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RESUMO

Polissacarideos sulfatados de algas marinhas sdo polimeros heterogéneos que representam
biomoléculas de interesse comercial, principalmente nas industrias alimenticia e farmacéutica.
O presente trabalho teve como finalidade avaliar os efeitos dos polissacarideos sulfatados
totais (PST) da alga marinha verde Caulerpa mexicana em modelos classicos de nocicepc¢éo e
inflamacéo aguda em animais. Foram utilizados camundongos Swiss machos (18-25 g) e ratos
Wistar machos (120-260 g). O rendimento de PST obtidos da extracdo por digestdo
enzimatica foi de 1,7%. Na analise por espectroscopia na regido do infravermelho foram
caracterizados como polissacarideos contendo, principalmente, galactose sulfatada e acido
urdnico. Os PST da alga C. mexicana foram capazes de reduzir (p<0,05) o nimero de
contor¢des abdominais induzidas por acido acético (1%) em 31,8; 74,5 e 88,9% nas doses de
5, 10 e 20 (mg/Kkg; i.v.), respectivamente. No teste da formalina, os PST inibiram (p<0,05) o
tempo de lambedura da pata somente na segunda fase do teste (88,6 e 98,5% para as doses 10
e 20 mg/kg; i.v., respectivamente). No teste da placa quente, os PST ndo demonstraram efeito
antinociceptivo no decorrer dos 90 minutos do teste. Desta forma, os resultados sugerem que
0s PST exerceram um efeito antinociceptivo de acdo periférica. Em adicdo, os PST (5, 10 e 20
mg/kg) apresentaram efeito anti-inflamatério quando administrados por via s.c. em ratos
Wistar no modelo de edema de pata induzido por carragenana, dextrana e histamina. Para
analisar o envolvimento da via heme oxigenase (HO) no efeito anti-inflamatério dos PST (20
mg/kg; s.c.), 0s animais foram pré-tratados por via s.c. com um inibidor de HO especifico
(zinco protopofirina IX). Os resultados obtidos demonstraram que os PST foram capazes de
reduzir o edema de pata induzido por carragenana na terceira hora, cujo resultado foi
comprovado pela quantificagdo da mieloperoxidase. Além disso, os PST reduziram o edema
induzido por dextrana ou histamina em modelos de edema de pata nos primeiros 30 minutos
apos a aplicacdo dos agentes flogisticos. O efeito anti-inflamatorio dos PST no edema de pata
induzido por carragenana ndo foi observado apds inibi¢do prévia por zinco protopofirina IX.
Portanto, sugerimos que o efeito anti-inflamatdrio dos PST da alga C. mexicana pode estar
relacionado com a inibicéo da liberacdo de histamina, reducdo da migracéo celular e ativacéo
da via da HO. Para avaliar os efeitos sistémicos dos PST, estes foram administrados por via
i.v. (20 mg/kg) em camundongos em dose Unica e as alteracOes sistémicas avaliadas durante
48 h. Os resultados obtidos demonstraram que os PST ndo causaram mortalidade e nem

alteracdes macroscopicas significativas dos 6rgdos e dos parametros bioguimicos avaliados,



sendo, portanto, considerados seguros na dose testada. Em resumo, os PST da alga C.
mexicana apresentaram efeitos antinociceptivos e anti-inflamatorios significativos, tornando-

se uma importante ferramenta biotecnoldgica para estudos posteriores.

Palavras-chave: Chlorophyta, Caulerpa mexicana, polissacarideos sulfatados totais,
antinociceptiva, anti-inflamatdria.



ABSTRACT

Sulfated polysaccharides from seaweed are heterogeneous polymers representing
biomolecules of commercial interest, especially in food and pharmaceutical industries. The
aim this study was to evaluate the effects of total sulfated polysaccharides (TSP) of the green
seaweed Caulerpa mexicana in classical models of nociception and acute inflammation in
animals. Swiss male mice (18-25 g) and male Wistar rats (120-260 g) were used. The yield of
the extraction of TSP obtained by enzymatic digestion was 1.7%. In analysis by Fourier
transformed infrared were characterized as polysaccharides containing mainly sulfated
galactose and uronic acid. The TSP of the alga C. mexicana were able to decrease (p <0.05)
the number of writhes induced by acetic acid (1%) on 31.8, 74.5 and 88.9% at doses of 5, 10
and 20 mg/kg; i.v., respectively. In the formalin test, the TSP inhibited (p <0.05) the licking
time of the paw only on the second of the test phase (88.6 and 98.5% for the doses 10 and 20
mg/Kkg; i.v., respectively). In the hot plate test, the TSP did not show antinociceptive effect in
the course of 90 minutes of the test. Thus, the results suggest that the TSP presented analgesic
effect by a peripheral action. In addition, TSP (5, 10 and 20 mg/kg) showed anti-inflammatory
effect when administered s.c. in rats on paw edema models induced by carrageenan, dextran
or histamine. To analyze the involvement of heme oxygenase (HO) pathway in the anti-
inflammatory effect of TSP (20 mg/kg, sc), the animals were pretreated (s.c.) with a specific
HO inhibitor (zinc protoporphirin IX). The results showed that the TSP were able to reduce
the paw edema induced by carrageenan in the third hour, which was confirmed by
myeloperoxidase quantification. In addition, the TSP reduced the edema induced by dextran
or histamine in paw edema models in the first thirty minutes after application the flogistic
agents. The anti-inflammatory effect of TSP on paw edema induced by carrageenan was not
observed after prior inhibition by zinc protoporphyrin IX. Therefore, we suggest that the anti-
inflammatory effect of TSP of the alga C. mexicana algae may be related to inhibition of the
histamine release, reduction of cell migration and activation of the HO pathway. To evaluate
the systemic effects of TSP, they were administered (i.v.) in mice (20 mg/kg) in a single-dose
and evaluated the systemic changes for 48 h. The results showed that the TSP did not cause
mortality or significant alterations on organs and on biochemical parameters being considered
safe in the tested dose. In summary, the TSP from the algae C. mexicana have showed
significant antinociceptive and anti-inflammatory effects, becoming an important

biotechnological tool for further studies.



Keywords: Chlorophyta, Caulerpa mexicana, total sulfated polysaccharides, antinociceptive,

anti-inflammatory.
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1 INTRODUCAO

1.1 Dor e Nocicepgao

1.1.1 Consideragdes Gerais

A dor é um dos sinais classicos do processo inflamatério e decorre da sensibilizacdo
dos nociceptores, sendo um dos problemas mais difundidos em nossa sociedade e tem altos
custos sociais devido a danos ou incapacidade permanente de milhdes de pessoas (VERRI et
al., 2006).

A nocicepcao pode ser definida como a deteccao de estimulos nocivos e a subsequente
transmisséo de informacdes codificadas para o cérebro. Em contraste, a dor é essencialmente
um processo perceptivo que surge em resposta a essa atividade. Hiperalgesia € o aumento das
respostas aos estimulos nocivos, descrevendo um estado de hipersensibilidade a dor que
acompanha a inflamacao e alodinia é a producao de dor por estimulos normalmente indcuos
(KIDD; URBAN, 2001).

A nocicepcao significa a captagdo do nocivo, ou seja, a recep¢édo de sinais pelo sistema
nervoso central, a partir da ativacdo de terminagOes nervosas livres especializadas que
transformam estimulos ambientais em potenciais de acdo. Esses receptores sdo chamados de
nociceptores e estdo presentes em fibras aferentes sensitivas, principalmente as fibras C e A, e
podem ser ativados por estimulos de natureza diversa, como mecanico, térmico, quimico e
fisico. Cada estimulo produz reacOes sensoriais diferentes no individuo, onde sua durabilidade
pode progredir para um estado cronico (KUMMER; COELHO, 2002).

Sdo reconhecidos dois tipos de dor. A dor aguda, gerada através da estimulagéo nociva
intensa, potencialmente injuriante, sendo localizada e transitoria. Este tipo de dor inicia
respostas reflexas de retirada do segmento corporal da fonte do estimulo nocivo. E a dor
crbnica que ocorre em resposta a leséo tecidual, representando um fenémeno de sensibilizagdo
nociceptiva onde pode ocorrer reducdo do limiar & dor ou amplificacdo da resposta aos
estimulos. A dor cronica também possui uma fase aguda, associada com dano tecidual e
inflamacdo, e uma fase cronica associada a danos ao tecido nervoso, que caracteriza a dor
neuropatica (ANDRADE FILHO, 2001).

A dor é uma funcédo do sistema cerebrocortical com componentes afetivos, cognitivos

e fisiologicos, que pode ser nociceptiva, neurogénica, neuropatica e psicogénica. Desta forma,
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a dor representa um problema complexo demandando a busca por tratamentos mais
especializados (RIEDEL; NEECK, 2001).

1.1.2 Fisiopatologia da Dor

A génese e transmissdo da dor comegam no sistema nervoso periférico através da
deteccdo de um estimulo nocivo, ndo especializado, que ativa as terminacGes nervosas livres
associadas com neurdnios aferentes primarios de pequeno didmetro. Este estimulo fisico é
posteriormente transduzido em um sinal eletroquimico, que é transmitido da periferia para o
sistema nervoso central (MCDOUGALL, 2011). Tem sido descrito a participacdo de
mediadores quimicos provenientes do acido araquidénico, bradicinina, histamina, serotonina,
citocinas, 6xido nitrico, substancias P, adenosina trifosfato, adenosina difosfato, prétons, entre
outros (DRAY, 1995).

Os nociceptores tém a habilidade de detectar estimulos de natureza fisica e quimica, e
de converté-los em sinais eletroquimicos (JULIUS; BASBAUM, 2001). Outra caracteristica
dos nociceptores é apresentar um limiar de ativacdo alto, sendo necessario um estimulo
intenso para originar um potencial de acdo (CAVALCANTE, 2005). Ao entrar no corno
dorsal da medula espinhal, estes impulsos sdo transmitidos através de neurdnios de segunda
ordem ao longo de vias ascendentes para o cérebro. Ao chegar a areas especificas do cérebro,
como o cortex somatosensorial e a amigdala, os sinais eletrogquimicos sdo moldados em uma
experiéncia psicofisica que incorpora reflexos motores de protecdo e respostas emocionais.
Detalhes importantes de todo este processo ainda ndo sdo totalmente compreendidos
(MCDOUGALL, 2011).

Os neuronios sensoriais sdo geralmente classificados em fibras A (B - 8) e C com base
no didmetro, grau de mielinizacdo e velocidade de seus potenciais de a¢do ao longo das fibras
aferentes. As fibras AP, mielinizadas e de grande diametro, detectam, em geral, estimulos
indcuos aplicados a pele, muasculos e articulagdes. As fibras aferentes primarias nociceptivas
sdo representadas pelas fibras Ad e C, que, quando estimuladas, transmitem o estimulo para o
corno dorsal da medula espinhal. As fibras Ad, pouco mielinizadas, conduzem o estimulo a
uma velocidade de 2 a 30 m/s e respondem a estimulos nocivos mecanicos e térmicos. As
fibras C, amielinicas, conduzem o estimulo em velocidades menores que 2 m/s e respondem a
estimulos nocivos térmicos, mecanicos e quimicos, sendo chamados de polimodais (LE
BARS et al., 2001; CAVALCANTE, 2005; LUMPKIN; CATERINA, 2007).
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No corno dorsal da medula espinhal encontra-se diversos neurotransmissores e
receptores, incluindo: substancia P, somatostatina, neuropeptideo Y, aminoécidos excitatorios
e inibitorios, 6xido nitrico, opidides enddgenos, adenosina e monoaminas, entre outros. Desta
forma, a transmissé@o da dor para o cérebro esta sob controle fisioldgico diversificado, o que
contribui para um dificil desafio na descoberta dos modos de inibir sensa¢es dolorosas sem
causar efeitos colaterais (MCCURDY; SCULLY, 2005).

1.1.3 Nocicepcao e o Processo Inflamatdrio

A dor resultante de tecidos inflamados ou feridos pode surgir espontaneamente na
auséncia de um gatilho externo, ja que a nocicepcao é alterada nas lesbes teciduais, devido a
liberacdo de mediadores inflamatorios a partir de células danificadas, incluindo ions (K" e
H™), bradicinina, histamina, serotonina, fatores de necrose tumoral (TNF-o), derivados da
Cicloxigenase (COX) e 6xido nitrico (KIDD; URBAN, 2001; KRAYCHETE et al., 2006).

A ativacdo da via do &cido araquidbnico leva a producdo de prostanoides e
leucotrienos, resultando no recrutamento de células imunolégicas que liberam mediadores
adicionais, incluindo citocinas e fatores de crescimento. Alguns destes mediadores ativam
nociceptores periféricos diretamente e levam a dor espontanea, enquanto que outros atuam
indiretamente, através de células inflamatorias para estimular a liberacdo de outros agentes
indutores da dor (KIDD; URBAN, 2001; KRAYCHETE et al., 2006). Em algumas situacdes,
as prostaglandinas contribuem diretamente na ativacdo da dor, mas sdo consideradas como
agentes sensibilizadores, pois elas aumentam os niveis de monofosfato ciclico de adenosina e
podem aumentar a sensibilizacdo dos nociceptores, reduzindo o limiar de ativacdo dos canais
de sodio e célcio e reducdo do influxo de potéssio e cloro para o espago intracelular
(ENGLAND et al., 1996; LAl et al., 2002).

Importantes mediadores inflamatdrios também atuam para modificar as propriedades
de resposta de neurbnios aferentes primarios a estimulos subsequentes (sensibilizagdo
periférica). Tal fato pode ocorrer como resultado de altera¢fes na sensibilidade de moléculas
receptoras proprias, ou atraves da modulagdo de canais dependentes da voltagem de ions
(KIDD; URBAN, 2001; LAl et al., 2002; KRAYCHETE et al., 2006).

As citocinas exercem uma influéncia consideravel sobre os neurbnios sensoriais.
Semelhante a outros mediadores, as citocinas podem atuar diretamente sobre nociceptores ou,
mais comumente, indiretamente, estimulando a liberagdo de mais citocinas e outros agentes,

tais como prostaglandinas. Durante a fase aguda, citocinas parecem induzir a sensibilizagdo
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através de receptores associados as quinases e fosforilagdo de canais ibnicos (OPREE;
KRESS, 2000).

Em circunstancias normais, estimulos de alta intensidade séo codificados por
receptores especializados ligada a membrana. A condugdo de mensagens e a transmissao
através dos neurdnios da coluna vertebral para os terminais centrais € mediada por canais
ibnicos e aminoacidos excitatorios. Durante as fases iniciais da inflamag&o, mediadores, tais
como prostaglandinas e bradicinina alteram a sensibilidade dos receptores e reduzem o limiar
de ativacdo para a abertura de canais idnicos. A longo prazo, ocorrem mudancas em eventos
transcricionais mediados por citocinas e fatores de crescimento, resultando em aumento da
producdo de receptores, canais i0nicos e transmissores ou moduladores centrais (WOOLF;
COSTIGAN, 1999; KIDD; URBAN, 2001).

Vaérios estudos reforcam a acdo das citocinas na hiperalgesia presente no processo
inflamatorio, como a reducédo da hiperalgesia em modelos inflamatorios utilizando anticorpos
contra TNF-o. (WOOLF et al., 1997) e a utilizacdo de novos anti-TNF-a em terapias na artrite
reumatdide (MANI et al., 1998), mostrando reducdo na hiperalgesia mecanica e térmica, em
resposta a estimulos inflamatérios (BRESNIHAN et al., 1998; MURPHY et al., 1999).

Compostos inibidores da COX-1, COX-2, TNF-a, Interleucinas (IL-6 e IL-8), da
ativacdo de fatores de transcricdo, como o fator nuclear kappa B (NF-xB), da liberacdo de
histamina, assim como indutores da heme oxigenase (HO) e das IL-10 sdo capazes de
diminuir a hiperalgesia e alodinia em tecidos lesados (KIDD; URBAN, 2001; KRAYCHETE
et al., 2006; ABRAHAM; KAPPAS, 2008, GRANJEIRO et al.,2011).
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1.2 Inflamacao

1.2.1 Consideracdes Gerais

A inflamacdo é uma reacdo localizada de protecdo do corpo a estimulos agressivos
como irritacio alérgica ou quimica, lesdo ou infecgbes. E caracterizado pela dilatagdo dos
vasos sanguineos levando a um maior fornecimento de sangue e de aumento dos espacos
intercelulares, resultando na circulacdo de leucdcitos, proteinas e fluidos para as regides
inflamadas, resultando nos sinais cardinais da inflamagcdo como dor, calor, vermelhidao,
inchaco e perda de funcdo (IWALEWA et al., 2007).

A resposta primaria a infeccdo ou lesdo tecidual é a inflamacdo, com as fungbes de
combater o0 agente agressor ou 0 material prejudicial e promover a reparacdo dos tecidos. A
inflamacdo é caracterizada pela liberagcdo sequencial de uma bateria de mediadores, incluindo
aminas vasoativas, eicosandides, citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento que regulam
0 aumento da permeabilidade vascular e o recrutamento de leucécitos através do sangue
(RODRIGUEZ-VITA; LAWRENCE, 2010; VANDERLEI et al.,2011).

Varios sdo os agentes envolvidos na resposta inflamatoria, tais como componentes do
plasma e as células circulantes, que sdo polimorfonucleares, linfdcitos e plaguetas; 0s vasos
sanguineos e 0s componentes celulares e extracelulares do tecido conjuntivo, como
mastocitos, fibroblastos, macréfagos, linfocitos, proteinas fibrosas estruturais, glicoproteinas
de adesdo e proteoglicanos (KUMAR; SHARMA, 2010).

A inflamagdo pode ser dividida em duas fases, aguda e cronica, em que leva em
consideracdo a duracdo e os agentes envolvidos no processo inflamatério e reparo, podendo
ser benéfico ou prejudicial ao organismo, ocasionando varias doencas degenerativas
(O'BYRNE; DALGLEISH 2001).

A inflamacdo aguda € caracterizada por um inicio rapido e € de curta duracgéo.
Caracteriza-se pela exsudacdo de fluidos e proteinas plasmaticas, com migracdo de leucocitos,
principalmente neutréfilos para a area lesada. A inflamagdo crénica tem uma duragdo mais
prolongada e se manifesta pela presenca de linfocitos e macréfagos, resultando em fibrose e
necrose tecidual (IWALEWA et al., 2007). A inflamacdo crbnica persistente aumenta o
desenvolvimento das doencas degenerativas tais como artrite reumatdide, aterosclerose,
doencas do coracdo, doenca de Alzheimer, asma, céncer, esclerose mdltipla, diabetes
(O'BYRNE et al., 2000; DALGLEISH; O'BYRNE, 2002).
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A complexidade da resposta inflamatdria envolve diferentes mecanismos que atuam
em varios niveis, incluindo alteracBes na concentracdo de células de defesa no tecido lesado,
alteracdes na capacidade de resposta das células, regulacdo das vias de sinalizacdo e controle
da expressao génica (MEDZHITOV; HORNG, 2009; SHINOHARA et al., 2012).

1.2.2 Eventos Vasculares

O aumento do diametro e na permeabilidade dos vasos resulta em estravassamento de
liquidos e proteinas, levando ao edema que é uma caracteristica do processo inflamatorio.
Proteinas plasmaéticas e leucocitos (principalmente neutréfilos), normalmente restritos aos
vasos sanguineos, acessam, através de vénulas pds-capilares, os tecidos extravasculares nos
locais da infeccdo ou lesdo (MEDZHITOV, 2008). Mediadores inflamatorios como a
trombina, bradicinina, histamina, TNF-a e fator de crescimento vascular endotelial aumentam
a permeabilidade vascular, abrindo espacos paracelulares e rompendo as juncGes endoteliais e
0s complexos de adesdo. Essa mudancas vasculares sdo seguidos pelo recrutamento de
neutrofilos, linfocitos e o trafico de recirculacdo de mondcitos, que exigem adesdo e a
transmigracao através das paredes dos vasos sangtiineos (LEY et al., 2007; WANG; DUDEK,
2009).

Com a descoberta das integrinas, selectinas e seus respectivos ligantes, e quimiocinas
e seus receptores, a cascata de adesdo leucocitaria emergiu como um conceito para explicar o
recrutamento de subtipos de leucdcitos para locais especificos (LEY et al., 2007). Os
leucdcitos sdo recrutados para o local da inflamacdo por uma série de etapas adesivas que
permite sua fixacdo a parede do vaso endotelial, sua locomocéao ao longo desta parede, e sua
travessia e migracédo através do tecido intersticial (MULLER, 2011).

O rolamento é mediado pela L-selectina, P-selectina e E-selectina. A L-selectina é
expressa pela maioria dos leucocitos, enquanto E-selectina e P-selectina sdo expressas pelas
ceélulas endoteliais inflamadas, sendo a P-selectina também expressa por plaquetas. As
interacOes das selectinas com seus ligantes permitem a aderéncia dos leucocitos ao endotélio
vascular. As integrinas também participam do rolamento e adesdo de leucdcitos (LEY et al.,
2007).

A transmigracdo, também denominada de migracdo transendotelial ou diapedese,
através das paredes das vénulas pos-capilares é o Gltimo passo no processo da migracdo de
leucocitos para os tecidos inflamados. Antes de atravessar as paredes das vénulas, 0s

neutrofilos e mondocitos locomovem-se dentro dos vasos sanguineos de uma forma
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dependente de receptores em busca de um local para transmigragdo (LEY et al., 2007). A
transmigracdo é sem ddvida um ponto sem retorno na resposta inflamatoria. Todas as etapas
anteriores, rolamento de leucocitos, ativacao, adesdo e locomocdo, sdo reversiveis e a maior
parte dos leucdcitos que aderem a vénulas pés-capilares retorna a circulacio (MULLER,
2011).

1.2.3 Principais células envolvidas na inflamacéo

O processo inflamatorio consiste de um componente celular responsavel pela liberagdo
de mediadores e fagocitose dos agentes agressores e de tecidos mortos, importantes na fase de
resolucéo da inflamacéo.

Os monacitos desenvolvem-se a partir de células-tronco pluripotentes da medula 6ssea
sob a influéncia de fatores de crescimento especificos. Os mondécitos maduros sao liberados
da medula 6ssea e penetram na corrente sanguinea como células quiescentes. Quando
recrutados para locais de inflamacéo, diferenciam-se em macrofagos residentes. Eles também
sdo os precurssores das células dendriticas (KATSIARI et al., 2010; SERBINA et al., 2008).

Uma vez localizados nos tecidos, os macr6fagos adquirem funcdes especializadas
dependendo das necessidades locais. Assim, no figado, macrofagos residentes, também
conhecidos como células de Kupffer, desenvolvem uma alta capacidade fagocitica destinada a
eliminacdo de endotoxina e de outros materiais estranhos a circulacdo portal. Nos pulmdes, 0s
macrofagos alveolares adquirem a capacidade de liberar grandes quantidades de oxidantes
citotoxicos altamente reativos para a destruicdo de patdgenos inalados e xenobioticos. Os
macrofagos sdo efetores celulares essenciais da resposta imune inata, livrando o organismo de
virus, bactérias, células apoptéticas e algumas células tumorais (LASKIN et al., 2011).

Os granuldcitos (nome coletivo dado a neutréfilos, eosinofilos e basofilos) tém um
papel proeminente na defesa imunoldgica. Os eosinéfilos constituem 5% dos granulécitos
circulantes, conferindo resisténcia a invasdo parasitaria, além de seu envolvimento na resposta
alérgica (HALLETT et al., 2008).

Os basofilos representam menos de 1% dos leucdcitos. Além dos granulos basofilicos,
compartilham algumas caracteristicas com os mastocitos residentes, incluindo a expresséo de
algumas moléculas de superficie e a liberacdo de mediadores quimicos relacionados com as
alergias como a histamina (KARASUYAMA et al., 2011).

Os mastdcitos localizam-se principalmente na interface do hospedeiro com o

ambiente, como a pele e mucosas, desempenhando um importante papel no reconhecimento
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de patégenos ou de outros sinais de infeccdo. Os mastocitos sdo conhecidos por sua
associacdo com condic¢Bes patoldgicas, como alergia, asma e anafilaxia (ABRAHAM, ST.
JOHN, 2010).

A acdo conjunta dos fagdcitos profissionais (neutréfilos, mondécitos e macréfagos) é
crucial para a efetiva eliminagdo de agentes infecciosos e detritos celulares. Os neutrofilos séo
células de curta duracdo, recrutadas no inicio da resposta inflamatdria, que utilizam uma
grande variedade de mecanismos inflamatérios, alguns dos quais sdo potencialmente
prejudiciais ao hospedeiro, e assim a ativacdo de neutréfilos tem de ser rigorosamente
controlada para evitar dano excessivo aos tecidos (SOEHNLEIN; LINDBOM, 2010).

Quando chegam ao local do tecido atingido, os neutréfilos tornam-se ativados, seja por
contato direto com patdgenos ou por meio das acbes de citocinas secretadas por células
residentes. Os neutrdfilos ativados tentam destruir agentes invasores liberando o contetdo
toxico de seus granulos, que incluem espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio, proteinase
3, catepsina G e elastase. Estes potentes efetores ndo discriminam entre os alvos microbianos
e 0 hospedeiro, sendo os danos aos tecidos do hospedeiro inevitaveis (MEDZHITOV, 2008).

A fagocitose esta associada a liberacdo do contetdo dos granulos (azurofilos e
especificos) citoplasmaticos no vacltolo. Os azurdfilos contém proteinas e peptideos
especificos para destruicdo microbiana, enquanto, os especificos sdo responsaveis pela
reposicdo dos componentes da membrana, além de limitar reacfes de radicais livres (SEGAL,
2005).

Os granulos azurdfilos contém a enzima mieloperoxidase (MPO), uma proteina di-
heme composta por dois heterodimeros idénticos. Os grupos heme, ligados covalentemente,
possuem estrutura Unica e exibem propriedades espectrais incomuns responsaveis pela sua
coloracdo verde (FIEDLER et al., 2000). A MPO gera espécies oxidativas em neutrdfilos,
usando peréxido de hidrogénio e haletos para produzir acidos hipoalosos (JANTSCHKO et
al., 2005).

1.2.4 Mediadores inflamatorios

O processo inflamatério é controlado por um grupo de substancias chamadas
mediadores quimicos, podendo desencadear, conduzir, controlar ou extinguir a inflamacéo,
atuando em estagios definidos da reacdo inflamatoria. Para melhor compreender o processo
inflamatdrio é importante conhecer o papel de seus mediadores. Mediadores sdo substancias

liberadas por células do sistema de defesa ou proteinas do plasma, e dependendo do estimulo
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desencadeador e da duracdo da lesdo, determinam a gravidade da inflamacdo (ESCH;
STEFANO, 2002; TEIXEIRA et al., 2003; SHINOHARA et al., 2012).

Estas substancias se ligam a receptores especificos sobre as células e modulam vérias
atividades fisioldgicas importantes para o retorno e controle da homeostase. Elas atuam de
forma sistémica e pontual, podendo aumentar a permeabilidade vascular, promover a
quimiotaxia de polimorfonucleares, estimular a contragdo da musculatura lisa, aumentar
atividade enzimatica direta, provocar dor e mediar dano oxidativo (COLEMAN, 2002).
Dentre os mediadores inflamatorios, destacam-se as citocinas pro-inflamatérias (TNF-a, IL-
1B, IL-2, IL-6, IL-8), quimiocinas, moléculas de adeséo e enzimas responsaveis pela produgédo
de mediadores inflamatorios secundarios, tais como 6xido nitrico sintetase induzida (iNOS) e
COX-2 (TILSTRA et al., 2011).

Embora a maioria dos mediadores sejam pré-inflamatdrios, a medida que o processo
caminha para o reparo, ha um aumento na regulacdo da resposta inflamatoria no sentido de
diminuir a acdo da resposta, evitando fibrose e necrose tecidual, ocorrendo a liberacdo de
algumas citocinas (IL-3, 1L-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13), ativagdo ou inibicdo de cascatas
enziméaticas e inibicdo dos fatores de transcricdo e expressdo génica, agindo como
moduladores anti-inflamatorios dentro das células (ESCH; STEFANO, 2002). Estudos
mostram que a enzima HO responde a diferentes mediadores inflamatérios, contribuindo para
resolucdo da inflamacdo, apresentando efeitos protetores em varios érgdos contra lesdes
oxidativas e na reducdo do processo inflamatério (NAITO et al.,2011; VANDERLEI, et al.,
2011; WU et al., 2011).

As aminas vasoativas sdo mediadores inflamatérios armazenados em granulos
celulares, de répida acdo, liberados imediatamente apos a acéo do estimulo indutor. Tem sua
acao principal nos vasos sanguineos, provocando vasodilatacdo e aumento da permeabilidade
vascular, estando diretamente relacionadas a hiperalgesia da dor inflamatoria, através de sua
acdo sobre os neurdnios sensoriais (DRAY, 1995; SCHNEIDER et al., 2002). As aminas
vasoativas mais importantes sdo a histamina e a serotonina.

A histamina é uma amina vasoativa, sintetizada a partir da descarboxilacdo do
aminoacido L-histidina, pela acdo da enzima histidina descarboxilase e constitui o principal
componente dos granulos de mastodcitos, sendo esta enzima expressa de forma constitutiva em
mastocitos e basofilos (KURAMASU et al., 1998). E esta envolvida em muitos processos
fisioldgicos, principalmente em mecanismos de defesa, aumentando a sensibilidade a dor e
contribuindo no processo inflamatorio. Trata-se de uma molécula hidrofilica envolvendo um

anel imidazolico e um grupamento amino conectado por dois grupamentos metileno. E
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encontrada em granulos de mastécitos e basofilos, que sdo liberados pelo processo de
exocitose durante as reacOes inflamatorias ou alérgicas através da interacdo de fatores do
sistema complemento (C3a e C5a) e de antigenos com anticorpos IgE (SCHRAMM,;
THORLACIUS, 2004).

A histamina exerce seus efeitos biolégicos ao se ligar, de forma agonista, aos
receptores especificos denominados receptores histaminérgicos classificados em H1, H2, H3,
e H4 distribuidos por varios tecidos e envolvidos em varios mecanismos fisiologicos, tanto de
defesa, quanto de controle da homeostase. Provoca aumento da permeabilidade das vénulas
pos-capilar, contracdo do musculo liso, vasoconstricdo pulmonar, aumento dos niveis de
guanina monofosfato ciclica nas células, producdo de prostaglandinas, aumento da secrecao
de &cido gastrico bem como de muco e ativacdo de células T supressoras (SCHNEIDER et al.,
2002; SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004; ZHANG et al., 2007; HUANG;
THURMOND, 2008; ZAMPELI; TILIGADA, 2009).

A serotonina ou 5-hidroxitriptamina (5-HT) presente no organismo é produzida em
grande parte pelo trato gastrointestinal (GERSHON, 2004). Noventa por cento da 5-HT €
produzida por células enterocromafins, encontradas no epitélio do trato gastrintestinal e
absorvida pelas plaquetas. A 5-HT possui acdes semelhantes na inflamacdo as da histamina,
ou seja, vasoconstri¢do inicial, e juntamente com outros mediadores na vasodilatacdo e no
aumento da permeabilidade vascular (RACKE; SCHWORER, 2000).

A expressdo génica é regulada por fatores de transcricdo, 0s quais sdo elementos
protéicos que se ligam as regides promotoras dos genes, sendo este 0 mecanismo primario de
controle dos processos bioldgicos (NIMWEGEN, 2003). O NF-xB se liga a fita de DNA e
ativa a transcrigdo de genes envolvidos no processo inflamatorio. A expressdo de muitas
proteinas, incluindo todas as citocinas pro inflamatorias, quimiocinas, e enzimas da cascata do
acido araquidoénico, séo reguladas pelo fator de transcricdo NF-kB. Em células normais, NF-
kB esta ligado a uma proteina inibidora 1kB, formando o complexo I-kappa B presente no
citoplasma (BALDWIN, 1996; PAHL, 1999; MEDZHITOV; HORNG, 2009; HAYDEN;
GHOSH, 2012).

Uma variedade de estimulos inflamatérios, tais como infeccbes bacterianas, o
lipopolissacarideo, lesdes, irradiacGes ultravioletas, e citocinas (TNF-o e I1L-1), ativam o NF-
kB por fosforilagdo do complexo I-kappa B através da ativacdo da IkB-quinase e,
posteriormente, degradacdo do Complexo I-Kappa B. Quando liberado NF-xB é entdo

translocado para o ndcleo e liga-se a0 DNA e ativa a transcricdo de muitos genes, incluindo
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de citocinas pré inflamatorias, quimiocinas, TNF-a, IL-1, mieloperoxidase, moléculas de
adesdo (ICAM-1, VCAM, ELAM-1, E-selectinas), fosfolipidios A2, lipoxigenase, a COX-2,
INOS (BALDWIN, 1996; PAHL, 1999; HAYDEN; GHOSH, 2012).

A ativagdo anormal do NF-kB esta envolvida nas doengas inflamatdrias degenerativas
crbnicas, tais como asma, artrite reumatoide, doenca inflamatoria do intestino, aterosclerose e
doenga de Alzheimer (PODOLSKY, 1991; ROSS, 1993; COLLINS; CYBULSKY, 2001;
TAK; FIRESTEIN, 2001; MEDZHITOV; HORNG, 2009).

1.2.4.1 Heme oxigenase

A HO é uma enzima encontrada no reticulo endoplasmatico de diferentes células e
tecidos e estd envolvida na degradacdo de grupos heme. A clivagem oxidativa do grupo
resulta na formacgédo de mondxido de carbono (CO), Ferro (Fe) e biliverdina (BV), que logo é
convertida em bilirrubina citosolica através da acdo da enzima biliverdina redutase (MAINES,
1988; SHIBAHARA, 1988; KIRKBY; ADIN, 2006; RYTER et al, 2006).

Os produtos derivados da HO apresentam atividades biol6gicas importantes no
processo inflamatério. O CO tem acdo semelhante a do dxido nitrico na geracdo de
monofosfato ciclico de guanosina, na vasodilata¢do e inibicao de citocinas pré inflamatorias
(RODGERS et al., 1996). A BV, que é reduzida pela biliverdina redutase, formando a
bilirrubina, um potente agente oxidante. O Fe, que € reutilizado na formacdo de uma nova
molécula heme (MAINES, 1997; KIRKBY; ADIN, 2006; RYTER et al, 2006; ABRAHAM;
KAPPAS, 2008).

Em mamiferos, foram identificadas trés enzimas HO distintas: HO-1, a HO-2 e a HO-
3. Estas sdo produtos de diferentes genes, e seus padrfes de expressdo variam amplamente
entre diferentes tipos celulares e tecidos. A HO-1 é altamente indutivel em tecidos como o
coragdo, rins, figado, vasos sanguineos, baco, pulmdes e outros (ABRAHAM; KAPPAS,
2008)

A inducdo de HO-1 é considerada como moduladora da resposta adaptativa e
diretamente relacionada com a protegdo da célula na presenca de lesdo oxidativa ou
inflamatoria. Por outro lado, a HO-2 é constitutivamente encontrada no endotélio e exerce o
papel de regulador fisioldgico da funcdo celular, estando presente nas camadas média e
adventicia dos vasos sanguineos, testiculos e encéfalo (WATANABE et al., 2005), e por fim,
a HO-3 foi recentemente descrita no encéfalo (MCCOUBREY et al., 1997; ALCARAZ et al.,
2001). A producédo de HO-1 é elevada em células inflamatorias durante a fase de resolucéo da
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inflamacdo, seu envolvimento em processos inflamatérios ja esta bem estabelecido na
literatura (KIRKBY; ADIN, 2006; RYTER et al, 2006; MUZ et al, 2008). Dentro deste
contexto, podem ser identificadas diferentes funcbes da molécula heme na inflamacéo, bem
como dos produtos da sua reacdo. Por outro lado, dentre os produtos originados da quebra do
grupamento heme pela HO-1, o CO &, possivelmente, o principal fator envolvido nas funcdes
protetoras e anti-inflamatorias da enzima (WILLIS et al., 1996; MARKS, 1994; ABRAHAM;
KAPPAS, 2008).

Sobre os mecanismos reguladores da expressao e da atividade da HO, o gene da HO-2
é responsivo somente aos glicocorticdides. Ja o gene da HO-1 responde a um grande ndmero
de estimulos, como por exemplo, os gerados pelo estresse oxidativo, hipertermia, estimulos
inflamatorios e farmacos anti-inflamatorios, como os anti-inflamatdrios ndo esteroidal
(AINES) e corticdides (CABLE et al., 1997; ABRAHAM; KAPPAS, 2008; GRANJEIRO et
al., 2011). Varios estudos demonstram que HO-1 e seus derivados funcionam em uma vasta
gama de processos que podem ser ligados a fase de resolucdo da inflamacdo, tendo os
macrofagos como alvo critico (OTTERBEIN et al., 2000; VICENTE et al., 2003.; RYTER et
al., 2006; MUZ et al, 2008).

J& e consenso na comunidade cientifica os efeitos da HO-1 na inflamacdo aguda, tendo
a producdo de citocinas pré inflamatorias e quimiocinas, tais como IL-1p, IL-6, IL-8 € TNF-a,
inibidas pela expressdo da HO-1 através da inibicdo da fosforilacdo da I-kB e da regulacdo da
ativacdo de fatores de transcricdo (NF-xB, AP-1) (WIESEL et al., 2000; LEE et al., 2003;
RYTER et al., 2006; MIYAMOTO et al., 2003; KOBAYASHI et al., 2006; OH et al., 2006;
ABRAHAM; KAPPAS, 2008).

Tem sido demonstrado que HO-1 reduz a producdo de citocinas pro inflamatorias
(TNF-a, IL-6, IL-8) por linhagens de células sinoviais na artrite reumatoide (KOBAYASHI et
al., 2006; MUZ et al, 2008), e atenua a inflamagdo induzindo a producdo de osteoclastos
(ZWERINA et al., 2005), sugerindo uma acdo moduladora na inflamacdo crénica. A
expressdao de COX-2 também é regulada pela HO-1, onde foi verificado que o aumento da
expressdao de HO-1 esta diretamente associado com a diminuicdo da expressdo de COX-2
(HAIDER et al., 2002; RYTER et al., 2006; GRANJEIRO et al., 2011).

Vaérios estudos relataram a influéncia da HO-1 na atividade anti-inflamatoria e
imunossupressora de alguns compostos, derivados de plantas ou algas, correlacionando os
resultados com a ativacdo ou 0 aumento da expressao da HO-1 e com a poténcia do efeito
anti-inflamatério (ALCARAZ et al., 2000; HO et al., 2007; VANDERLEI, et al.,2011; LEE
et al., 2012), sendo considerada um alvo terapéutico em potencial no tratamento de doencas



28

inflamatérias (RYTER et al.,, 2006; ABRAHAM; KAPPAS, 2008; GRANJEIRO et al.,
2011).

1.2.5 Farmacos analgésicos e anti-inflamatorios

Vérias abordagens terapéuticas visam o tratamento da dor e da inflamacéo, entre elas
destacamos o uso de farmacos na resolucdo de disturbios patoldgicos que podem
comprometer a qualidade de vida, limitando as atividades diarias e profissionais, afetando
suas relagcbes emocionais, sociais e familiares e implicando ainda em aumento dos gastos
financeiros para os servicos publicos de saude (MENDES, 2001).

Os anti-inflamatorios sdo medicamentos capazes de conter e reverter a inflamacéo,
seja ela de origem sistémica ou local. Eles devem apresentar rapidez de acdo, poténcia
analgeésica e seguranca no uso. Os AINES e os glicocorticoides sdo extensamente empregados
em todos os campos da medicina.

Os AINEs apresentam propriedades analgésicas, anti-inflamatorias e antipiréticas,
agem principalmente na supressdo da COX-1 e 2, inibindo a liberacdo de seus derivados,
como as prostaglandinas envolvidas nos mecanismos patogénicos da dor, inflamacdo e febre.
Sao farmacos importantes para promover rapida supressdo da resposta inflamatdria tanto
aguda, quanto crénica (GENE et al., 2009). Dentre eles, os mais usados na clinica médica
destacam-se os Salicilatos (aspirina), acetaminofeno, indometacina e os inibidores da COX-2
(nimesulide e meloxicam).

Entretanto, a limitacdo do uso dos AINES decorre do fato da ocorréncia de efeitos
adversos, tais como risco aumentado de infarto do miocéardio, acidentes cerebrovasculares,
insuficiéncia cardiaca e renal, hipertensao arterial, além de problemas gastrointestinais, como
gastroduodenite, Ulcera gastrica e hemorragias (BATLOUNI, 2010).

Os glicocorticoides sdo muito utilizados em terapia de doencas do sistema
imunologico e na prevengdo e/ou tratamento da rejeicdo de transplantes e suas acfes anti-
inflamatorias se devem, principalmente a inibicdo do gene da COX 2 e a indugdo da proteina
lipocortina, a qual inibe a enzima fosfolipase A,. Além disso, reduzem a producdo de
citocinas prd inflamatorias, tais como TNF-o e IL-1(ADCOCK et al., 2005).

A dexametasona e a hidrocortisona sdo alguns exemplos de glicocorticoides mais
usados na clinica e exercem inibicdo do processo inflamatério, tanto nas manifestacoes
iniciais quanto crénicas. Inibem a migracdo celular para &rea agredida, por meio da supressdo

de moléculas de adeséo e da inibicdo de proteinas envolvidas na acdo da fosfolipase A2 e na
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liberagdo de &cido araquiddénico. O complexo formado esterdide-receptor também inibe a
transcricdo de citocinas (IL-1 e TNF-a) envolvidas no processo inflamatdrio cronico, bem
como promove repressdo da sintese de receptores, como o receptor IL-2 (ADCOCK et al.,
2005). Dentre seus principais efeitos adversos citam-se a osteoporose, fraqueza muscular,
Ulceras pépticas, hipertensdo, diabetes, hiperlipidemia, artrite, insuficiéncia cardiaca,
glaucoma, sindrome de Cushing ,supressdo adrenal, entre outros (MCDONOUGH et al.,
2008; LANSANG; HUSTAK, 2011).

Assim, observa-se que grande parte das drogas analgesicas e anti-inflamatorias
disponiveis comercialmente exercem uma ampla gama de efeitos indesejaveis que podem
restringir seu uso. Neste sentido, a busca de alternativas eficazes e seguras ainda representa
um desafio da pesquisa pré-clinica e clinica.

Muitos polissacarideos sulfatados de algas marinhas tém apresentado efeitos
antinociceptivos e anti-inflamatorios, ganhando atencdo como moléculas bioativos com
potencial biotecnoldgico, despertando o interesse de pesquisadores (ARAUJO et al., 2011;
COURA et al., 2011; VANDERLEI et al., 2011; PATEL, 2012; RODRIGUES et al., 2012).

1.3 Algas marinhas

1.3.1 Consideragdes Gerais

As algas sdo organismos clorofilados, autotréfos, que ndo possuem tecidos
especializados, nem vasos condutores. Compostas por um grupo heterogéneo, variando desde
pequenos organismos unicelulares (célula isolada ou agrupadas em coldnias) até seres
pluricelulares, com forma bastante complexa e diferenciada (LEE, 1999; BARSANTI;
GUALTIERI, 2006).

S&@o classificadas em dois grupos principais: as macroalgas, que sd0 seres
pluricelulares, que ocupam a zona litoranea, lagos e rios e as microalgas, que sao encontradas
em habitat benténico e no litoral, além dos fitoplancton presente nos oceanos. As macroalgas,
do ponto de vista botanico, sdo classificadas de acordo com a estrutura fisica, funcéo e ciclo
reprodutivo em 3 principais filos: Phaeophyta (algas pardas), Rhodophyta (algas vermelhas) e
Chlorophyta (algas verdes) (VIDOTTI; ROLLEMBERG, 2004).

As algas do filo Phaeophyta, de coloragdo parda ou marrom sdo ricas em pigmentos
xantofilicos e fucoxantinas, que mascaram a presenca de outros pigmentos como a clorofila a

e ¢ e B-carotenos que sdo encontrados em menores propor¢des (VIDOTTI; ROLLEMBERG,
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2004). As reservas alimentares de algas marrons normalmente séo polissacarideos complexos
e alcoois superiores, tendo a laminarina como o carboidrato principal. Nas paredes celulares
sdo predominantes a celulose e acido alginico. Nos ultimos anos muitos metabolitos bioativos
vém sendo isolados com diferentes atividades farmacologicas (EL GAMAL, 2010).

As Rhodophyta recebe a cor vermelha devido a dominancia dos pigmentos ficoeritrina
e ficoticianina sobre a clorofila a, B-carotenos e xantofilas. Nas paredes celulares é
encontrado celulose, agar e carragenana (PERCIVAL; McDOWELL, 1967; VIDOTTI;
ROLLEMBERG, 2004).

A caracteristica da cor verde de algas Chlorophyta é principalmente devido a grande
presenca de clorofila a e b, chegando na mesma proporgéo das plantas superiores (VIDOTTI,
ROLLEMBERG, 2004). A divisdo Chlorophyta, em especial, representa 0 grupo mais
diversificado dentre todas as algas (morfologia, estrutura e ciclo de vida), compreendendo
aproximadamente 17.000 espécies e ocorrendo em diversos ambientes costeiros do mundo.
Hé& poucos relatos de novos metabdlitos secundarios entre as Chlorophyta em relagdo a outras
algas (EL GAMAL, 2010; RODRIGUES et al,. 2012).

1.3.2 Género Caulerpa

Dentre as ordens de algas verdes frequentemente encontradas na costa brasileira
destaca-se a ordem Caulerpales, a qual inclui espécies essencialmente marinhas e de aguas
tropicais, apresentando organizacdo filamentosa formando diversas trabéculas de parede
celular, e constituidos, geralmente, de um talo rastejante fixado ao substrato através de uma
por¢do rizomatosa que se expande ao longo do “solo”, fixando-se através de rizoides. Ao
longo de toda a sua porgéo rizomatosa séo encontrados ramos eretos que podem se apresentar,
em formatos de folhas, penas, pinheiros e cachos de uva, dependendo da espécie. Estudos
envolvendo taxonomia e distribuicdo de algas do género Caulerpa coletadas na costa
brasileira descrevem o elevado polimorfismo desse grupo (OLIVEIRA et al.,, 2005;
BRAYNER et al.,, 2008). As algas do género Caulerpa, frequentemente, encontradas no
litoral brasileiro sdo Caulerpa cupressoides (Vahl) C. Agardh, C. mexicana Sonder ex
Kitzing, C. prolifera (Forsskal) J. V. Lamouroux, C. racemosa (Forsskal) J. Agardh e C.
sertularioides (S. G. Gmelin) M. Howe, as quais podem até ser vistas na formar de tapetes
verdes na zona entre marés (BRAYNER et al., 2008; MARINHO-SORIANO et al., 2008). e
destituida de celulose e sim constituida de polimeros de xilana e manana ligadas através de
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ligagBes B-1,3 e B-1,4, respectivamente (LEE, 1999). oriunda de agua de lastro de navios,
aquicultura e aquarios,

A invasdo biologica ou acidental de algas desse género em sistemas ambientais
marinhos também tem sido a causa de grande preocupacdo em algumas regides do mundo,
devido a notavel capacidade de crescimento vegetativo das Caulerpaceae, que colonizam
diferentes tipos de substratos e profundidades de até 40 m na coluna d’agua, tornando dificil
seu controle populacional. A acdo invasora desses organismos resulta em competi¢cdo com as
espécies bentbnicas nativas e interferindo no equilibrio do ecosistema local (VERLAQUE,
1994; PIAZZI et al., 2001; RUITTON et al., 2005; PIAZZI; CECCHERELLI, 2006).

Por outro lado, pesquisas relatam a ocorréncia de produtos naturais com agdes
anticoagulante, antitrombotica, antiviral, antitumoral, apoptotica, antiproliferativa,
antinociceptiva e anti-inflamatoria isolados de algumas espécies do género Caulerpa,
despertando assim o interesse em Biotecnologia (GHOSH et al., 2004; JI et al., 2008;
COSTA, L etal., 2010; COSTA, M et al., 2011; RIBEIRO, 2012; RODRIGUES et al., 2012).

1.3.3 Aplicacdes Biotecndélogicas de Algas Marinhas

Historicamente, a indUstria das algas responde por uma grande variedade de produtos,
movimentando cifras na ordem de bilhdes de ddlares. As macroalgas marinhas tém sido
utilizadas ao longo do tempo para as mais variadas finalidades, tais como: fontes de alimento,
especialmente na China e no Japao; complemento nutricional (vitaminas e minerais) ou como
agentes terapéuticos para tratamento de muitas doengas (SMIT, 2004; EL GAMAL, 2010).

Antes da década de 1950, as propriedades medicinais das algas estiveram restritas a
terapéutica da medicina tradicional ou alternativa. Durante as décadas 70, 80 e 90, ocorreu um
incremento nas pesquisas de novos compostos bioldgicos com atividades ou propriedades
farmacologicas derivados de algas marinhas, diminuindo apés a década de 90, com uma maior
atencdo dada aos micro-organismos marinhos (LINCOLN et al., 1991; MAYER;
LEHMANN, 2000; KELECOM, 2002, MAYER, 2011).

Nos Ultimos anos as empresas farmacéuticas passaram a investigar organismos
marinhos, incluindo algas, com a finalidade de obter novas drogas a partir de produtos
naturais. Estes produtos, também vém sendo cada vez mais utilizados nas pesquisas médicas e
bioquimicas (SMIT, 2004; MAYER, 2011; PATEL, 2012).

Importantes substancias bioativas identificadas em macroalgas nas Ultimas trés

décadas, tém apresentado grande variedade de propriedades, variando desde o tipo do
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composto a sua estrutura quimica, assim como atividades com possibilidade de ser um
medicamento ou possuir algum valor para a industria farmacéutica (SMIT, 2004; EL
GAMAL, 2010; MAYER, 2011; PATEL, 2012).

De todos os produtos de algas, os hidrocoldides tém maior importancia, atingindo
significado valor comercial através da sua utilizagdo em diversas industrias que exploram as
suas propriedades fisico-quimicas, tais como: gelificante, de retengdo da dgua e emulsificante,
sendo 0s outros biopolimeros pouco valorizados pela industria mundial. Dentre esses
hidrocoldides, as carragenanas sdo comumente usadas na industria alimenticia como aditivos,
na forma de espessantes e gelificantes para iogurtes, achocolatados e preparados (RENN,
1997; MELO et al., 2002; CAMPO et al., 2009; SILVA et al., 2010; JIAO et al., 2011; EL
GAMAL, 2010; PATEL, 2012).

Algas vermelhas sdo consideradas como a fonte mais importante de muitos
metabdlitos biologicamente ativos em comparacdo com outras classes de algas. Os géneros
Gracilaria, Gelidium e Pterocladia sdo usados na fabricacdo do &gar, amplamente utilizado
como meio de crescimento para microrganismos e variadas aplicaces biotecnoldgicas. (EL
GAMAL, 2010).

1.4 Polissacarideos Sulfatados

1.4.1 Consideracdes Gerais

Polissacarideos sulfatados (PS) sdo polimeros complexos e heterogéneos formados de
unidades repetitivas de agucares carregados negativamente devido, principalmente, a presenca
de radicais sulfatados. A biossintese desses compostos esta amplamente distribuida no reino
animal, vegetal e no reino protista, no qual se incluem as algas marinhas (PERCIVAL,;
McDOWELL, 1967; MATHEWS, 1975; AQUINO et al., 2005, ELOY, 2012).

Nos animais os PS sdo conhecidos como glicosaminoglicanos (GAGS), unidos em
cadeias e ligados a uma proteina de membrana ou uma proteina secretora formando
proteoglicanos (NELSON; COX, 2008). Os glucosaminoglicanos, tais como a heparina (HEP)
e os galactosaminoglicanos, como o condroitim sulfato (CS) e o dermatam sulfato (DS), sdo
0s GAGs sulfatados mais conhecidos, contém grande massa molecular e estdo envolvidos em
varias funcBes fisioldgicas, como lubrificacdo, coagulacdo, suporte de tecidos e
reconhecimento celular. (KJELLEN; LINDAHL, 1991; NELSON; COX, 2008). Nas algas 0s

PS estdo amplamente distribuidos nos tecidos, principalmente na parede celular, conferindo a
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esses organismos protecdo, suporte, forma, rigidez e elasticidade aos tecidos neles

encontrados.

1.4.2 Polissacarideos Sulfatados de Algas Marinhas

Os PS sé@o os principais constituintes da matriz extracelular das algas marinhas,
conferindo-lhes flexibilidade. Sua ocorréncia esta relacionada com atividades fisiologicas
importantes como na manutencdo e adaptacdo a ambientes de estresse, conferindo-lhes
fungBes de regulacdo ibnica, mecénica e osmotica, aléem de agirem como mecanismo de
defesa as respostas ambientais (ANDRADE et al., 2010; AQUINO et al., 2005).

A complexidade e a heterogeneidade, assim como o rendimento dos PS varia entre
diferentes espécies de algas, com o periodo de coleta, localizacdo e com as condicdes
climaticas e ambientais (PERCIVAL; McDOWELL, 1967; FRIEDLANDER,;
ZELIKOVITCH, 1984; FARIAS et al., 2000; VASCONCELOS, et al., 2011). Além destes
fatores, a utilizacdo de diferentes protocolos na extracdo de polissacarideos, tais como 0 uso
de solventes de precipitacdo e metodologias enzimaticas, influenciam no rendimento, nas
propriedades fisico-quimicas e nas atividades biol6gicas dessas moléculas, podendo ser um
fator determinante para suas aplicacdes nos diferentes setores econdmicos (PERCIVAL;
McDOWELL, 1967; CAMPO et al., 2009; RODRIGUES et al., 2009).

Os PS estdo representados nas Rhodophytas por galactanas (agaranas e/ou
carragenanas), nas Phaeophytas por fucanas e, nas Chlorophytas, por arabino-galactanas,
ramnanas e ulvanas (PERCIVAL; McDOWELL, 1967).

A divisdo Chlorophyta, em especial, representa 0 grupo com maior diversidade de
polissacarideos. Dentre todas as espécies de algas, a ordem Ulvales, apresenta as ulvanas, que
sdo compostos por diferentes seqliéncias quimicas baseadas principalmente em dissacarideos
de ramnose, acido glucurénico e xilose (PERCIVAL; MCDOWELL, 1967; LAHAYE;
ROBIC, 2007). Os géneros Clodophora, Chaetomorpha, Caulerpa e Codium apresentam PS
constituidos por D-galactose, L-arabinose e D-xilose em diferentes proporc6es, denominados
arabino-galactanas, pois sdo heteropolissacarideos aniénicos pouco repetitivos, apresentando-
se, geralmente, bastante ramificados, complexos e constituidos de unidades predominantes de
monossacarideos ou dissacarideos constituidos de galactose e arabinose (PERCIVAL,
McDOWELL, 1967).

A literatura vem mostrando varios estudos relacionando os PS isolados de macroalgas

marinhas com atividades de regulacdo nos processos inflamatorios, tanto pré quanto anti-
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inflamatérios (WEIZAI et al,. 2008; ANANTHI et al,. 2010; ARAUJO et al,. 2011;
VANDERLEI et al,. 2011; RODRIGUES et al,. 2012).

1.4.3 Atividades Bioldgicas de PS de Algas do Género Caulerpa

Dentre as atividades testadas, os PS de algas verdes s&o 0os menos estudados quanto as
suas estruturas e atividades biologicas, principalmente quando comparados aos de algas
vermelhas. Isto pode ser explicado pelo fato dos PS de algas verdes apresentarem uma maior
heterogeneidade estrutural, o que dificulta o entendimento da relacdo dos PS com sua
atividade bioldgica (POMIN; MOURAO, 2008).

Os PS de algas verdes do género Caulerpa tém sido relatados como moduladores de
uma série de funcbes bioldgicas, como visto em estudos de atividades antitumoral (COSTA,
L. et al., 2010; JI et al., 2008), antiproliferativa (COSTA, L. et al., 2010), antiviral (GHOSH
et al., 2004), anticoagulante (RODRIGUES et al., 2010; COSTA, M. et al., 2011),
antitrombdtica (RODRIGUES et al., 2011), antioxidante (COSTA, L. et al., 2010; COSTA,
M. et al., 2011) antinociceptiva e anti-inflamatéria (RODRIGUES et al., 2012; RIBEIRO,
2012). Apesar da variedade de atividades testadas, estudos demonstrando as relagdes entre
estrutura e funcdo de PS ndo estdo claramente estabelecidos devido as dificuldades com a
determinacéo das suas estruturas (POMIN, 2010; PATEL, 2012).

Os estudos relatados até o presente momento demonstram que os PS de algas marinhas
verdes podem interferir na resposta a dor e no processo inflamatério. Entretanto, ainda sédo
poucos os estudos descrevendo efeitos de PS de algas verdes em modelos de inflamacéo,
principalmente in vivo, porém o interesse desses compostos na atividade inflamatoria vem
crescendo nos dltimos anos (WIJESEKARA et al,. 2011, PATEL, 2012). Portanto, o
entendimento dos efeitos desses compostos na resposta inflamatoria e na nocicepcdo é

importante para o desenvolvimento de novos agentes farmacoldgicos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar os efeitos dos polissacarideos sulfatados totais (PST) da alga marinha verde

Caulerpa mexicana em modelos cléassicos de nocicepgdo e inflamacéo.

2.2 Especificos

e Extrair enzimaticamente e determinar o rendimento dos PST da alga Caulerpa
mexicana;

e Caracterizar quimicamente os PST da alga C. mexicana;

e Avaliar o efeito antinociceptivo dos PST através dos modelos classicos de
contorgdes abdominais induzidas por acidos acético e testes da formalina e da placa quente
em camundongos;

e Avaliar o efeito anti-inflamatoério dos PST utilizando os ensaios de edema de pata
induzidos por carragenana e dextrana e dosagem da enzima mieloperoxidase em ratos;

e Investigar o0 mecanismo de acdo do efeito anti-inflamatério dos PST através do
ensaio de edema de pata induzido por histamina e serotonina em ratos;

e Investigar a participacdo da via heme oxigenase no efeito anti-inflamatéria dos
PST;

e Avaliar a toxicidade dos PST por dose Unica em camundongos, através da analise
de parametros bioquimicos e histolégicos dos 6rgdos (coracao, figado, bago, timo, linfonodo e

rim).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

3.1.1 Alga marinha

A alga marinha verde Caulerpa mexicana (FIGURA 1) foi coletada na praia de
Flecheiras no municipio de Trairi - Ce, em agosto de 2011 durante a maré baixa (-0,1 a 0,3
m). Em seguida acondicionada em sacos plasticos e transportada ao laboratério em recipiente
isotérmico, onde foram limpas, tendo as epifitas removidas, e lavadas com &gua corrente e
depois estocadas a -20 °C, para posterior utilizacdo. Em um segundo momento as algas foram
descongeladas, novamente lavadas com agua corrente e secas a temperatura ambiente, depois
triturada em moinho elétrico e armazenada a temperatura ambiente, em recipiente plastico,
tampado e ao abrigo da luz.

Uma exsicata da espécie foi depositada no Herbario Prisco Bezerra do Departamento

de Biologia da Universidade Federal do Ceara sob o nUmero 47304.

Figura 1 - Espécime da alga marinha verde Caulerpa mexicana

Filo: Chlorophyta

Classe: Ulvophyceae

Ordem: Caulerpales

Familia: Caulerpaceae

Género: Caulerpa

Espécie: Caulerpa mexicana

Nome botanico: Caulerpa mexicana
Sonder ex Kiitzing

Fonte: www.algaebase.com

Fonte: Acervo do proprio autor.
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3.1.2 Animais

Foram utilizados ratos machos Wistar e camundongos Swiss (machos e fémeas)
obtidos do Biotério Central da Universidade Federal do Ceara e mantidos no Biotério de
Experimentagdo do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular — UFC.

A autorizagdo para o uso dos animais nos experimentos foi obtida junto a Comisséo de
Etica em Pesquisa Animal da Universidade Federal do Ceara (CEPA — UFC) como parte do
projeto “Compostos bioativos de algas marinhas: bases moleculares, implicagdes terapéuticas

e industriais” aprovado sob o processo de nimero 80/10.

3.2 Métodos

3.2.1 Extragéo dos PST da alga C. mexicana

Para extracdo dos PST, 5 g da alga seca foi hidratada em 250 mL de tampao acetato de
sodio 0,05 M, pH 6,0 com 1020 mg de papaina, 5 mM de cisteina e 5 mM de EDTA,
mantendo-se em banho-maria a 60 °C por 6 horas e posteriormente filtrado. Este foi
submetido a uma precipitacdo dos PS através da adicdo de 16 mL de uma solucdo a 10% de
cloreto de cetilpiridinio (CPC), por 2 horas a temperatura ambiente. A mistura foi entdo
centrifugada (2.560 x g; 20 min, 5 °C), o sobrenadante descartado e o precipitado lavado com
610 mL de uma solucdo 0,05% de CPC, centrifugado, nas mesmas condicdes descritas
anteriormente, e dissolvido em 172 mL de uma solugéo de NaCl 2 M: etanol (100:15,v/v). Os
PS foram precipitados com 305 mL de etanol absoluto (24 h a 4 °C). O precipitado obtido
apos centrifugacdo foi lavado duas vezes com 305 mL de etanol 80% e uma vez com etanol
absoluto, sempre seguido de centrifugaces nas mesmas condigdes descritas anteriormente. O
material obtido foi entdo dialisado contra dgua destilada, liofilizado e denominado de PST
(FARIAS et al., 2000).
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3.2.2 Analises quimica e fisico-quimica dos PST da alga C. mexicana

3.2.2.1 Determinacao do teor de carboidratos totais

Os CT foram determinados pelo método do fenol-&cido sulfurico (DUBOIS et al.,
1956). As leituras foram realizadas em espectrofotdmetro a 492 nm (MASUKO et al., 2005).

A D-galactose foi utilizada para a obtencdo da curva-padréo.

3.2.2.2 Determinacéao do teor de sulfato

Foi determinado por hidrdlise acida (HCI 1 M, 5 horas, 105 °C) por turbidimetria e as
leituras realizadas em espectrofotdmetro a 500 nm pelo método da gelatina-bario
(DODGSON & PRICE, 1962). O sulfato de sédio foi utilizado para a obtencdo da curva

padréo.

3.2.2.3 Determinacao do teor de proteinas contaminantes

O teor de PC nas solugdes de PST foi obtido segundo o método de Bradford (1976),
utilizando Albumina Sérica Bovina (BSA) para obtencdo da curva padréo.

3.2.2.4 Eletroforese em gel de agarose

Os PST foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 0,5% (Bioagency, Sao
Paulo, SP) em tampéo 1,3 - acetato diaminopropano 50 mM (pH 9,0). Os PST (10 pg) foram
aplicados no gel e a corrida realizada em voltagem constante (110 V) durante 1 h. Apos o
procedimento, os PST presentes no gel foram fixados com uma solucdo de N-cetil-N,N,N-
brometo de trimetilaménio a 0,1% por 24 horas. Em seguida, o gel foi corado com azul de
toluidina a 0,1% e descorado com uma solucdo contendo etanol absoluto, agua destilada e
4cido acético concentrado (4,95: 4,95: 0,1; v'v''v'), como descrito por Dietrich e Dietrich
(1976).

Devido a inexisténcia de padrdes de polissacarideos obtidos de algas marinhas,
glicosaminoglicanos de animais (condroitim 4-sulfato (CS; ~40 kD), dermatam sulfato (DS;
~20 kD), heparam sulfato (HS; ~10kD)) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) foram
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utilizados para a caracterizagdo dos PST obtidos da alga quanto aos padrdes e densidades de

cargas negativas.

3.2.2.5 Espectroscopia de absor¢éo na regido do infravermelho (1V)

Espectros na regido do infravermelho dos PST foram obtidos em espectrofotometro
PERKIN ELMER SPECTRUM 100, utilizando-se pastilhas de KBr, na regido de 4000 a 500

cm™,

3.2.3 Atividade antinociceptiva

Os ensaios de nocicepcdo foram realizados utilizando camundongos Swiss machos
(20-25 g; n=6). Os animais receberam 0s seguintes tratamentos 30 min antes do estimulo
nociceptivo: PST (5, 10 ou 20 mg/Kkg; i.v.), salina estéril (0,9%; i.v.) como controle negativo;
indometacina (5 mg/kg; s.c), um AINES néo especifico para COX e morfina (5 mg/kg; s.c.),
um opidide, como controles positivos. Apos 30 minutos foram submetidos aos testes de

contorgdes abdominais, formalina e placa quente como descritos logo abaixo.

3.2.3.1 Teste de contorgdes abdominais induzidas por acido acético

O teste de contor¢des abdominais induzidas por acido acético é um modelo classico de
nocicepcdao, em que apdés a injecdo intraperitoneal do agente nociceptivo, observam-se
respostas que consistem em uma sequiéncia de contor¢des no abdémen acompanhadas por
extensdo dos membros inferiores. As contor¢Bes abdominais foram induzidas por acido
acético 1 % (i.p.), segundo o método descrito por Koster et al. (1959). Apds administracdo do

acido acético, o numero de contorcdes foi registrado durante 30 minutos.

3.2.3.2 Teste da formalina

O teste da formalina caracteriza-se por apresentar resposta bifésica distinta a um
estimulo quimico, sendo a primeira fase denominada neurogénica e a segunda fase,
denominada de inflamatoria (HUNSKAAR et al., 1985). ApGs a injecdo intraplantar de
formalina (1% v/v; 20 pl/ pata) na pata traseira direita do animal, foi registrado o tempo gasto
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pelo animal para lamber a pata durante dois periodos: a 12 fase, de 0-5 min (fase neurogénica)
e 22 fase, de 20-25 min (fase inflamatdria).

3.2.3.3 Teste da placa quente

A atividade analgésica central foi avaliada pelo teste da placa quente segundo o
método de Eddy e Leimbach (1953), que consiste em registrar o tempo (s) que 0s animais,
guando em contato com uma placa de metal aquecida (51+1 °C), levam para manifestar uma
resposta, que corresponde ao ato de retirar ou lamber a pata traseira e/ou saltar. Este teste é
especifico para verificar a nocicepcdo central. Os animais primeiramente sdo familiarizados
com a placa quente, para observacao do tempo de reacdo controle. Os animais que apresentam
um tempo de reacao superior a 10 segundos sdo descartados do teste. As respostas ao estimulo
térmico foram registradas nos intervalos de 30, 60 e 90 min apds os tratamentos, sendo 0

tempo de reacdo observado por no méaximo 40 s em cada intervalo.

3.2.4 Atividade anti-inflamatéria

Os ensaios de inflamag&o foram realizados utilizando ratos Wistar machos (180-250 g;
n=6). Os animais receberam os seguintes tratamentos 1 h antes do estimulo inflamatério: PST
(5, 10 ou 20 mg/kg; s.c.), salina estéril (0,9%; s.c.) como controle negativo e dexametasona

(Img/kg; s.c) como controle positivo.

3.2.4.1 Edema de pata induzido por carragenana

O edema de pata induzido por A-carragenana (Cg) foi realizado segundo o método de
Winter et al. (1962). A Cg (500 pg/pata) foi administrada por via s.c. na pata direita traseira
do rato. Um grupo adicional recebeu apenas solucéo salina estéril (0,9%; s.c.). Os volumes da
pata direita traseira de cada rato foram medidos através de hidropletismémetro antes da
injecdo do estimulo inflamatdrio (tempo zero) e nos intervalos de 1, 2, 3 e 4 horas ap0s a
administracdo do agente flogistico. O edema foi calculado como a diferenca entre o volume
de liquido (ml) deslocado pela pata em relacdo ao tempo do volume basal (tempo zero). Ao
término do ensaio, os animais foram eutanasiados com cloral hidratado (20%) e a porcao
inferior da pata foi extraida e conservada (-80 °C) para a posterior dosagem de

mieloperoxidase (MPO).
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3.2.4.2 Determinagéo da atividade de mieloperoxidase

A determinacdo da atividade de MPO no tecido foi realizada segundo Bradley et al.
(1982). Para tanto, 50 mg de tecido da pata foi homogeneizado em 1 ml tampéo fosfato de
potéssio 50 mM, pH 6,0, contendo 0,5% de brometo de hexadecitrimetilaménio, utilizando
um homogeneizador Polytron (dois ciclos de 10 s). Apos centrifugacdo a 4000 x g por 12 min
a 4 ° C, amostras dos sobrenadantes (7 pL) foram adicionadas ao tampao fosfato (200 pL)
contendo diidrocloreto de o-dianisidina 1 mM e perdxido de hidrogénio 0,0005% em
microplaca de 96 pocos. A leitura foi lida a 450 nm tomando duas leituras em intervalos de 60
s. Foi considerado que 1 unidade de MPO converte 1 pumol de H,O, em 1 min a 22 °C
causando uma mudanca na absorcdo de 1,13 x 10 nm/min. Os resultados foram expressos

como unidades de MPO/mg de tecido.

3.2.4.3 Edema de pata induzido por dextrana

O modelo do edema de pata induzido por dextrana foi realizado segundo Maity et al.
(1998). A dextrana (400 pg/pata) foi administrado por via subcutanea na pata direita traseira.
Os volumes da pata de cada rato foram medidos através de hidropletismémetro antes da
injecdo do estimulo inflamatério (tempo zero) e nos intervalos de 0,5; 1; 2; 3 e 4 horas apds a
administracdo do agente flogistico. O edema foi calculado como a diferenca entre o volume

de liquido (ml) deslocado pela pata em relacdo ao tempo do volume basal (tempo zero).

3.2.4.4 Edema de pata induzido por histamina e serotonina

Inicialmente os animais foram pré-tratados com PST (20 mg/kg; s.c.), 1 h antes da
injecdo dos mediadores inflamatorios histamina (100 pg/pata) e serotonina (20 pg/pata) na
pata traseira direita do rato (MALING et al., 1974).

O volume da pata foi medido pelo hidropletismémetro antes da injecdo dos estimulos
inflamatorios (tempo zero) e durante os intervalos 0,5; 1; 2; 3 e 4h ap6s a administracdo dos
estimulos. Os resultados foram expressos como a variagdo no volume liquido deslocado pela

pata (ml), calculado como a diferenca para o volume basal (tempo zero).
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3.2.4.5 Participagdo da via heme oxigenase no efeito anti-inflamatdrio do PST

A fim de analisar o possivel envolvimento da via heme oxigenase na atividade anti-
inflamatdria, os animais foram pré-tratados com zinco protoporfirina IX (3mg/kg; s.c.)
(FREITAS et al., 2006), seguida da aplicagdo dos PST (20 mg/kg; s.c.), ap6s 1 h. Ap6s mais 1
h, foi injetado carragenana (500 pg /pata). O volume da pata foi medido imediatamente antes
do estimulo (tempo zero) e em intervalos de tempo selecionados (1, 2, 3 e 4h), utilizando um
hidropletismémetro. Os resultados foram expressos como a variacao no volume da pata (ml),

calculado como a diferenca para o volume basal (tempo zero).

3.3 Avaliacéo dos Efeitos Sistémicos dos PST

Com a finalidade de avaliar os possiveis efeitos sistémicos dos PST da alga marinha
verde C. mexicana, administrou-se em camundongos uma dose Unica de PST (20 mg/kg, i.v.)
e em seguida colocados em observacdo, com acesso livre a comida e dgua. Apos 48 h, os
animais foram anestesiados e amostras de sangue coletadas para dosagens bioquimicas (TGO,
TGP, fosfatase alcalina e creatinina) e depois eutanasiados, tendo os 6rgaos retirados e
pesados.

3.4 Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como média + E.P.M. (Erro Padrdo da Média). Para a
verificacdo das diferencas estatisticas entre os grupos foi realizada Analise de Variancia
(ANOVA) e teste de Bonferroni e para valores ndo pareados foi utilizado o Teste de t-

Student. Foi considerado significante p<0,05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Rendimento e Caracterizacéo Parcial dos PST

O rendimento da extracdo enzimatica dos PST a partir de 5 g de alga seca foi de 1,7%.
Esse resultado est& de acordo com os obtidos em outros estudos envolvendo espécies de algas
pertencentes a0 mesmo género, como por exemplo os PST obtidos das algas Caulerpa
cupressoides e Caulerpa racemosa, que apresentaram rendimentos de 3% e 2,2%
respectivamente (RODRIGUES et al. 2011; RIBEIRO, 2012).

Os teores de carboidratos totais solubilizados e de grupos sulfato livre foram de 38% e
21,5%, respectivamente. Ndo foram encontrados contaminantes protéicos nos PST extraidos,
comprovando dessa forma, a eficiéncia do método de extracdo empregado.

Os PST foram submetidos a eletroforese em gel de agarose em tampdo 1,3- acetato
diaminopropano e corados com azul de toluidina para visualizagdo dos constituintes
sulfatados dos polissacarideos e assim avaliar sua densidade de carga e massa molecular
aparente. Foram utilizados como padrdes de massa molecular os glicosaminos glicanos
(GAG) de animais, CS, DS e HS em face da inexisténcia de padrdes de polissacarideos para
algas. Esse procedimento mostrou duas bandas polidispersas, sendo a primeira com
mobilidade eletroforética semelhante ao HS e a outra ao DS (FIGURA 2). Esse resultado
mostrou-se semelhante aos polissacarideos sulfatados totais obtidos da alga verde Caulerpa
cupressoides, pertencente ao mesmo género (RODRIGUES et al., 2011).

No ensaio de eletroforese em gel de agarose em que se utiliza o tampéo 1,3- acetato
diaminopropano, a diamina interage com o0s grupamentos sulfatos presente nos PS,
bloqueando suas cargas, e apenas aqueles grupos sulfatos que ndo interagiram com a diamina,
devido a impedimentos estruturais provenientes de sua conformacdo, € que fazem o

polissacarideo migrar de um p6lo em direcéo ao outro (DIETRICH e DIETRICH, 1976).
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Figura 2 — Eletroforese em gel de agarose do polissacarideos sulfatados totais da alga Caulerpa
mexicana, corada com azul de toluidina
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A coloragdo dos compostos sulfatados pelo azul de toluidina depende da conformacao
que o polissacarideo assume apo6s a corrida eletroforética. Assim, compostos muito sulfatados
podem ndo se corar tdo intensamente, se a conformacdo que ele assumir ndo permitir a

interacdo do azul de toluidina com os grupos sulfato (MELO et al., 2012).

4.1.1 Espectroscopia de Absorcéo na Regido do Infravermelho

O emprego da técnica espectroscépica de infravermelho por transformacéo de Fourier
¢ uma ferramenta importante para auxiliar na caracterizacdo estrutural de polissacarideos
sulfatos de algas marinhas.

A Figura 3 mostra o espectro de IV obtido do PST da alga marinha verde C. mexicana.
O perfil espectral de IV indicou sinais tipicos de absorcdes em 1374; 1251; 815 e 579 cm™
relacionados a presenca de sulfato na estrutura quimica nativa do composto, correspondendo
S-S; S=0; C-0O-S e 0=S=0, respectivamente (MAO et al., 2009; JAULNEAU et al., 2010;
ARAUJO et al., 2011; COSTA, M. et al., 2011).
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Figura 3 — Espectro de 1V na regido entre 4000 a 500 do PST obtido da alga marinha verde Caulerpa
mexicana
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Fonte: Acervo do prdéprio autor.

Sinais caracteristicos do estiramento de ligacdo de acidos urdnicos (1642 e 1406 cm™)
foram detectados nos PST de C. mexicana (Figura 3) correspondendo ao estiramento da
ligacdo (COO’) (ZHANG et al., 2008; RODRIGUES, 2011), além de uma banda em torno de
1051 cm™ tipica de galactana (JAULNEAU et al., 2010). Em adicdo, uma banda de absorco
em torno de 815 cm™ foi observada indicando a presenca da ligagdo C—O-S no carbono 6 da
galactose (MAO et al., 2009; COSTA et al., 2011; SILVA et al., 2005), que vem sendo
relatada como uma caracteristica estrutural comum de polissacarideos sulfatados de algas
marinhas verdes do género Caulerpa (GHOSH et al., 2004; CHATTOPADHYAY et al.,
2007; RODRIGUES et al., 2011)
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4.2 Atividade Antinoceptiva

Ao longo do tempo, tém sido descritos varios estudos relacionados a dor e inflamacao.
Tradicionalmente, vem sendo utilizados modelos classicos com animais para o entendimento
dos mecanismos patoldgicos, das caracteristicas do desenvolvimento e da resolucdo da dor e
inflamacéo, bem como a avaliagdo dos possiveis efeitos antinociceptivos e anti-inflamatorios
de novas substancias, principalmente, as de origem natural (PINTO et al., 2008; LOPES et al.
2009; LE BARS et al., 2001).

Os modelos utilizados na triagem de moléculas com potencial antinociceptivo
comumente baseiam-se na observacdo da resposta animal frente a utilizacdo de estimulos de
diversos tipos e duracdo. Dessa forma, os modelos experimentais utilizados no estudo da dor
sdo divididos em trés categorias, que sdo classificadas de acordo com o0s mecanismos de
desencadeamento do efeito nociceptivo em estimulos mecénicos, térmicos e quimicos
(ALMEIDA; OLIVEIRA, 2006; LE BARS et al., 2001).

Estudos realizados com extratos polissacarideos sulfatados totais obtidos por extracdo
enzimatica e suas fracdes polissacaridicas sulfatadas de algas marinhas vem demonstrando
uma variedade de efeitos antinociceptivos em modelos classicos de dor por indu¢do quimico
(4cido acético e formalina) e por inducdo térmica (placa quente) (ARAUJO et al, 2011;
COURA et al., 2011; RIBEIRO, 2012; RODRIGUES et al., 2012).

4.2.1 Efeito dos PST nas contor¢des abdominais induzidas por acido acético

Para avaliar o potencial antinociceptivo dos PST foi utilizado o teste de contor¢bes
abdominais induzidas pelo acido acético. Os camundongos tratados com PST nas doses de 5;
10 e 20 mg/kg (i.v.), 30 min antes do estimulo quimico (acido acético 1%), demonstraram
uma reducéo significativa de maneira dose dependente no numero de contorgdes abdominais,
observadas por um periodo de 30 minutos, de 26% na dose de 5 mg/kg, de 74,5% para a dose
de 10 mg/kg e 88,9% para a dose de 20 mg/kg. Os controles positivos Morfina (5 mg/kg) e
Indometacina (5 mg/kg) apresentaram inibicdo no nimero de contorc¢des de 95,7% e 50,5%,
respectivamente (FIGURA 4).
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Figura 4 - Efeito do PST no teste de contorgdes abdominais induzidas por acido acético em
camundongos
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Fonte: Acervo do prdéprio autor.

O numero de contorg¢des foi determinado durante 30 minutos apds injecdo i.p. de acido acético 1% em
camundongos. PST (5, 10 ou 20 mg/kg, i.v.) ou salina (i.v.) foram aplicados 30 min antes do &cido acético. Os
dados foram expressos como média + E.P.M. (n=6). p<0,05 comparando com o controle salina (NaCl 0,15 M)
(ANOVA; Teste de Bonferroni).

O acido acético causa a liberagdo de mediadores enddgenos como prostaglandinas,
histamina, bradicinina, serotonina, além de estimular as terminagdes nervosas diretamente pela
reducdo do pH. Contudo, a inibicdo ou reducdo do nimero de contor¢bes abdominais em
resposta ao acido acético é obtida com uma variedade muito grande de substancias, agindo de
diferentes maneiras. Dessa forma, o teste € caracterizado pela baixa especificidade de resposta
a uma determinada droga (LE BARS et al., 2001).

Neste estudo os achados corroboram com os dados da literatura onde as fracfes
polissacaridicas sulfatadas das espécies de algas verdes pertencentes ao mesmo género, C.
cupressoides (RODRIGUES et al., 2012) e C. racemosa (RIBEIRO, 2012) foram capazes de

inibir o numero de contor¢cdes em 90,6% e 60%, respectivamente. J& os PST da alga vermelha
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Gracilaria cornea também foram capaz de inibir em 96,3% (COURA et al. 2011), e as
fracOes polissacaridicas sulfatadas obtidas por cromatografia de troca ionica em DEAE das
algas vermelhas Acanthophora muscoides e Solieria filiformes reduziram as contor¢cdes em
71,3% (QUINDERE, 2011) e 70,19% (ARAUJO et al., 2011), repectivamente.

4.2.2 Efeito do PST no teste da formalina

Como o modelo de contor¢bes induzidas pelo acido acético € reconhecidamente
inespecifico e responde tanto a drogas com acdo central, como periférica, foram realizados os
testes da formalina e da placa quente, para melhor elucidar o efeito antinociceptivo dos PST.

O teste da formalina é dividido em duas fases onde, a primeira fase é caracterizada pela
acao direta sobre os nociceptores e ativacdo das fibras-C, sendo chamada de fase neurogénica.
A segunda fase é denominada de fase inflamatoria, envolvendo a liberacdo de mediadores
locais e sensivel a drogas de acao periférica como AINES e dexametasona (HUNSKAAR et
al., 1985; TJOLSEN et al., 1992).

No tratamento dos animais com os PST (5; 10 ou 20 mg/Kkg; i.v.), 30 min antes do
estimulo quimico (formalina 1%), como visto na Figura 5-A, ndo se observa reducdo no
tempo de lambedura da pata na primeira fase do ensaio, demonstrando que os PST né&o
apresentam efeito antinociceptivo na fase neurogénica. Portanto, ndo sugestivo de efeito de
acao central. Na segunda fase, os PST mostram efeito antinociceptivo significativo nas doses
de 10 mg/kg (88,6%) e de 20 mg/kg (98,5%) de forma dose dependente (FIGURA 5-B),
sugerindo uma acdo periférica, atuando diretamente na ac¢do ou na liberacdo dos mediadores
inflamatorios envolvidos no mecanismo nociceptivo. A dose do PST de 20 mg/kg apresentou,
na segunda fase do teste, um efeito antinociceptivo semelhante ao da Morfina (5mg/kg) e

superior ao da Indometacina (5mg/kg).
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Figura 5 - Efeito dos PST no teste da formalina em camundongos
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Fonte: Acervo do préprio autor.

O tempo de lambedura da pata foi determinado durante os 5 primeiros minutos (12 fase — Painel A) e
durante 20-25 min (22 fase — Painel B) por injecdo de formalina 1% em camundongos. Morfina (5 mg/kg; s.c),
indometacina (5 mg/kg; s.c), PST (5, 10 ou 20 mg/kg, i.v.) ou salina (i.v.) foram aplicadas 30 min. antes da
formalina. Os dados foram expressos como média = E.P.M. (n=6). p<0,05 comparando com o controle salina
(NaCl 0,15 M) (ANOVA,; Teste de Bonferroni).
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Contrariamente, o grupo controle positivo morfina (5 mg/kg; s.c.) foi capaz de reduzir
0 tempo de lambedura dos animais, em ambas as fases do teste. Enquanto, o grupo controle
positivo indometacina (5 mg/kg; s.c.) mostrou efeito significativo somente na segunda fase do
teste (55,6%). Este efeito corrobora com a literatura, que mostra que drogas especificas de
acdo central, tais como a morfina, diminuem o tempo de lambedura da pata dos animais em
ambas as fases do teste e que AINES como a indometacina sdo de acédo periférica, por inibir a
nocicepgdo apenas na segunda fase do teste, 20-30 minutos apos a injecdo intraplantar de
formalina (HUNSKAAR & HOLE, 1987; LE BARS et al., 2001; ALMEIDA; OLIVEIRA,
2006).

Esses dados corroboram com os dados encontrados por Ribeiro (2012), Aradjo et al.
(2011) e Quinderé, (2011), onde fracbes polissacaridicas sulfatadas da alga verde C. racemosa
e das algas vermelhas S. filiformis e A. muscoides, respectivamente, apresentaram redu¢do no
tempo de lambedura da pata somente na segunda fase do teste da formalina.

Porém, Matta et al. (2011) em estudos de nocicepcdo realizados com extratos
metanolico, acetato, hexano e cloroformio da alga C. mexicana, demonstraram que todos
foram capazes de diminuir o tempo de lambedura da pata nas duas fases do teste da formalina.
De maneira semelhante, Rodrigues et al. (2012) trabalhando com uma fracdo polissacaridica
sulfatada da alga verde C. cupressoides, também encontraram acdo antinociceptiva nas duas
fases.

Shibata et al. (1989) estudando os mecanismos envolvidos no teste da formalina
construiram curvas dose respostas de varios analgésicos com diferentes mecanismos de agédo
nociceptiva e observaram que as drogas de agdo central como morfina, meperidina e codeina
provocavam inibicdo nas duas fases; os inibidores da ativacdo das fibras C e de substancia P
inibiram somente a primeira fase; os inibidores de bradicinina reduziram o estimulo nas duas
fases apresentando efeito maior na segunda fase e quando associados, esses inibidores
potencializaram os efeitos dos AINES e, os inibidores de serotonina e histamina, assim como
os AINEs tiveram a¢do somente na segunda fase.

Comparando os dados de nocicepgdo deste estudo com os relatados na literatura
podemos sugerir que o mecanismo de agdo dos PST de C. mexicana néo esta relacionado com
a estimulacéo direta das terminagdes nervosas seguido pela liberacdo de substancia P e nem
com a inibicdo de bradicinina. Possivelmente, esteja relacionado com acdo das aminas

vasoativas e prostaglandinas, assim como outros mediadores inflamatérios.
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4.2.3 Efeito do PST no teste da placa quente

O teste da placa quente tem sido utilizado para avaliacdo de substancias com
propriedades nociceptivas que agem, principalmente, por via central (LE BARS et al., 2001,
GUPTA et al., 2005). Neste método, o tempo de laténcia para a observa¢do do comportamento
de lambedura ou a retirada da pata ou salto do animal em resposta ao estimulo térmico gerado
pela placa aquecida é utilizado como paradmetro para avaliacdo da atividade analgésica de um
determinado composto. Esses comportamentos sdo interpretados como respostas supra-
espinhais de integracdo cortical (LE BARS et al., 2001; ALMEIDA; OLIVEIRA, 2006).

Os resultados da Figura 6, mostram que o tratamento (i.v.) dos animais com PST (5;
10 ou 20 mg/kg), 30 min antes do estimulo térmico, ndo produziu efeito antinociceptivo. Ou
seja, nenhuma das doses foi capaz de induzir aumento do periodo de laténcia nos intervalos
avaliados. O tratamento com morfina (5 mg/kg), grupo controle positivo, foi capaz de
prolongar significativamente o tempo de resposta dos animais, enquanto 0 grupo
indometacina (5 mg/kg) também nao apresentou efeito antinociceptivo, comparado ao grupo
salina. Corroborando com o ensaio da formalina, o teste da placa quente confirmou a auséncia
de acdo na dor neurogénica, sugerindo que o PST da C. mexicana ndo tem propriedade
antinociceptiva de agéo central.

Estes resultados mostraram-se semelhantes aos obtidos para as fracdes polissacaridicas
das algas vermelhas S. filiformes (ARAUJO et al., 2011) e A. muscoides (QUINDERE, 2011) e
da alga verde C. racemosa (RIBEIRO, 2012), mas diferem da fracdo polissacaridica da alga
verde C. cupressoides (RODRIGUES et al., 2012) e dos PST da alga vermelha G. cornea
(COURA et al. 2011), que foram capazes de prolongar significativamente o tempo de resposta
ao estimulo térmico. Assim, como observado por Matta et al (2011), que ao testar extratos
metanolicos, acetato, hexanico e cloroformico de C. mexicana verificou aumentou no tempo

de laténcia no teste da placa quente, demonstrando efeito nociceptivo de acao central.
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Figura 6 - Efeito antinociceptivo dos PST no teste da placa quente em camundongos
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Fonte: Acervo do prdéprio autor.

Foram aplicadas morfina (5 mg/kg, s.c.), indometacina (5 mg/kg, s.c), PST (5, 10 ou 20 mg/kg, i.v.) ou
salina (i.v.) Os valores representam a média + E.P.M. (n=6) do tempo de reacdo (s). p<0,05 comparando com 0
controle salina (NaCl 0,15 M). (ANOVA,; Teste de Bonferroni).

A andlise dos resultados nos permitem sugerir que os PST de C. mexicana tém acao
antinociceptiva de agéo periférica podendo estar relacionados com a liberagdo de mediadores
envolvidos na dor inflamatoria. Assim, torna-se de suma importancia avaliar as agdes anti-
inflamatérias destes PST em modelos envolvendo diferentes agentes inflamatdrios, para

melhor caracterizagdo da sua a¢éo farmacoldgica.
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4.3 Atividade anti-inflamatoéria

Estudos realizados com extratos polissacarideos sulfatados totais obtidos por
extracdo enzimatica e suas fracdes polissacaridicas sulfatadas de algas marinhas vem
demonstrando uma variedade de efeitos pré e anti-inflamatorios evidenciados pelos modelos
de edema de pata induzidos por carragenana e/ou dextrana, além da dosagem da MPO nos
tecidos injuriados (ARAUJO et al, 2011; COURA et al., 2011; VANDERLEI et al, 2011;
RIBEIRO, 2012; RODRIGUES et al., 2012).

4.3.1 Efeito dos PST no edema de pata induzido por Carragenana e na dosagem da

mieloperoxidase

O edema de pata induzido por Cg tem sido amplamente utilizado na investigacdo de
agentes anti-inflamatdrios, sendo talvez o modelo de edema melhor estudado (EL-
SHENAWY et al., 2002). A Cg é um agente inflamatorio capaz de produzir edema na pata em
roedores caracterizado pelo extravasamento inicial de proteinas plasmaticas, seguido de dgua
e células do sistema imunoldgico para 0 meio extravascular, formando um exsudato aquoso
contendo proteinas plasmaticas, com extravasamento de neutréfilos e metabolicos do acido
araquidénico oriundos da via da cicloxigenase e lipoxigenase (GARCIA-LEME et al., 1973;
ZHANG et al., 2007).

A administracdo dos PST (5; 10 ou 20 mg/kg; s.c.), 1 hora antes do processo
inflamatorio provocado pela injecdo de Cg, foi capaz de inibir significativamente o edema de
forma dose dependente. Na dose de 5 mg/kg, observou-se uma reducdo significante na
terceira hora de 21% ( Cg: 0,83 £ 0,06 mL; PST: 0,66 £ 0,01 mL); na de 10 mg/kg houve uma
reducdo de 51% na terceira hora (0,41 + 0,03 mL) e de 30% na quarta hora (0,48 + 0,07 mL).
A dose de 20 mg/kg e o controle positivo dexametasona (1 mg/kg; s.c.) reduziram de forma
significativa o edema em todas as horas. Sendo que a dose de 20 mg/kg reduziu em 57% na 12
hora (Cg: 0,4 £ 0,06 mL ; PST: 0,21 £ 0,06 mL), 41% na 22 hora (Cg: 0,58 + 0,04 mL; PST:
0,35 + 0,04 mL), 54% na 3?2 hora (Cg: 0,83 + 0,06 mL; PST: 0,39 = 0,04 mL) e 46% na 42
hora (Cg: 0,72 + 0,06 mL; PST: 0,38 + 0,06 mL) em relacdo ao grupo controle negativo Cg.
No tratamento com dexametasona (1 mg/kg; s.c.) a maior reducdo do edema foi na 3° hora
(Cg: 0,83 £ 0,06 mL; Dexa: 0,23 £ 0,05 mL) com 72% de inibicdo em relagdo ao grupo
controle Cg (FIGURA 7).
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Figura 7 - Efeito dos PST no modelo de edema de pata induzido por carragenana em ratos
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Fonte: Acervo do préprio autor.

PST (5, 10 ou 20 mg/kg, s.c.), dexametasona (1 mg/kg, s.c.) ou salina (NaCl 0,15 M; s.c.) foram
administradas 1 hora antes da injecéo s.c. de carragenana (Cg) (40 pL; 500 pg/pata). Os volumes das patas foram
medidos através de pletismdmetro nos tempos 0, 1, 2, 3 e 4 h ap0s injecdo do estimulo inflamatdrio Cg. Os
dados foram expressos como média + E.P.M. (n=6). p<0,05 comparando com o controle carragenana (ANOVA;
Teste de Bonferroni).

O evento inflamatério iniciado pela administracdo intraplantar de Cg, cujo pico
edematogénico maximo € na 32 hora, caracteriza-se por trés fases, onde a primeira fase seria
mediada principalmente pela liberacdo local de histamina e serotonina (0 — 1,5 h), a segunda
estaria relacionada a liberagdo de citocinas e a terceira (2,5 — 6 h) estaria relacionada a
liberacdo de prostaglandinas (DI ROSA et al., 1971). Esse aumento nos niveis de
prostaglandinas coincide com a infiltracdo celular, na maioria neutrdéfilos, que contribui para a
producdo de outros mediadores, incluindo espécies reativas de oxigénio, proteases e
peroxidases como a MPO, cuja mensuracdo tem sido utilizada como marcador da infiltracdo
neutrofilica (POSADAS et al., 2004).



55

Na intencdo de se certificar do efeito anti-inflamatério apresentado pelos PST no modelo
de edema de pata induzido por Cg e buscando verificar a importancia do influxo celular na
inibicdo do edema, nossos estudos estenderam-se na tentativa de correlacionar esses dados com a
dosagem da MPO nas patas estimuladas pela Cg.

Os niveis teciduais da MPO sdo considerados marcadores bem padronizados de
infiltracdo de células leucocitarias, principalmente neutréfilos em tecidos lesados e tém sido
claramente utilizados na correlacdo com a gravidade do processo inflamatério (POSADAS et
al., 2004; WENDLAND et al., 2007; ARAUJO et al., 2011; VANDERLEI et al., 2011).

Essa enzima € encontrada predominantemente em neutrofilos, mondcitos e em alguns
subtipos de macrofagos teciduais. Representa mais de 5% do conteldo proteico total da célula
em neutréfilos e 1% nos mondcitos e é o principal constituinte dos granulos azurdfilos dos
neutrdfilos, prontamente liberada ap6s ativacdo por diferentes estimulos inflamatorios,
contribuindo para a defesa imune inata do organismo (WENDLAND et al., 2007).

No presente estudo a dosagem da MPO foi realizada nas amostras de tecidos
removidos das patas apds o ensaio do edema de pata induzido por carragenana. Os resultados
obtidos demonstraram que os PST reduziram significativamente a atividade da MPO somente
nas doses de 10 e 20 mg/kg , confirmando a acdo dos PST na inibicdo do infiltrado celular,
mostrado no ensaio de edema de pata induzido por carragenana (FIGURA 8).

Os dados encontrados corroboram com os da literatura para polissacarideos sulfatados
de algas verdes do género Caulerpa, onde uma fracdo polissacaridica sulfatada de C.
cupressoides reduziu de forma significativa o edema de pata induzido por Cg em todas as
horas (RODRIGUES et al., 2012) e a fracdo polissacaridica sulfatada da alga C. racemosa (1
mg/kg) apresentou reducgdo do edema induzido por Cg em todas as horas, alcangando maior
inibicdo (79%) na 32 hora e 74% de reducdo da MPO em relacdo ao grupo Cg (RIBEIRO,
2012). Ambas as fragdes apresentaram efeitos semelhantes & dexametasona (1 mg/kg), tanto

para inibicdo do edema de pata induzido por Cg, como para a dosagem de MPO.
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Figura 8 - Atividade da mieloperoxidase no homogenato do tecido das patas dos animais tratados com Cg
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Fonte: Acervo do préprio autor.

PST (5, 10 e 20 mg/kg, s.c.), dexametasona (Dexa, 1 mg/kg, s.c.) ou salina estéril (NaCl 0,15 M; s.c.)
foram administradas 1 h antes da injecdo s.c. de carragenana (Cg) (40 pL; 500 pg/pata). Os resultados foram
expressos em unidades atividade da MPO/ mg de tecido. Os dados foram expressos como média + E.P.M. (n=6).
p<0,05 comparando com o controle Cg. (ANOVA,; Teste de Bonferroni).

Vale ressaltar que os resultados da dose de 20 mg/kg no edema Cg, mostraram-se
semelhantes aos observados nos animais tratados com o controle positivo dexametasona, um
corticoide de acdo ampla na inibicdo do processo inflamatorio, sugerindo multiplos
mecanismos de acao, tais como, inibicdo das vias da cicloxigenase e lipoxigenase, citocinas e
principalmente a expressdo de moléculas de adesdo e infiltrado leucocitario, sugeridos pela

reducdo da dosagem da MPO.
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4.3.2 Efeito dos PST no edema de pata induzido por Dextrana, Histamina ou Serotonina

O edema de pata induzido por dextrana apresenta um mecanismo diferente do edema
de pata induzido por carragenana. Embora ambos, promovam aumento da permeabilidade
vascular, no edema induzido por dextrana este fendmeno ocorre devido & desgranulacdo dos
mastdcitos, com a subsequente liberacdo de mediadores vasoativos, como histamina e
serotonina. Outra diferenca € que o exsudato, que ocorre como consequéncia desse processo,
apresenta uma baixa quantidade de proteinas e neutréfilos. Assim o edema induzido por
dextrana apresenta um rapido extravasamento de fluido, com poucas proteinas e componentes
celulares (LO et al., 1982).

A administracdo dos PST (5, 10 ou 20 mg/kg; s.c.), 1 hora antes da aplicacdo
subplantar de dextrana (400 pg/pata), reduziu o edema de forma significante no pico da
primeira meia hora ap6s a aplicacdo de dextrana nas doses de 10 e 20 mg/kg, demonstrando
uma reducdo de 52% (0,29 + 0,01 mL) e 45% (0,34 + 0,03 mL), respectivamente, quando
comparado ao grupo controle dextrana (0,61 * 0,08 mL). A dose de 5 mg/kg (0,59 + 0,01
mL) ndo reduziu o edema (FIGURA 9).

Varios estudos relacionados com polissacarideos sulfatados de algas marinhas
apresentam efeitos inibitdrios em edema de pata induzido por dextrana, mas ha poucos relatos
para polissacarideos sulfatados de algas do género Caulerpa. Recentemente, Ribeiro (2012)
trabalhando com uma fracdo polissacaridica sulfatada da alga C. racemosa relatou uma
reducao de 59% no tempo de 30 min apos o estimulo de dextrana. Em outros estudos com o0s
PST da alga vermelha G. cornea e fragdes polissacaridicas sulfatadas das algas G. birdiae,
Gelidium crinale e S. filiformis foi demonstrado uma reducgé@o do edema induzido por dextrana
de maneira significativa nos primeiros 30 min, sendo essa reducdo de 52,8, 48, 34 e 38,5%,
respectivamente (COURA et al., 2011; VANDERLEI et al., 2011; SOUSA et al., 2011;
ARAUJO et al., 2011).

O efeito antiedematogénico no edema de pata induzido por dextrana pode esta
relacionado com os eventos inflamatérios que envolvem a inibicdo do edema osmaético,
agindo sobre varios mediadores, tais como, a histamina e serotonina. Por esse motivo buscou-

se verificar o efeito dos PST de C. mexicana no edema provocado por estes mediadores.
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Figura 9 - Efeito dos PST no modelo de edema de pata induzido por dextrana em ratos
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Fonte: Acervo do préprio autor.

PST (5, 10 e 20 mg/kg, s.c.) ou salina estéril (NaCl 0,15 M; s.c.) foram administradas 1 h antes da
injecdo subplantar de Dextrana (400 ug/pata). Os volumes das patas foram medidos através de pletismémetro
nos tempos 0; 0,5; 1; 2; 3 e 4 h apo6s injecdo do estimulo inflamatorio. Os dados foram expressos como média £
E.P.M. (n=6). p<0,05 comparando com o controle salina (ANOVA; Teste de Bonferroni).

A histamina, um mediador inflamatério conhecido, estando associado a resposta
dolorosa, aumentando a hiperalgesia e ativando diretamente nociceptores na dor inflamatdria.
Encontra-se principalmente estocada em granulos no interior de mastdcitos e € um dos
principais mediadores da resposta alérgica, tendo sua liberacdo associada principalmente com
a sensacdo de prurido (FERREIRA et al., 1990).

A administracdo dos PST (20 mg/kg; s.c.), 1 hora antes da aplicacdo de injecéo
subplantar de histamina (100 pg/pata), reduziu o edema de forma significante aos 30 minutos
e na primeira hora, demonstrando reducdes de 45% (0,25 + 0,02 mL) e 25% (0,27 =0, 01
mL), respectivamente, quando comparado ao grupo controle histamina nos tempos 0,5 h (0,45
+0,03mL)e1h (0,40 +0,01 mL) (FIGURA 10). Corroborando com os resultados do ensaio

de edema de pata induzido por dextrana.
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Figura 10 - Efeito dos PST no modelo de edema de pata induzido por histamina em ratos
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Fonte: Acervo do prdéprio autor.

PST (20 mg/kg, s.c.) ou salina estéril (NaCl 0,15 M; s.c.) foram administradas 1 h antes da injecdo
subplantar de Histanima (100 pg/pata). Os volumes das patas foram medidos através de pletismdmetro nos
tempos 0; 0,5; 1; 2; 3 e 4 h apo6s injecdo do estimulo inflamatério. Os dados foram expressos como média +
E.P.M. (n=6). p<0,05 comparando com o grupo histamina (ANOVA, Teste de Bonferroni).

A serotonina é responsavel por alteracfes vasculares, com a inducdo de edema e
extravasamento plasmatico durante a inflamagdo aguda. Tais situagcdes ocorrem tanto de
maneira direta, através da ligacdo 5-HT/receptor neuronal, quanto indireta, por meio de
interacdo com celulas encontradas no local da lesdo e a consequente liberacdo de outras
substancias pro inflamatérias. Acredita-se que sua principal fonte de liberacdo nos tecidos
periféricos ocorra principalmente a partir de mastocitos e plaquetas (SOMMER, 2004,
YANGUO et al, 2006; TING et al., 2007).
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A administracdo dos PST (20 mg/kg) de C. mexicana, 1 hora antes da aplicagédo
subplantar de serotonina (20 pg/pata), ndo foi capaz de reduzir o edema de forma significante
em nenhuma das horas testadas, demonstrando nao haver relacdo entre a atividade
antiedematogénica dos PST da C. mexicana com os efeitos da serotonina (FIGURA 11).

Os nossos resultados mostram semelhancgas com os relatados por Sousa et al., (2011),
que demonstraram que uma fracdo polissacaridica sulfatada da alga vermelha G. crinale
inibiu 0 edema de pata induzida por histamina em 49% e induzido pelo composto 48/80 em

32%, ndo sendo eficaz na reducéo de edemas induzidos por serotonina ou bradicinina.

Figura 11 - Efeito dos PST no modelo de edema de pata induzido por serotonina em ratos
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Fonte: Acervo do préprio autor.

PST (20 mg/kg, s.c.) ou salina estéril (NaCl 0,15 M; s.c.) foram administradas 1 h antes da injecao
subplantar de Serotonina (20 pg/pata). Os volumes das patas foram medidos através de pletismémetro nos
tempos 0; 0,5; 1; 2; 3 e 4 h ap6s injecdo do estimulo inflamat6rio. Os dados foram expressos como média *
E.P.M. (n=6). p<0,05 comparando com o grupo serotonina + salina (ANOVA, Teste de Bonferroni).
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E conhecido que o composto 48/80 induz a liberagdo de histamina e serotonina a partir
de mastocitos causando edema em ratos, principalmente por causa da serotonina, e que sua
participacdo € inibida aproximadamente em 1/3 por antagonistas seletivos de histamina e de
aproximadamente 2/3 por antagonistas seletivos de serotonina sendo quase suprimida pelo
associacdo dos dois agentes (ROWLEY; BENDITT, 1956; MALING et al., 1974).

Com base nos nossos achados podemos afirmar que os PST de C. mexicana inibe o
edema induzido por histamina e que € um dos mecanismos envolvidos na atividade anti-
inflamatdria no edema osmotico induzido por dextrana e na fase inicial do edema induzido

por carragenana.

4.3.3 Participacdo da via heme oxigenase no efeito anti-inflamatério do PST

A HO-1 cataboliza a degradacdo do heme para o CO, Fe e BV, que é reduzida a
bilirrubina. Os produtos da degradacdo do heme estdo envolvidos em varios processos de
protecdo celular e estdo superexpressos na inflamacdo e no estresse oxidativo. Dentre 0s
varios efeitos atribuidos a atividades da HO-1 e seus derivados destacamos os anti-
inflamatorios, antioxidantes, antiapoptéticos e moduladores da atividade imune (KIRKBY;
ADIN, 2006; RYTER et al., 2006)

O heme pertence ao grupo das metaloporfirinas, tem a estrutura de um quadrado plano
tetrapirrolico, sendo composta por quatro anéis pirrélicos ligados por pontes de carbono. Esta
conjugacdo macropirrolica da cor, planaridade e fluorescéncia caracteristica das porfirinas.
Alguns metais como Fe, Mg, Cu, Zn, Sn, Cd, Co e Ag podem formar um complexo com 0s
anéis porfirinicos (MAINES, 1997). O zinco protoporfirina I1X (ZnPP 1X) é uma
metaloporfirinas analoga ao heme, e age como um inibidor especifico, ndo seletivo da HO-1,
inibindo a degradacéo do heme e a formacéo de seus derivados (FANG et al., 2003), anulando
sua acdo anti-inflamatoria.

Neste estudo o ensaio de edema de pata induzido por Cg foi escolhido por ser um
modelo classico que vem sendo normalmente utilizado na avaliagdo da atividade anti-
inflamatoria de novos compostos, sendo caracterizado pela inducdo de uma resposta
inflamatdria persistente apos a administracdo de Cg na pata de animais (PASSOS et al., 2007;
MARIOTTO et al., 2008). Além disso, os efeitos anti-inflamatoério da HO-1 j& foram

relatados em modelos de edema de pata em ratos induzidos por carragenana.



Edema (ml)

62

A administracdo dos PST (20 mg/kg; s.c.) de C. mexicana, 30 minutos antes da inje¢éo
subplantar de Cg (500 pg/pata), reduziu o edema de pata de forma significante em todas as
horas (1, 2, 3 e 4 h), tendo seu efeito inibido pela administracdo de ZnPP IX (3mg/kg; s.c.), 1
h antes da aplicacdo dos PST e 1 h antes da Cg. Os PST (20 mg/kg; s.c.) demonstraram uma
reducéo de 78% (0,05 + 0,01 mL), 65% (0,14 + 0,01 mL), 32% (0,31 + 0,01 mL) e 39% (0,16
£+ 0, 02 mL), nas horas de 1, 2, 3 e 4 respectivamente, quando comparado ao grupo ZnPP IX +
PST (FIGURA 12).

Figura 12 - Efeito da aplicagdo do zinco protoporfirina IX na acdo dos PST no modelo de edema de pata
induzido por carragenana em ratos
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Fonte: Acervo do préprio autor.

Zinco protoporfirino IX (3 mg/kg; s.c.) foi administradas 30 min antes do PST e PST (20 mg/kg; s.c.)
ou salina estéril (NaCl 0,15 M; s.c.) foram administradas 30 min antes da injegdo subplantar de carragenana (500
pg/pata). Os volumes das patas foram medidos através de pletismdmetro nos tempos 0; 1; 2; 3 e 4 h apds injegdo
do estimulo inflamatorio. Os dados foram expressos como média + E.P.M. (n=6). *p<0,05, comparando com o

grupo carragenana + salina e ‘p<0,05 comparando com 0 grupo carragenana + zinco protoporfirino I1X + PST
(ANOVA,; Teste de Bonferroni).

—#—Cg+ZnPP IX+PST (20 mg/kg)
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Os efeitos da HO-1 na inflamacdo aguda, passa pela inibicdo da producédo de citocinas
pré inflamatorias e quimiocinas, tais como IL-1p, IL-6, IL-8 e TNF-a, através da regulagdo da
ativacdo de fatores de transcricdo (NF-kB, AP-1) (WIESEL et al, 2000;. LEE et al, 2003; OH
et al., 2006; ABRAHAM, KAPPAS, 2008; GRANJEIRO et al., 2011), impedindo a
fosforilacdo da I-kB pela I-kk-quinase , resultando numa diminuigdo da expresséo de COX-2
(MIYAMOTO et al., 2003; KOBAYASHI et al., 2006; HAIDER et al., 2002).

Varios estudos relataram a influéncia da HO-1 na atividade anti-inflamatoria e
imunossupressora de alguns compostos, derivados de plantas ou algas, correlacionando 0s
resultados com a ativagdo ou o aumento da expressdo da HO-1 com a poténcia do efeito anti-
inflamatorio (ALCARAZ et al., 2000; HO et al., 2007; VANDERLEI, et al.,2011; LEE et al.,
2012)

Neste estudo verificamos que a atividade anti-inflamatdria dos PST foi inibida pelo
ZnPP IX, sugerindo que exercem seus efeitos através da indugdo da HO-1, corroborando com
os resultados encontrados por Ribeiro (2012) e Vanderlei et al., (2011) que demonstraram que
as fracbes polissacaridicas sulfatadas da alga verde C. racemosa e da alga vermelha G.
Birdiae também reduziram o edema de pata induzido por Cg e foram inibidos na presenca de
ZnPP IX.

4.4 Efeitos sisttmicos dos PST da alga verde C. mexicana

A avaliacdo da toxicidade é realizada com o objetivo de determinar o potencial de
novas substancias e produtos causar danos a salde humana. Testes que avaliam a toxicidade
sistémica aguda sdo utilizados para classificar e apropriadamente rotular substéncias de
acordo com o seu potencial de letalidade ou toxicidade (VALADARES, 2006). Assim, o
estudo toxicoldgico, independentemente dos resultados farmacoldgicos, torna-se
imprescindivel devido aos motivos farmacoldgicos e para aumentar as informacdes existentes
sobre o grau de seguranca de novos compostos (CUNHA et al., 2009)

Um dos estudos de toxicidade aprovados pela Organisation de coopération et de
développement économiques (OCDE) é a realizacdo de dose Unica através da avaliagdo do
screening hipocratico, baseado em observa¢fes comportamentais sistematicas, que fornece
uma estimativa geral da toxicidade da substancia sobre o estado de consciéncia, disposicao
geral, atividade e coordenacdo do sistema motor, reflexos e atividades sobre o sistema
nervoso central e autbnomo, tais como atividade geral, irritabilidade, resposta ao toque,

contor¢do, ténus do corpo, ataxia, tremores, convulsdes, hipnose, anestesia, micgéo,
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defecacéo, pilo erecdo, hipotermia, respiracdo, cianose, hiperemia e morte (CUNHA et al.,
2009).

Com a finalidade de avaliar os possiveis efeitos sisttmicos dos PST da alga marinha
verde C. mexicana, administrou-se em camundongos uma dose unica de PST (20 mg/kg; i.v.)
e em seguida foram colocados em observacdo. Apos 48 h, os animais foram anestesiados e
amostras de sangue coletadas para dosagens biogquimicas e depois eutanasiados, tendo 0s
orgdos retirados e pesados. Nao foi observada qualquer alteracdo nos aspectos
comportamentais ou fisicos dos camundongos (ere¢do de pélos, mucosa, olhos, etc.), assim
como na massa corpdrea ou no peso dos orgaos (figado, coracdo, rim, linfonodos, timo e
baco) em ambos os sexos (Tabela 1). O baco dos animais tratados de ambos 0S Sexos
apresentaram um crescimento e peso superior aos grupos salina, sem significancia estatistica,
possivelmente indicando um aumento na atividade imunomodulatoria, como sugerido por
outros estudos (ASSREUY et al., 2008; ARAUJO et al., 2011; COURA et al., 2011;
VANDERLEI et al., 2011; SOUSA et al., 2011; RODRIGUES et al., 2011).

Lins et al., (2009) trabalhando com uma fracdo da alga vermelha C. feldmannii,
observaram um aumentou relativo no peso do baco e uma hiperplasia dos foliculos
germinativos, com centros megacariociticos no bago, corroborando com a hipdtese em que 0s

PST atuam sobre a estimulacéo imunoldgica.
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Tabela 1 — Andlises bioquimicas e do peso corporal e dos 6rgdos de camundongos submetidos a tratamento

agudo com PST

Parametros Tratamentos (i.v.)
Salina PST (20 mg/kg)
Fémeas

Peso corporal médio (g) inicial 25,93+ 0,51 27,08 +0,42
Peso corporal médio(g) final 26,29 + 0,54 27,39+0,43
Figado (g/ 100g peso corporal) 0,559 £ 0,014 0,559 £ 0,008
Rim (g/ 100g peso corporal) 0,887 = 0,025 0,879 = 0,027
Coracdo (g/ 100g peso corporal) 0,657 £ 0,027 0,663 £ 0,029
Baco (g/ 100g peso corporal) 0,431 £ 0,027 0,833 +0,115
Timo (g/ 100g peso corporal) 0,413 + 0,068 0,343 + 0,032
Linfonodo (g/ 100g peso corporal) 0,299 + 0,021 0,249 + 0,020

Fosfatase Alcalina (UI/L) 48,3 £5,53 39,8 £4,47
TGO (UI/L) 61,7 + 10,55 67,43 +7,62

TGP (UI/L) 50,32 + 7,49 45,78 + 4,57

Creatinina (UI/L) 0,52 +9,54 0,48 + 10,3

Machos

Peso corporal médio (g) inicial 30,78 £ 0,44 29,30+ 0,49
Peso corporal médio(g) final 31,21+0,47 29,60 = 0,50
Figado (g/ 1009 peso corporal) 0,607 + 0,021 0,648 + 0,033
Rim (g/ 100g peso corporal) 1,009 £ 0,030 1,010 £ 0,031
Coracdo (g/ 100g peso corporal) 0,704 £ 0,019 0,637 £ 0,033
Baco (g/ 100g peso corporal) 0,394 + 0,021 0,719 £ 0,062
Timo (g/ 1009 peso corporal) 0,350 + 0,028 0,328 + 0,060
Linfonodo (g/ 100g peso corporal) 0,287 £ 0,035 0,206 + 0,023

Fosfatase Alcalina (UI/L) 50,545,49 45,3+ 5,6

TGO (UI/L) 80,5+5,5 77,48+4,45

TGP (UI/L) 42,30 + 5,56 39,8245,37

Creatinina (UI/L) 0,98 + 10,0 0,68 + 13,0

Nota: Os animais foram pesados e tratados com PST (20 mg/kg; i.v.) dose Unica. Ap6s 48 h os animais
foram anestesiados e amostras de sangue coletadas para dosagens bioquimicas (TGO, TGP, fosfatase alcalina e
creatinina). Os animais foram eutanasiados e 0s érgdos pesados. Os dados foram expressos como média +
E.P.M. (n=6). Teste t-Student para valores ndo pareados. *p<0,05 comparando com o controle salina.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Neste estudo, foi demonstrado que a alga marinha verde Caulerpa mexicana
apresentou um rendimento de PST de 1,7% por digestdo proteolitica, que mostrou-se
comparavel ao relatado na literatura para outras espécies de algas pertencentes a0 mesmo
género e empregando a mesma metodologia de extragdo. Diferentemente, o teor de sulfato
obtido mostrou-se superior (21,47%) também quando comparado com os de algas
pertencentes a0 mesmo género.

Na analise prévia estrutural dos PST de C. mexicana por espectroscopia de
infravermelho, foi demonstrado que estes sdo constituidos de éster sulfato (S-O), O-H,
COOH- e de galactose-6-sulfato, sugerindo a sulfatacdo no C-6 da galactose e a presenca de
acidos uronicos.

Os PST de C. mexicana apresentaram efeito antinociceptivo em camundongos,
com acdo periférica, diferente do observado na literatura com outras espécies de algas
pertencentes a0 mesmo género que apresentaram efeitos antinociceptivos de acdo central;

Os PST de C. mexicana apresentaram efeito anti-inflamatério, em modelos de
edema de pata induzidos por varios agentes flogisticos em ratos, com inibicdo da acdo da
histamina e com envolvimento da via heme oxigenase;

Os PST de C. mexicana mostraram-se toleraveis no ensaio de toxicidade aguda
por dose Unica, ndo apresentando reagdes sistémicas em camundongos, quando aplicado por

via endovenosa.

6. CONCLUSAO

Os polissacarideos sulfatados totais da alga marinha verde Caulerpa mexicana
apresentaram efeitos antinociceptivos e anti-inflamatorios, podendo ser considerados uma
importante ferramenta biotecnologica nos estudos envolvendo a dor de cunho inflamatorio,

tais como os relacionados com a histamina e a participacdo da via heme oxigenase.
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