44 +
7.14; PSTs120=28.91 *+ 8.15 %TK"), quando comparados com o controle interno de
74.74 £ 2.83 %TK" (figura 14 e tabela 9)

Com a concentracdo de 3 pg/mL, o %TNa* apresentou reducdo significativa aos
60 minutos (C30=86.72 + 1.27; PSTss0=65.92 *+ 4.27 %TNa"), resultado que se estendeu
até os 120 minutos de perfusdo (PSTsg=73.00 + 2.50; PSTs120=72.38 + 1.76 %TNa").
Alteracdo semelhantes foram observados no %TCI™ (C30=84.32 + 1.55; PSTss0=59.06 *
5.34; PSTs90=61.80 + 7.63; PSTs120=68.08 £ 1.97 %TCI’). O %TK" sofreu reducéo nos
tempos de 60 e 90 e120 minutos (PSTse=51.59 % 5.50; PSTsg=56.19 * 6.68;
PSTs120=64.55 + 1.84 %TK™), quando comparado com o controle interno de 81.89 +
1.49 %TK". Essa reducdo se estendeu até os 120 minutos (PSTs120=64.55 + 1.84
%TK").

Reducbes ainda mais significativas foram observadas nos transportes de
eletrdlitos na concentracdo de 4 pug/mL. O %TNa* apresentou reducdo aos 60 minutos
(C30=83.82 + 1.48; PSTss0=54.62 + 5.91 %TNa"), resultado que se estendeu até os 120
minutos de perfusdo (PSTs9=53.00 + 5.40; PSTs120=54.95 + 2.79 %TNa*). Alteracdo
semelhante foi observada no %TCIl™ (C30=81.92 + 1.41; PSTse=51.47 + 6.31;
PSTs90=52.00 + 5.75; PSTs120=54.16 *+ 2.91 %TCI"). Com relacdo ao %TK", ocorreram
alteracdes significativas nos tempos de 60 e 90 minutos (PSTseo=44.75 + 7.71;
PSTs9=50.00 + 6.57 %TCI), onde o transporte se encontrou reduzido, quando
comparado com o controle de 73.48 + 2.94%TCI". Essa reducdo se estendeu até os 120
minutos (PSTs120=53.51 + 3.38 %TCI").
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Percentual do Transporte de Sédio (%TNa*) em rim isolado de rato.

Efeitos dos polissacarideos sulfatados totais da alga Gracilaria cornea na concentracéo
de 1,0; 3,0 ¢ 4,5 ug/mL. Os resultados dos experimentos dos grupos perfundidos (n=4)

com o0s PSTs (n=4) foram expressos em media = E.P.M, compilados e distribuidos em

quatro periodos (30, 60, 90 e 120min), comparando com 0s respectivos grupos controles

internos em cada tempo de dosagem, considerando p<0,05. A anélise estatistica foi
realizada pelo teste ANOVA (teste de Newman-Keuls) e teste t de Student,

considerando p<0,05.
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Tabela 7: Efeitos dos polissacarideos sulfatados totais sobre o percentual de transporte
de sddio (%TNa").

Grupos estudados
Tempo | Grupo controle externo Grupos perfundidos com PSTs
(min) (Média + EPM) (Média + EPM)
Concentragdo | Concentracdo | Concentracao

lpg/mL 3ug/mL 4,5ug/mL
30 83,85 £ 2,153 85,70 £ 1,638 | 86,72+ 1,275 | 83,82+ 1,489
60 82,43 £ 1,726 76,57 £ 1,616* | 65,92 + 4,274* | 54,62 + 5,914*
90 82,45 +1,914 73,31 £2,040* | 73,00 + 2,507* | 53,00 + 5,401*
120 81,97 + 1,395 74,44 + 3,129* | 72,38 + 1,768* | 54,95 + 2,799*

Os resultados dos experimentos dos grupos Controle (n=4) e PSTs (n=4) foram
expressos em média e erro padrdo da média (EPM), unidade em %, compilados e
distribuidos em quatro periodos (30, 60, 90 e 120 min).
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Figura 13: Percentual do Transporte de Cloreto (%TC") em rim isolado de rato.
Efeitos dos polissacarideos sulfatados totais da alga Gracilaria cornea na concentracéo
de 1,0; 3,0 ¢ 4,5 ug/mL. Os resultados dos experimentos dos grupos perfundidos (n=4)
com o0s PSTs (n=4) foram expressos em media = E.P.M, compilados e distribuidos em
quatro periodos (30, 60, 90 e 120min), comparando com 0s respectivos grupos controles
internos em cada tempo de dosagem, considerando p<0,05. A andlise estatistica foi
realizada pelo teste ANOVA (teste de Newman-Keuls) e teste t de Student,
considerando p<0,05.
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Tabela 8: Efeitos dos polissacarideos sulfatados totais sobre o percentual de transporte
de cloreto (%TCI).

Grupos estudados
Tempo | Grupo controle externo Grupos perfundidos com PSTs
(min) (Média + EPM) (Média + EPM)
Concentragdo | Concentracdo | Concentracao
lpg/mL 3ug/mL 4,5ug/mL
30 79,46 £ 0,493 83,83+1,803 |84,32+1,559 |81,92+1,413
60 81,99 + 1,035 73,10 £ 1,837* | 59,06 + 5,346* | 51,47 + 6,317*
90 79,34 £ 0,452 67,00 £ 2,614* | 61,80 + 7,631* | 52,00 + 5,752*
120 79,64 £ 0,779 68,75 + 3,681* | 68,08 + 1,971* | 54,16 + 2,914*

Os resultados dos experimentos dos grupos Controle (n=4) e PSTs (n=4) foram
expressos em média e erro padrdo da média (EPM), unidade em %, compilados e
distribuidos em quatro periodos (30, 60, 90 e 120 min).
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Figura 14: Percentual do Transporte de Potéassio (%0TK*) em rim isolado de rato.
Efeitos dos polissacarideos sulfatados totais da alga Gracilaria cornea na concentracéo
de 1,0; 3,0 ¢ 4,5 ug/mL. Os resultados dos experimentos dos grupos perfundidos (n=4)
com o0s PSTs (n=4) foram expressos em media = E.P.M, compilados e distribuidos em
quatro periodos (30, 60, 90 e 120min), comparando com 0s respectivos grupos controles
internos em cada tempo de dosagem, considerando p<0,05. A andlise estatistica foi
realizada pelo teste ANOVA (teste de Newman-Keuls) e teste t de Student,

considerando p<0,05.
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Tabela 9: Efeitos dos polissacarideos sulfatados totais sobre o percentual de transporte
de potassio (%TK™).

Grupos estudados
Tempo | Grupo controle externo Grupos perfundidos com PSTs
(min) (Média + EPM) (Média + EPM)
Concentracdo | Concentragdo | Concentracédo
1pg/mL 3ug/mL
4,5ug/mL

30 70,88 £ 2,171 74,74 + 2,833 | 81,98 +1,493 | 73,48 £2,946
60 74,65 + 3,005 51,91 +4,429* | 51,59 £ 5,503* | 44,75 £ 7,717*
90 76,73 = 3,325 27,44 +7,144* | 56,19 £ 6,984* | 50,00 £ 6,571*
120 77,14 + 2,824 28,91 + 8,151* | 64,55 £ 1,845* | 53,51 + 3,382*

Os resultados dos experimentos dos grupos Controle (n=4) e PSTs (n=4) foram
expressos em media e erro padrdo da média (EPM), unidade em %, compilados e
distribuidos em quatro periodos (30, 60, 90 e 120 min).
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Para verificar a capacidade de depuracdo do rim isolado em nivel de moléculas
osmoticamente ativas, realizou-se o calculo do clearance osmotico (Cosm). Os PSTs na
concentracdo de 1 pg/mL promoveram alteracbes nesse pardmetro aos 90 e 120
minutos, quando comparado com o controle interno (C30=0.144 + 0.013; PSTsg0=0.090
+ 0.010; PSTs120=0.073 + 0.007 ml.g™X.min), como pode ser observado na figura 15 e
tabela 10.

J& na concentracéo de 3 pg/mL, os PSTs ndo foram capazes de promover qualquer

alteracdo no Cosm (C30=0.138 £ 0.009; PSTse=1.333 = 0.00; PSTsg=0.155 *+ 0.01;
PSTs120=1.555 + 0.01 ml.g"t.minY), resultado este que difere daquele encontrado com a
concentracdo de 1pg/ml. Na concentracdo de 4,5 pg/mL ocorreu alteracdo diferente no
Cosm daquela observada com a concentracdo de 1pg/mL que causou diminui¢do. O
Cosm sofreu aumento significativo nos tempos de 90 e 120 minutos quando comparado
com o controle interno (Cz0=0.1750 £ 0.035; PSTsg0=0.2733 + 0.014; PSTs120=0.3267
+0.026 ml.gt.min™).
Figura 15: Clearance Osmotico (Cosm) em rim isolado de rato. Efeitos dos
polissacarideos sulfatados totais da alga Gracilaria cornea na concentracdo de 1,0; 3,0 e
4,5 ng/mL. Os resultados dos experimentos dos grupos perfundidos (n=4) com os PSTs
(n=4) foram expressos em média + E.P.M, compilados e distribuidos em quatro
periodos (30, 60, 90 e 120min), comparando com 0s respectivos grupos controles
internos em cada tempo de dosagem, considerando p<0,05. A analise estatistica foi
realizada pelo teste ANOVA (teste de Newman-Keuls) e teste t de Student,
considerando p<0,05.
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Tabela 10: Efeitos dos polissacarideos sulfatados totais sobre o clearance osmdtico
(Cosm).

Grupos estudados
Tempo | Grupo controle externo Grupos perfundidos com PSTs
(min) (Média + EPM) (Média + EPM)
Concentracdo | Concentracdo | Concentragdo
1pg/mL 3ug/mL 4,5ug/mL

30 0,122 + 0,007 0,144 +£0,013 | 0,138 + 0,009 | 0,175 + 0,035
60 0,134 + 0,003 0,115+0,010 | 0,133 +0,004 | 0,186 + 0,026
90 0,142 + 0,007 0,090 + 0,010* | 0,155 + 0,011 | 0,273 + 0,014*
120 0,130 £ 0,010 0,073 £0,007* | 0,155 + 0,011 | 0,326 + 0,026*

Os resultados dos experimentos dos grupos Controle (n=4) e PSTs (n=4) foram
expressos em média e erro padrio da média (EPM), unidade em ml.gt.min?,
compilados e distribuidos em quatro periodos (30, 60, 90 e 120 min).

A tabela 11 relaciona os efeitos dos PSTs nas trés concentracOes estudadas com 0s

parametros renais, como PP, RVR, RFG, FU, %TNa", %TCl", %TK" e Coswm, em todos
0s tempos de perfuséo.

Tabela 11: Efeitos dos polissacarideos sulfatados totais sobre os pardmetros renais.

Parametros renais PSTs (1pg/mL) PSTs (3ug/mL) PSTs (4,5ug/mL)
PP 30 60 90 120 30 60 90 120 30 60 90 120
_ _ - — — — T 1 - 1 T 1
RVR 30 60 90 120 30 60 90 120 30 60 90 120
_ _ - — — — T 1 - 1 T 1
FU 30 60 90 120 30 60 90 120 30 60 90 120
_ _ ! ! — — — 1 - _ T 1
RFG 30 60 90 120 30 60 90 120 30 60 90 120
_ I ! ! — I I ! - I - -
%TNa* 30 60 90 120 30 60 90 120 30 60 90 120
_ I ! ! — I I I - I ! !
%TCI 30 60 90 120 30 60 90 120 30 60 90 120
_ I ! ! — I I I - I ! !
%TK* 30 60 90 120 30 60 90 120 30 60 90 120
_ l ! ! _ I I I - I ! I
Cosm 30 60 90 120 30 60 90 120 30 60 90 120
! ! _ _ _ _ _ 1 1

- Nao houve efeito; | Redugdo; 1 Aumento; PP Pressdo de perfusdo (mmHg); RVR
Resisténcia vascular renal (mmHg/mL/g/min’); FU Fluxo urinario (mL.g.min); RFG
Ritmo de filtracdo glomerular (mL.g.min); %TNa* Porcentagem no transporte de
sodio (%); %TCI Porcentagem no transporte de cloreto (%); %TK" Porcentagem no
transporte de potassio (%); Cosm Clearence osmético (mL.g™.min).




63

5.1.1 Histologia dos rins perfundidos com os polissacarideos sulfatados totais

As laminas analisadas demonstraram que o0s rins esquerdos ndo perfundidos
utilizados como controle possuiam estruturas normais (glomérulos, tdbulos, vasos e
intersticios), assim como os rins do grupo controle externo, perfundidos somente com a
solucéo de Krebs. Esses resultados sao mostrados nas figuras 16, 17, 18 e 19.
Figura 16: Fotomicrografia de rim esquerdo demonstrando tabulos (T) e glomérulo (G)

normais (coloracdo de hematoxilina-eosina, aumento de 400X).

Figura 17: Fotomicrografia de rim direito perfundido com solucdo de Krebs-Henseleit
demonstrando tabulos (T) e glomérulo (G) normais (coloracdo de hematoxilina-eosina,
aumento de 400X).
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Figura 18: Fotomicrografia de rim esquerdo demonstrando tGbulos medulares (TM)

normais (coloracdo de hematoxilina-eosina, aumento de 400X).

Figura 19: Fotomicrografia de rim direito demonstrando tdbulos medulares (TM)
normais (coloracdo de hematoxilina-eosina, aumento de 400X).

As andlises histologicas realizadas com os rins perfundidos com os PSTs nas
trés concentragdes demonstraram alteracGes corticais, tanto nos glomérulos como nos
labirintos corticais que incluem os tubulos proximais e distais. Os glomérulos
apresentaram depositos de material proteinaceo em forma de meia-lua, assim como 0s
tbulos corticais (tubos cilindricos depositados nos Iimens), como mostram as figuras
20 e 21. Essas alteracGes tubulares limitaram-se aos tubulos proximais e distais. As
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porcdes medulares ndo demonstraram alteragdes morfolégicas, apresentando alcas de

Henle e ductos coletores normais (figura 22).

Figura 20: Fotomicrografias de rim direito perfundido com solucéo de Krebs-Henseleit
e PSTs demonstrando glomérulos (G) com presenca de material proteinaceo (coloracdo

de hematoxilina-eosina, aumento de 400X).

Figura 21: Fotomicrografia de rim direito perfundido com solucdo de Krebs-Henseleit
e PSTs demonstrando tubulos corticais (T) com presenca de material proteindceo

(coloracdo de hematoxilina-eosina, aumento de 400X).
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Figura 22: Fotomicrografia de rim direito perfundido com solucdo de Krebs-Henseleit
e PSTs demonstrando tubulos medulares (TM) normais (coloracdo de hematoxilina-
eosina, aumento de 400X).

5.2 Cultura de células MDCK (ensaios de viabilidade celular)
5.2.1 Ensaio com MTT

Os ensaios de viabilidade com culturas MDCK (1,0 x 10° céls./mL) foram
realizados pelo método MTT. Neste teste as células foram tratadas com os PSTs da
Gracilaria cornea em diferentes concentragdes de 200, 100, 50, 25, 12,5, 6,25 e 3,12
pg/mL, durante 24 horas de incubacdo sendo em seguida realizada a andlise de
viabilidade. Os PSTs apresentaram significativo efeito citotoxico ja que mostrou
reducdo da viabilidade celular em todas as concentracdes estudadas quando comparada
com o grupo controle (figura 23 e tabela 12).
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Figura 23: Efeito citotoxico dos polissacarideos sulfatados totais da alga Gracilaria
cornea nas concentracgdes de 200, 100, 50, 25, 12,5, 6,25 e 3,12 pg/mL sobre células
MDCK pelo método do MTT. Os resultados dos experimentos foram expressos como
média + EPM (n=3) e analisado por ANOVA (teste de Bonferroni) e teste t de Student,

considerando p<0,05.
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Tabela 12: Percentual de viabilidade celular dos experimentos realizados com os

polissacarideos sulfatados totais (n=3).

Concentracdo (ug/mL) Viabilidade celular (%)

Média £ EPM

Controle 100 + 2,162

3,12 65,07 £ 4,085

6,25 65,27 £ 2,583

12,5 67,75+ 2,861

25 64,48 £+ 1,659

50 67,54 £ 2,606

100 61,41 £ 2,228

200 57,64 + 3,710

Os resultados dos experimentos foram expressos em média e erro padrdo da média

(EPM). P<0,05.
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5.2.2 Citometria de fluxo (FACS)

Apos ter apresentado diminuicdo da viabilidade celular pelo método citado
anteriormente, os efeitos dos PSTs foram estudados na citometria para avaliar que tipo
de morte celular esses estariam causando nas células renais, necrose ou apoptose, na
concentracdo de 50 pg/mL. Para determinar as alteracdes induzidas pelos PSTs nas
células MDCK, foi realizado o teste de deteccdo da externalizacdo da fosfatidilserina e
da perda de permeabilidade de membrana por citometria de fluxo utilizando anexina V-
FITC e iodeto de propideo (PI) como marcadores. Para o controle negativo foram
utilizadas culturas de células ndo tratadas. Observou-se que uma parcela significativa
das células tratadas com a substancia foi marcada com anexina V-FITC quando
comparado com o controle negativo (figura 24 e 25). Com relagdo a marcagcdo com
iodeto de propideo, o que caracteriza células com perda de permeabilidade de
membrana, ndo se observou qualquer porcentagem de células marcadas. Também
ocorreu marcacdo dupla de anexina V-FITC e PI nas células tratadas com PSTs, o que
representa evidéncias de um processo de morte celular por apoptose incompleta que
culmina em necrose, ja que se trata de um experimento in vitro. Esta marcacdo, porém,
ndo se observa com a intensidade da marcacdo com anexina V-FITC (figura 26 e tabela
13).

Figura 24: Controle negativo de células MDCK ndo tratadas. Representacdo da
marcacdo simultidnea de anexina V-FITC e iodeto de proidio (Pl). Quadrante
inferior esquerdo: células viaveis (ndo-marcadas); quadrante inferior direito: células
marcadas com anexina V; quadrante superior esquerdo; células marcadas apenas com

PI; quadrante superior direito: células marcadas duplamente com Pl e anexina V-FITC.
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Figura 25: Avaliacdo do potencial apoptotico dos polissacarideos sulfatados totais
da alga Gracilaria cornea sobre células MDCK. Representacdo da marcagdo
simultanea de anexina V-FITC e iodeto de proidio (PI). Quadrante inferior esquerdo:
células viaveis (ndo-marcadas); quadrante inferior direito: células marcadas com
anexina V; quadrante superior esquerdo; células marcadas apenas com PI; quadrante

superior direito: células marcadas duplamente com Pl e anexina V-FITC,
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Figura 26: Porcentagem de células MDCK viaveis, de células MDCK com
marcacdo de anexina V-FITC, com marcacdo de iodeto de propidio e com
marcacao dupla de anexina e iodeto de propidio. Efeitos dos polissacarideos
sulfatadados totais da alga Gracilaria cornea. Os resultados dos experimentos foram

expressos como média £ EPM (n=3) e analisado por ANOVA (teste de Bonferroni) e
teste t de Student, considerando p<0,05.
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Tabela 13: Porcentagem de células MDCK viaveis, de células MDCK com marcagdo
de anexina V-FITC, com marcacdo de iodeto de propidio e com marcacdo dupla de
anexina e iodeto de propidio dos experimentos realizados com os polissacarideos
sulfatados totais (n=3).

Grupos estudados

Marcagéo Grupo controle PSTs 50ug/mL
Média EPM Média EPM
Viaveis 89,62 0,4596 57,37 1,402
AX V-FITC 5,600 0,2444 26,49 0,3100
PI 0,03333 0,006667 0,03333 0,01764
AX + Pl 4,747 0,2106 16,11 1,106

Os resultados dos experimentos foram expressos

(EPM). P<0,05.

em média e erro padrdo da média
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6 DISCUSSAO

Embora as algas sejam enormemente consumidas em produtos alimenticios no
mundo inteiro, pouco se sabe a respeito dos seus efeitos renais. Diversos trabalhos
recentes vém mostrando uma gama de atividades bioldgicas desses vegetais marinhos e
suas fracOes, porém hd uma escassez de estudos com as mesmas em modelos
experimentais para avaliar funcdo renal. Objetivando-se estudar os efeitos dos PSTs no
sistema renal, utilizou-se um sistema de perfuséo de rim isolado que permite avaliar os
efeitos de substancias sobre a funcéo e a morfologia renal sem qualquer interferéncia de

fatores sistémicos.

Estudou-se trés diferentes concentragdes dos PSTs no sistema de perfuséo renal. A
adicdo dos PSTs neste sistema na concentragdo de lpg/mL ndo causou qualquer
alteracdo na pressdo de perfusdo (PP) e na resisténcia vascular renal (RVR). Porém o
mesmo nao ocorreu com 0s outros parametros que foram alterados. Aos 90 minutos,
ocorreu um decréscimo significativo no ritmo de filtracdo glomerular (RFG) e no fluxo
urinario (FU). O RFG foi reduzido j& aos 60 minutos. Em relacdo ao transporte de
eletrolitos, na concentracdo de 1ug/mL, houve uma reducdo gradual e discreta no
transporte tubular de sédio e cloreto ja aos 60 minutos, sendo o transporte de cloreto um
pouco mais afetado. Alteracdo mais significativa foi observada no percentual de
transporte de potéssio, que mostrou reducédo significativa aos 60 minutos, tornando-se
ainda menor aos 90 minutos. O clearance osmdtico, que é a capacidade de depuracéo
renal em relacdo as moléculas osmoticamente ativas, teve seus valores decrescidos aos
90 e 120 minutos. Esta diminuicdo pode estar relacionada a diminuicdo do fluxo
urinario, uma vez que este parametro é um produto do fluxo urinario e da relagdo entre

osmolaridade urinaria e do perfusato.

A formacdo de urina comeca quando uma grande quantidade de fluido que é
praticamente livre de proteina é filtrada a partir dos capilares glomerulares na capsula
de Bowman. A maioria das substancias no plasma, com exce¢do de proteinas, séo
livremente filtradas, de modo que a sua concentracdo nos glomerulos € quase 0 mesma
que no plasma. O ritmo de filtracdo glomerular é determinado pelo produto do
coeficiente de ultrafiltracdo com as pressoes de ultrafiltracdo dos capilares. As pressoes

de ultrafiltracdo compostas pelas pressdes hidrostaticas nos capilares glomerulares e na
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capsula de Bowman, bem como pelas pressdes coloidosmoticas nestes dois segmentos.
A pressdo hidrostatica nos capilares glomerulares € modulada pelas resisténcias
arteriolares aferentes e eferentes. O aumento da resisténcia das arteriolas aferentes reduz
a pressao hidrostatica e o RFG diminui. Todavia, a dilatacdo das arteriolas aferentes
aumenta tanto a pressdo hidrostatica quanto o RFG (GUYTON et al.,, 2009POR
ULTIMA EDICAO).

Logo, analisando os parametros vasculares, os quais ndo sofreram alteracdo, €
consensual de que estes nao tiveram qualquer influéncia sobre a reducdo do ritmo de
filtracdo glomerular e fluxo urinario, excluindo a hipotese de alteragcdes na funcédo renal
em decorréncia de alteracbes na hemodinamica renal, uma vez que se sabe que ritmo de
filtracdo glomerular e fluxo urinario sofrem influéncias diretas do estado pressorico das
arteriolas aferentes e eferentes renais. A medida da filtracdo glomerular permite avaliar
em parte a funcdo renal. Este pardmetro renal é um dos fatores determinantes na
velocidade de formacdo da urina ou fluxo urinario. O perfusato é conduzido sob pressao
nos capilares do glomérulo. Essa pressdo tem intensidade suficiente para que parte da
solucdo passe para a capsula de Bowman, onde as substancias pequenas saem do
glomérulo e entram na capsula de Bowman, formando o filtrado. Entdo, o estado
pressorico das arteriolas aferentes e eferentes que compdem os glomérulos influencia o
ritmo de filtracdo glomerular. Porém ndo é este o Unico determinante do RFG e,
consequentemente, da formacdo da urina. O filtrado ao percorrer o sistema de tabulos
nos néfrons, ainda sofre influéncias de transportadores de eletrélitos e de agua, tendo
sua composicdo alterada ao longo do trajeto. Logo, outros fatores determinantes do
fluxo urinério sdo os transportes de eletrélitos e dgua ao longo dos tubulos renais
(KOEPPEN et al., 2009). A partir disso, a diminui¢do do fluxo urinario pode ter sido
consequéncia da diminuicdo do ritmo de filtracdo glomerular, porém, ndo sendo este o
unico fator determinante, a alteracdo dos transportes de eletr6litos e agua podem
também ter influenciado este parametro. A reducédo do FU teria sido causada, entdo, por
uma soma na alteracdo desses dois parametros: reducdo no RFG e reducdo no transporte

de eletrolitos e agua.

Resultados diferentes foram obtidos com concentraces maiores dos PSTs. A
adicdo dos PSTs no sistema de perfusdo renal na concentracdo de 3upg/mL causou
alteracdo na pressdo de perfusdo (PP) e na resisténcia vascular renal (RVR) que nédo


http://pt.wikipedia.org/wiki/Cápsula_de_Bowman
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haviam sido alterados com a concentracdo de 1ug/mL. Aos 90 e 120 minutos foram

observados acréscimos significativos da PP, assim como na RVR.

O aumento na PP e na RVR pode estar relacionado com alguma atividade
vasoativa dos PSTs sobre as arteriolas glomerulares aferentes e eferentes. Qualquer
influéncia pressorica contratil em um dos vasos citados promoveria aumento da PP, uma
vez que sdo componentes do sistema vascular com maior influéncia sobre controle
vasoativo. Observou-se um decréscimo significativo no ritmo de filtracdo glomerular
(RFG) ja a partir dos 60 minutos, permanecendo até os 120 minutos. Em contrapartida o
fluxo urinério se intensificou, mostrando acréscimo aos 120 minutos, diferindo dos
resultados encontrados com a concentragdo menor do PST. Os resultados no percentual
de transporte de sddio obtidos no experimento de perfusdo renal, na concentracdo de
3pug/mL, mostraram aumento na excregdo de sodio e cloreto aos 60, 90 e 120 minutos,
sendo novamente o transporte de cloreto o mais afetado. No transporte de potéassio,
observou-se reducdo ainda mais significativa também aos 60, 90 e 120 minutos.
Analisando 0 aumento do fluxo urinario aos 120 minutos, o que diferiu dos resultados
encontrados com a concentracdo anterior, este pode estar relacionado com a alteracédo
dos parametros vasculares, uma vez que o FU sofre influéncia direta do estado
pressorico das arteriolas aferentes e eferentes renais. Com relagdo ao clearance
osmético, ndao foram observadas alteracGes significativas neste parametro com esta

concentracdo dos PSTs.

A adigdo dos PSTs no sistema de perfusdo renal na concentracdo de 4,5ug/mL
causou alteracdo na pressdo de perfusdo (PP) e na resisténcia vascular renal (RVR),
resultados que se assemelham aqueles encontrados com a concentragdo de 3ug/mL. Aos
60, 90 e 120 minutos foram observados acréscimos significativos da PP, assim como na
RVR. No ritmo de filtracdo glomerular (RFG) foi observado alteragdo somente aos 60
minutos. Em contrapartida o fluxo urinério se intensificou, mostrando acréscimos aos
90 e 120 minutos. Na concentracdo de 4,5ug/mL, os resultados no percentual de
transporte de sodio e cloreto obtidos no experimento de perfusdo renal mostraram
aumento na excrecdo de desses eletrélitos ja aos 60, 90 e 120 minutos, resultados bem
semelhantes aos encontrados com a concentracdo de 3 pg/mL. O clearance osmotico
teve seus valores acrescidos aos 90 e 120 minutos. Este aumento do clearance osmotico

pode ser devido a uma possivel disfungéo tubular somado ao aumento do fluxo urinario.
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A diminuicdo da reabsorcao tubular do sddio, eletrolitos com grande capacidade de

carrear 4gua, pode ter sido responsavel pela alteracdo desse parametro.

Os resultados encontrados nas andlises histoldgicas realizadas com os rins
perfundidos com os PSTs nas trés concentracdes demonstraram alteracdes corticais.
Foram observadas alteracdes tubulares (tubulos proximais e distais) e glomerulares.
Esses resultados podem justificar as alteracdes nos transporte de eletrdlitos, encontradas
nos experimentos de perfusdo, reforcando a hipdtese de disfungdo tubular renal
promovida pelos polissacarideos sulfatados totais. Nao foram observadas alteracbes

medulares.

Com o objetivo de verificar de maneira mais direta as atividades dos PSTs sobre as
células renais em um curto periodo de tempo, avaliou-se o potencial citotoxico dos
polissacarideos utilizando culturas de células tubulares renais (MDCK), linhagem de
células ja bem estabelecida, com aspectos morfolégicos e funcionais semelhantes as
células tanto do tdbulo coletor como do tdbulo distal de mamiferos. Uma porcéo do
néfron também ja bastante caracterizada do ponto de vista molecular e funcional
(COLLARES-BUZATO et al., 2002). Para estudar a citotoxicidade dos PSTs da alga
sobre as células renais, foi utilizado o método de reducdo do MTT, técnica utilizada
para verificar a viabilidade celular através da avaliacdo de sua capacidade metabolica
(MOSMAN et al., 1983). Trata-se de um método indireto de avaliar efeitos citotoxicos

de substancias.

Podemos verificar através dos resultados que os PSTs demonstraram significativo
efeito citotdxico sobre culturas de células tubulares MDCK, caracterizado pela reducéo
da viabilidade celular em todas as concentracgdes estudadas quando comparada ao grupo
controle. Em parte, estes resultados corroboram com aqueles demonstrados nos
experimentos de perfusdo de rim isolado de rato que mostraram desde alteracdes
fisiologicas e funcionais, até alteracGes morfoldgicas, todas, podendo ser indicativas de
danos tubulares, ja que houve significativa alteracdo dos transportes de eletrélitos pelas
células epiteliais renais em todas as concentragdes estudadas dos PSTs neste sistema.
De fato, em concordancia com os resultados encontrados neste trabalho, achados
recentes na literatura tém enfatizado efeitos citotoxicos de algas em diferentes linhagens
celulares. Muitas espécies de algas do género Gracilaria ja sdo bem reconhecidas por

serem uma fonte potencial de descoberta de substancias com atividades bioldgicas
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diversas, inclusive por terem demonstrado efeitos citotoxicos (COURA et al., 1012;
FURUNO et al., 2010; SHU et al., 2013; YEH et al., 2012).

Um trabalho recente estudando uma alga Gracilaria, comprovou o efeito
citotoxico deste agente sobre cultura de células. Linhagens de células orais cancerigenas
foram incubadas por 24 horas com o extrato da Gracilaria tenuistipitata para avaliacéo
da viabilidade celular pelo ensaio de MTT, o mesmo utilizado em nosso trabalho. Em
todas as concentragGes, 0 extrato mostrou possuir efeitos citotdxicos contra células de
cancer bucal de maneira dose-dependente (YEH et al., 2012). Por outro lado, Yang et
al. (2012) estudando os efeitos do extrato aquoso de Gracilaria tenuistipitata
mostraram um papel citoprotetor e antioxidante em outras linhagens celulares. Neste
trabalho foram testados diferentes concentragbes do extrato (0,5; 1,2 e 4 mg/mL) em
cultura de células de cancer de pulméo durante 24 horas para avaliacdo da viabilidade
celular pelo ensaio de MTT. Estas células foram previamente tratadas com peroxido de
hidrogénio (H20), substancia que promove indugdo de estresse oxidativo. O resultado
mostrado indicou que o0 extrato da alga aumentou a sobrevida das células modulando o
estresse oxidativo. Esta discordancia de resultados pode estar ligada ao fato de em
ambos os trabalhos citados acima terem sido realizados com extrato da alga. Isto sugere
que diferentes fraces do extrato poderia estar gerando atividades ambiguas. Em sintese,
ndo somente algas da espécie Gracilaria, mas outras espécies e compostos marinhos em
geral fornecem recursos abundantes para descoberta de drogas antiproliferativas
(FAULKNER, 2002; HSU et al., 2007).

Para determinacdo dos mecanismos de citotoxicidade dos PSTs da alga
Gracilaria cornea, o efeito citotoxico da mesma sobre as células MDCK foi avaliado
por citometria de fluxo. Este modelo trata-se de um método de analise de particulas, as
quais passam individualmente por um feixe de luz, permitindo a verificacdo de diversos
parametros, tanto morfoldgicos quanto funcionais, a partir da ocorréncia de dispersdo da
luz e emisssdo de fluorescéncia de comprimento de onda especifico. Para avaliacdo da
externalizacdo da fosfatidilserina pela membrana celular, as células tratadas com a
substancia em estudo, na concentra¢do de 50 pg/mL, foram incubadas com anexina V
marcada com FITC. Quando o sinal de morte celular ocorre, a fosfatidilserina é
translocada para a face externa da membrana. A exposicdo da fosfatidilserina parece
comecar durante as fases prococes da apoptose, enquanto a membrana celular continua

intacta, até os estagios finais, nos quais a célula se fragmenta, formando os corpos
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apoptoticos (ENGELAND et al., 1998). Dessa forma, a externalizacdo e a ligacdo de
anexina V séo evidéncias de apoptose (MCHUGH et al., 2006). A fosfatidilserina no
folheto externo da membrana plasmatica exerce a sinalizacdo para a fagocitose,
impedindo a lise celular e a liberacéo de antigenos intracelulares, evitando uma resposta
inflamatdria. As células foram, ainda, submetidas a marcacdo com iodeto de propideo
(IP) isoladamente ou em conjunto com anexina V-FITC. O IP € um corante vital que se
liga ao DNA das células, mas ndo é capaz de penetrar em membranas celulares integras.
O aparecimento de células marcadas unicamente com IP € indicativo de necrose, haja
vista que nesse processo ocorre perda da integridade de membrana. No entanto, células
em apoptose tardia sdo marcadas por anexina V-FITC e IP, estando no estagio final de
desintegracdo celular.

O nosso trabalho mostrou claramente que os PSTs em todas as concentracdes
levaram a uma marcacao significativa com anexina V-FITC, o que sugere fortemente
indicios de processo apoptotico, ndo havendo células marcadas somente com IP, que
indicaria morte por necrose. Adicionalmente, uma quantidade discreta de celulas
apresentou marcacao dupla de anexina V-FITC e IP, o que indica que este grupo estaria
em apoptose tardia, caracteristico de células que sofrem apoptose porém por ndo serem
fagocitadas terminam por apresentar também carcateristicas de células necroticas.
Aquelas células que ndo sdo fagocitadas em tempo habil podem apresentar
caracteristicas necroticas, processo conhecido como apoptose tardia. O modelo
experimental utilizado no presente estudo € realizado com cultivo de células isoladas,
ndo estando em contato com células fagocitéarias, o que provavelmente levou a esta
dupla marcacéo.

O mesmo grupo de Yeh et al. (2012) citados anteriormente, também estudou os
tipos de morte celular que o extrato de outra espécie de Gracilaria estaria induzindo em
culturas de células e seus achados corroboram com os do presente estudo. Estes
pesquisadores trabalharam com células da mucosa bucal marcadas com anexina V-
FITC, havendo intensa marcagdo dessas celulas de uma forma dose-dependente,
confirmando a inducdo de apoptose causada por esta espécie de Gracilaria e que este
mecanismo de morte estava ligado a via molecular das caspases. Bechelli et al. (2011)
demonstraram estes mesmos efeitos citotoxicos ao estudar extratos diversos de algas
marinhas. Cultura de células mieloides leucémicas e normais foram marcadas tanto com
anexina V quanto com IP e subsequentemente incubadas com diferentes extratos de

algas para analise por citometria de fluxo. Tanto o extrato da alga Dunaliella salina
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como o da Aphanizomenon flos-aquae promoveram aumento na inducdo de apoptose,
caracterizado por intensa marcacao de células normais e leucémicas com anexina V.

Foi avaliado o efeito citotoxico do extrato de uma alga marrom, a Sargassum
muticum, sobre linhagens de células carcinogénicas de mama e células renais de
macaco. Neste estudo foi demonstrado mais uma vez o efeito citotoxico sobre células
tumorais, porém nao se observou 0 mesmo para as células renais normais. Assim, a alga
marrom mostrou inibir o crescimento de células cancerigenas, o que poderia estar
induzindo apoptose de forma dose-dependente pela ativacdo de caspases. Este estudo
ainda sugeriu que substancias ativas da alga poderiam estar interagindo com receptores
especiais associados ao cancer, provocando mecanismos que causariam a morte de
células tumorais (NAMVAR et al., 2013). Outro trabalho que avaliou a atividade
citotoxica da alga verde Udotea flabellum proveniente da costa do México em linhagens
de células tumorais, foi empregada o teste colorimétrico com rodamina e 0 ensaio com
MTT. Novamente os resultados deste trabalho corroboram com os do presente estudo,
mostrando elevada atividade citotoxica e antiproliferativa nestas linhagens celulares
(MOO-PUC et al., 2011).

Um grupo de pesquisadores investigou a atividade citotoxica de uma fracdo
fucoidana de alga marrom. As fucoidanas sdo polissacarideos sulfatados purificados
isolados de certas espécies de algas. Foi demonstrado neste trabalho o efeito citotoxico
da fucoidana em culturas de células de adenocarcinoma gastrico por inducdo de
apoptose, efeito este que estava sendo mediado por uma diminuicdo na expressao de
genes antiapoptoticos, como o Bcl-2 e Bcl-xL, além de ativacdo de caspases (PARK et
al., 2011).

Ao induzir apoptose em um determinado tecido ou cultura de células um composto
torna-se alvo para investigacfes mais aprofundadas, tendo como objetivo a elucidacéo
das vias moleculares que levam a morte celular, sendo uma fonte para desenvolvimento
de substancias usadas nos protocolos terapéuticos contra doencgas carcinogénicas. Como
mencionado anteriormente, sdo muitos o0s estudos recentes que comprovam o
envolvimento de algas marinhas ou componentes isolados destas em processo
apoptoticos, inclusive espécies de Gracilaria. Até a presente data ndo ha relatos de
trabalhos que relacionam a Gracilaria cornea e a apoptose, porém alguns pesquisadores
ja mostraram envolvimento da espécie no processo (YEH et al., 2012; YANG et al.,
2012).
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Os resultados encontrados neste estudo que correlacionam os PSTs da Gracilaria
cornea e a capacidade de induzirem apoptose em células tubulares renais, pode servir
como base para justificar os resultados encontrados nos experimentos de perfuséo de
rim de rato isolado. A insuficiéncia renal aguda (IRA) é uma hipdtese levantada para 0s
efeitos dos PSTs no sistema de perfusdo, uma vez que este alterou todos os transportes
de eletrolitos nas trés concentracdes estudadas, levando a uma diminuicdo da funcédo
renal. Sugestivamente, esta insuficiéncia renal poderia estar sendo causada por inducao
de apoptose de celulas epiteliais renais promovida pelos polissacarideos. De acordo com
Basile et al. (1997), existem fortes evidéncias de trabalhos que estudaram vias de
sinalizacdo dentro deste contexto e que mostram o papel da apoptose na fisiopatologia
da IRA.

A elucidacgdo das vias de sinalizagdo molecular relacionada com este processo de
apoptose faz-se muito importante e uma vez conhecendo-se 0s mensageiros envolvidos
no controle da apoptose promovida pelos PSTs, pode-se pensar na busca pelo
desenvolvimento de drogas antitumorais a partir de fracdes das algas dessa espécie, ou

mesmo, em estratégias terapéuticas que objetivem reduzir a insuficiénia renal.
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7 CONCLUSAO

Os polissacarideos sulfatados totais (PSTs) causaram alteracdes significativas na
fisiologia e morfologia renal. Todos os parametros dos experimentos de perfusdo foram
alterados nas trés concentracdes estudadas do PSTs. Estes resultados estdo resumidos na
tabela 11. Os parametros vasculares, PP e RVR, sofreram aumento significativo nos
tempos de 90 e 120 minutos com as concentragfes de 3,0 e 4,5 pg/mL. Com a
concentra¢do maior essas alteracdes ja foram observadas aos 60 minutos de perfuséo.

O RFG sofreu reducdo com a concentragdo de 1 pg/mL nos tempos de 90 e 120
minutos. O FU, com esta concentra¢do também apresentou decréscimos. Isto pode ter
sido consequéncia de uma possivel disfuncao tubular, uma vez que o transporte de todos
os eletrolitos encontrou-se reduzido. O FU sofreu aumento nos tempos de 90 e 120
minutos de perfusdo com as maiores concentracOes, efeito este que pode ser explicado
pelo aumento dos parametros vasculares, manifestando-se como uma diurese pressorica.
Os transportes de sddio, cloreto e potassio sofreram diminui¢do nos tempos de 60, 90 e
120 minutos de perfusdo com todas as concentracfes estudadas. Sugestivamente, estes
efeitos podem estar ligados a uma possivel lesdo tubular renal promovida pelos PSTs,
hipdtese esta que se confirma com as analises histoldgicas dos rins perfundidos.

Os polissacarideos da alga também exerceram efeitos citotoxicos em cultura de
celulas tubulares renais MDCK. Os resultados encontrados nesse estudo demonstram
que a citotoxicidade induzida pelos polissacarideos, esta relacionada sugestivamente ao
mecanismo de morte por apoptose, ndo sendo este efeito dependente da concentracéo,
uma vez que todas as concentra¢bes causaram morte por igual. Este estudo abre
caminhos para realizagdo de mais trabalhos com o objetivo de buscar elucidar as vias de
sinalizacdo celular envolvidas no efeito apopt6tico dos PSTs e sugere 0 uso potencial

dessas moléculas no desenvolvimento de compostos bioativos.
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