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RESUMO

Com base na necessidade de obter novas formulagées mais eficientes e diante
das propriedades apresentadas pelas moléculas oriundas de algas marinhas,
acredita-se que estas possam ser eficazes no processo de cicatrizagdo. A
lectina da alga marinha vermelha Pterocladiella capillacea (PcL) e os
polissacarideos da alga vermelha Solieria filiformis (SfP) inicialmente foram
analisados em ensaio de toxicidade. PcL foi aplicada no ensaio do edema de
pata seguido da dosagem de mieloperoxidase (MPQO). Avaliou-se o efeito da
lectina da alga Pterocladiella capillacea (PcL) e os polissacarideos das algas
Solieria filiformis (SfP) na cicatrizagao de feridas induzidas em ratos. Ambas as
moléculas foram submetidas a ensaios microbioldgicos e analisadas quanto ao
efeito no processo de cicatrizacdo em feridas limpas induzidas no dorso de
ratos. SfP foi utilizado como um possivel veiculo para a administragéo de PcL e
comparado ao Carbopol 940 (C). Os géis (0,9%) foram submetidos a analise
reolégica e entdo aplicados nas lesdes durante um periodo de tratamento de
10 (dez) dias, utilizando kollagenase® como controle. O processo de
cicatrizagcdo foi avaliado quanto ao tamanho das feridas, dosagem de MPO e
andlise histolégica. PcL e SfP nado demonstraram toxicidade quanto aos
parametros de peso corpdéreo, 6rgdos e dosagens bioquimicas. Entretanto a
analise histolégica mostrou pequenas alteracbées no figado e rim. PcL (1,3 e 9
mg/kg, i.v.) reduziu o edema induzido por carragenana e quando administrada
com seu inibidor mucina nao foi possivel verificar a reducdo do edema o qual
foi confirmado pela dosagem de MPO. As duas moléculas foram aplicadas em
ensaios microbiolégicos e nao inibiram o crescimento de nenhum micro-
organismo testado, os quais também nao foram capazes de utilizar SfP como
fonte de carbono. A andlise reolégica mostrou que os SfP utilizados na
formulagdo dos géis (PcL+SfP e SfP) apresentaram a caracteristica de um
pseudoplastico. A analise macroscépica das feridas mostrou uma reducédo da
area da lesao nos animais tratados com PcL+SfP e PcL+C (53,5 e 60%,
respectivamente) no sexto dia de administracdo. Na analise histoldgica, nao foi
observado infiltrado inflamatério acentuado nos tecidos obtidos até o 4° dia da
administracdo dos géis (PcL+SfP e PcL+C) e Kollagenase® (controle positivo).
No 6° dia, os animais nao tratados e os tratados apenas com SfP mostraram
infiltrado inflamatério. A dosagem de MPO demonstrou reducdo no processo
inflamatério nas amostras contendo Pcl, cujo resultado corrobora com a
analise histolégica. Em conclusao, PcL auxiliou no reparo de feridas, sugerindo
seu uso futuro como uma possivel ferramenta para o tratamento de lesées. O
papel biolégico e farmacoldgico das lectinas e polissacarideos de algas
marinhas faz parte de uma area de estudos ainda pouco explorada, onde muito
conhecimento devera ser investido visto que estas biomoléculas podem ser
promissoras para a industria farmacéutica.

Palavras-chave: Lectinas, Polissacarideos, Cicatrizagao



ABSTRACT

Based on the need for new formulations that are more efficient and on the
properties provided by molecules derived from seaweed, it is believed that
these can be effective in healing process. The lectin from the red seaweed
Pterocladiella capillacea (PcL) and the polysaccharides of red algae Solieria
filiformis (SfP) were initially analyzed in toxicity testing. PcL was applied to the
paw edema test followed by measurement of myeloperoxidase (MPO). We
evaluated the effect of the seaweed Pterocladiella capillacea lectin (PcL) and
algal polysaccharides Solieria filiformis (SfP) in healing wounds in rats
induced. Both molecules were submitted to microbiological tests and assayed
for the effect on wound healing in wounds clean induced on the back of rats.
SfP was used as a possible vehicle for the administration of PcL and
compared to Carbopol 940 (C). The gels (0.9%) were analyzed rheological
and then applied to the lesions during a treatment period of 10 days, using
kollagenase ® as control. The healing process was evaluated on the size of
the wounds, levels of MPO and histological analysis. The molecule SfP and
PcL is not toxic for the parameters of body weight, organ and biochemical
measurements. However, the histological analysis showed minor changes in
liver and kidney. PcL (1, 3 and 9 mg / kg, i.v) reduced the edema induced by
carrageenan and its inhibitor when administered with mucin was not possible
to check the reduction of edema which was confirmed by measurement of
MPO. The two molecules were used in microbiological assays and not inhibit
growth of any microorganism tested and unable to use SfP as carbon source.
The rheological analysis showed that the SfP used in the formulation of the
gels (PcL+SfP and SfP) had the characteristic of a pseudoplastic. Macroscopic
analysis of wounds showed a reduction in lesion area in the animals treated
with PCL, PCL+SfP, PCL+C (53.5 and 60% respectively) on the sixth day of
administration. In histological analysis, there was no severe inflammatory
infiltrate in the tissues obtained until 4th day of administration of the gels (PcL
and PcL+SfP, PcL+C) and Kollagenase® (positive control). On day 6, the
untreated animals and those treated only with SfP showed inflammatory
infiltrate. The measurement of MPO showed a reduction in the inflammatory
process in the samples containing PcL, whose results corroborate the
histological analysis. In conclusion, PcL aid in wound repair, suggesting its use
as a possible future tool for the treatment of lesions. The biological and
pharmacological role of lectins and polysaccharides of seaweed is part of a
study area little explored, where a lot of knowledge should be invested since
these biomolecules can be promising for the pharmaceutical industry.

Keywords: Lectins, Polysaccharides, Healing
Xl
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Figura 3 — Obtencéo da PcL por cromatografia de troca ibnica DEAE-celulose
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fibras musculares estriadas cardiacas. Coloracao HE, aumento de 400 X.
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(seta laranja) que os demais da periferia (6B). Coloracdo HE, aumento de
400X.

Figura 7- Fotomicrografia de uma seccao transversal de 4 um de espessura
obtidos do rim de camundongos apdés a administragdo de PcL (9 mg/kg)
durante um periodo de 14 dias através do ensaio de toxicidade por dose
repetida. As imagens mostram degeneragcdo macro e micro vacuolar com a
formagdo de vacuolos citoplasmaticos-microvacuolar. Observa-se varios
vacuolos pequenos e um pouco maior como indicado nas setas brancas (7A).
Verifica-se degeneracao tubular subcapsular (seta laranja). As setas brancas
mostram capsula renal (normal) de tecido conjuntivo frouxo (7B). Coloracao
HE, aumento de 400 X.

Figura 8- Fotomicrografia de uma seccao transversal de 4um de espessura
obtidos do rim de camundongos apd6s a administragdo de PcL (9 mg/kg)
durante um periodo de 14 dias através do ensaio de toxicidade por dose
repetida. Observa-se Formacado de cilindros tubulares hialinos (Cértex e
medula) mais presente em regiao medular estando menos presente em regiao
cortical. Observa-se processo degenerativo tubular mostrando a formagao de
cilindros hialinos em tubulos renais (setas vermelhas) (8A). Verificam-se focos
de hemorragia difusos pelo Cértex (setas verdes) e Medula. A seta branca
mostra um tubulo renal normal e a amarela indica a capsula renal (8B).

Coloracao HE, aumento de 400 X.

Figura 9 - Fotomicrografia de uma secc¢ao longitudinal (9A) e transversal (9B)
de 4 um de espessura obtidos do coragdo de camundongos apds a
administracdo de SfP (9 mg/kg). Observam-se fibras musculares estriadas
cardiacas (9A e 9B), onde nao foram observadas alteracbes. Coloracao HE,
aumento de 400 X.

Figura 10- Fotomicrografia de uma seccgao transversal de 4um de espessura
obtidos do figado de camundongos apds a administracdo de SfP (9 mg/kg)

Observa-se leve infiltrado mononuclear multifocal (setas branca) e discreta
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dilatacdo dos sinosoides pericentrolobulares (observado somente na
administracdo oral)*** (setas laranjas). Verifica-se leve hiperplasia das células
de células de Kupffer (observado somente na administracdo oral)*** (setas
roxa)(10A.). Verifica-se hepatécitos subcapsulares com degeneragcdo turva
(setas laranja). A capsula esta indicada pela seta roxa (10B). Coloracao HE,
aumento de 400 X.

Figura 11- Fotomicrografia de uma seccéo transversal de 4 um de espessura
obtidos do figado de camundongos apds a administracdo de SfP (9 mg/kg)
Observa-se hepatocitos Pericentrolobulares com degeneracdo turva (setas
roxa) Degeneracdo turva em regido pericentrolobular (em volta da veia
centrolobular). Notar que estes hepatécitos estdo mais claros e maiores (setas
roxa) que os demais da periferia (11A) Verifica-se leve degeneracao tubular
subcapsular e leve processo degenerativo tubular em regido subcapsular (seta
verdes) As setas vermelhas mostram a capsula renal (normal) de tecido
conjuntivo frouxo. (11B) Coloracdo HE, aumento de 400 X.

Figura 12- Fotomicrografia de uma secgéo transversal de 4um de espessura
obtidos do rim de camundongos apds a administragdo de SfP (9 mg/kg).
Observa-se leve processo degenerativo tubular em regido subcapsular (seta

verdes) Coloracao HE, aumento de 400 X.

Figura 13 - Efeitos da PcL em edema de pata induzido por carragenana. Antes
de receber uma injecdo de carragenana (300 mg/cav; intra plantar), os ratos
receberam solugéo salina ou PcL (1, 3 ou 9 mg/kg, i.v). Dexametasona (1 mg/
kg) foi injetada via s.c. Outro grupo recebeu apenas salina (i.v) sem Cg. Cg (A-
carragenana); Dexa (Dexametasona); PcL (Lectina da alga marinha
Pterocladiella capillacea); M (Mucina). Os dados sdo expressos em média *
S.E.M. de seis ratos para cada grupo. * p <0,05 indica diferenca significativa do
grupo Cg (ANOVA, teste de Bonferroni).

Figura 14 - Efeitos da PcL com mucina no edema de pata induzido por
carragenana. Antes de receber uma injecao de carragenana (300 mg/cav; intra
plantar), os ratos receberam PcL (9 mg/kg, i.v) com 1,25 mg/kg e 3 mucina
mg/kg. Dexametasona (1 mg/kg) foi injetado via s.c. Outro grupo recebeu
apenas salina (i.v) sem Cg. Cg (A-carragenana); Dexa (Dexametasona); PcL
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(Lectina da alga marinha Pterocladiella capillacea); M (Mucina). Os dados séo
expressos em média + S.E.M. de seis ratos para cada grupo. * p <0,05 indica
diferenca significativa do grupo Cg (ANOVA, teste de Bonferroni).

Figura 15 - Area sob a curva do teste de edema de pata. O percentual
representa o tamanho da area que fica abaixo da curva. Cg representa a maior
area correspondente a 100%. Cg (A-carragenana); Dexa (Dexametasona); PcL
(Lectina da alga marinha Pterocladiella capillacea); M (Mucina). Os dados sao
expressos em média = S.E.M. de seis ratos para cada grupo. * P <0,05 indica

diferenca significativa do grupo Cg (ANOVA, teste de Bonferroni).

Figura 16 — Atividade da MPO (mieloperoxidase) em tecido obtido a partir de
pata de ratos do teste do edema de pata. Atividade de mieloperoxidase (MPO)
no sobrenadante de homogenatos de seccbes da pata onde foi injetada
carragenana, PcL (1, 3 e 9 mg/kg), 9 mg/kg PcL com 1,25 e 3 mg/mL de
mucina, dexametasona ou salina estéril, expressa como unidades de atividade
de MPO por mg de tecido. Cg (A-carragenana); Dexa (Dexametasona); PcL
(Lectina da alga marinha Pterocladiella capillacea); M (Mucina). Os dados séo
expressos em média = S.E.M. de seis ratos para cada grupo. * P <0,05 indica
diferenca significativa do grupo Cg (ANOVA, teste de Bonferroni).

Figura 17 - Ensaio em meio liquido utilizando diferentes diluigdes de PcL (25 a
1000 pg/mL). Como controle positivo para as espécies de bactérias foi utilizado
o antibidtico amicacina e para a espécie Candida albicans o cetoconazol. (* #

representam p < 0,05).

Figura 18 — Fotografia ilustrativa do meio sélido utilizando os polissacarideos

como uma possivel fonte de carbono para o crescimento de micro-organismos.
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1. INTRODUCAO

1.1 Algas marinhas

As macroalgas marinhas constituem um grupo heterogénio de vegetais
encontrados abundantemente em todos 0s ecossistemas (Sousa et al., 2008).
Elas tém recebido merecido destaque, pois sdo fonte de moléculas bioativas
que sao classificadas em trés principais classes; algas verdes (Chlorophyta),
pardas (Phaeophyta) e vermelhas (Rhodophyta) (Garson, 1989).

Além de sua importancia ecoldgica, as algas sdo consideradas excelentes
fontes de proteinas e carboidratos, possuindo baixos teores de lipidios (Mabeau
et al., 1992) e sao fontes de polissacarideos utilizados pela industria (Cunha et
al., 2009).

Na medicina popular, as algas tém sido utilizadas para variados fins
terapéuticos, como no eczema, célculos biliares, problemas renais, psoriase,
asma, arteriosclerose, doencgas cardiacas, Ulceras e cancer (Raghavendran et
al., 2006). Além disso, o emprego de algas marinhas para fins farmacéuticos,
revelou importantes produtos quimicos para a descoberta de novos agentes
(Cardozo et al., 2007).

Segundo Guven et al. (2010) a estrutura quimica de moléculas de algas
tem interessado muitos investigadores, a fim de desenvolver novos farmacos,
pois estas apresentam compostos com grupos funcionais caracteristicos. Com
esta perspectiva, as algas marinhas tém se tornado o foco de interesse na
pesquisa de compostos que apresentem propriedades farmacolégicas.

Um foco especial tem sido atribuido ao cultivo de algumas espécies de
algas marinhas para fins comerciais e lucrativos. Sabe-se que as algas
vermelhas e pardas fornecem os polissacarideos mais utilizados pela industria.
Assim, transformar biodiversidade em desenvolvimento, através do seu uso

sustentado e de seus recursos derivados, é o grande desafio.
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1.2 Lectinas de algas marinhas

Entre as diferentes classes de compostos com notavel atividade
bioquimica destacam-se as lectinas que sao proteinas de ligacao a
carboidratos, encontradas em uma ampla gama de organismos. Esta ligacao a
carboidrato torna-se interessante para uma diversidade de aplicagbes em
estudos imunolégicos (Cardozo et al., 2004).

As lectinas segundo Peumans & Van Damme (1995), sdo proteinas que
possuem pelo menos um dominio nao catalitico capaz de ligar-se
reversivelmente a mono- ou oligossacarideos especificos e foram
primeiramente descritas por Stillmark (1888), o qual estudou e isolou uma
lectina téxica obtida de sementes de mamona (Ricinus communis),

subsequentemente denominada de ricina (Peumans & Van Damme, 1998).

No Brasil, os estudos com lectinas de algas marinhas tiveram inicio com
Ainouz & Sampaio (1991) que detectaram a presenca dessas hemaglutininas
nas algas marinhas da costa cearense. Das espécies de algas estudadas cerca
de 65% foram capazes de aglutinar pelo menos um tipo dos eritrdcitos
tripsinizados testados. Dentre os eritrécitos utilizados (carneiro, coelho, galinha,
cabra, boi e do sistema ABQO), os de coelho e galinha foram os mais
susceptiveis a aglutinacdo, enquanto que os de cabra ndo apresentaram
resultados positivos.

Dando continuidade aos estudos de lectinas de algas marinhas, Freitas
et al. (1997), estudaram a ocorréncia de hemaglutininas em extratos de 30
espécies do litoral cearense utilizando eritrécitos nativos de coelho, galinha,
carneiro e humanos do sistema ABO e tratados enzimaticamente.
Posteriormente, Benevides et al. (1999), estudando a variacdo sazonal através
da atividade hemaglutinante em duas espécies de algas marinhas (Gracilaria
domingensis e Gelidium pusilum), verificaram uma variacdo na presenca da
atividade hemaglutinante de acordo com o periodo do ano, sugerindo assim
cautela durante os trabalhos de levantamento da atividade hemaglutinante em

algas marinhas.
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Diante do numero de lectinas isoladas, faz-se necessario avaliar essas
biomoléculas, as quais podem ser utilizadas para as mais variadas aplicacbes

biolégicas.

1.3 Polissacarideos de algas marinhas

Inimeras sdo as classes de compostos quimicos que podem ser
extraidos das nossas espécies vegetais. Uma delas é representada pelos
polissacarideos (Cunha et al., 2009).

Dentre os polissacarideos de algas vermelhas de interesse econémico
destacam-se as galactanas (agaranas e carragenanas) e alginatos. As
agaranas estao presentes na matriz intercelular em numerosas espécies de
algas vermelhas, tendo funcao estrutural no tecido algal. Espécies produtoras
de agar, chamadas agardfitas, sdo encontradas nas familias Gracilariaceae,
Gelidiaceae, Phyllophoraceae e Cearamiaceae (Stanley, 1995).

Segundo Stephanie et al. (2010), polissacarideos sulfatados tais como
as carragenanas podem ser isolados da parede celular de algumas algas
vermelhas, cujo valor econdmico é alto devido as suas propriedades
gelificantes, que as tornam uteis na industria de alimentos, cosméticos e
farmacéutica.

As carragenanas sao polimeros lineares constituidas com cerca de
25.000 derivados de galactose de estruturas regulares, porém imprecisas
dependendo da fonte e das condi¢cdes de extracdo (Falshaw et al., 2001;
Dunstan et al., 2001).

Dentre as carragenanas existentes, as mais empregadas
comercialmente sdo: k (Kappa), i (lota) e A (lambda), onde elas apresentam
teores de sulfatacdo variando entre 22 e 38% (w/w) e massa molecular entre
400 e 600 kDa (Van De Velde et al., 2002). Um exemplo dessas galactanas
que pode ser aplicada na industria alimenticia € a carragenana obtida da alga
marinha vermellha Solieria filiformes (Murano et al., 1997).

Segundo Holanda (2007), esta carragenana mostrou em sistemas

lacteos interagdo com proteinas do leite aumentando drasticamente a
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viscosidade das solugdes lacteas em comparagdo quando presente em solucao
aquosa. Além disso, Rodrigues et al. (2010) afirmaram que a alga marinha
vermelha Solieria filiformis possui uma iota-carragenana como principal
polissacarideo da parede celular, a qual demonstra baixa atividade
anticoagulante. Entretanto, Araujo et al. (2011) demonstraram que o0s
polissacarideos sulfatados totais de Solieria filiformis sao uma mistura de
kappa e iota-carragenana.

Valenta et al. (2004) afirmaram que as carragenanas tém sido
frequentemente utilizadas como aditivo na alimentacao e, tém apresentado
outras propriedades como adesiva na pele a qual pode ser um beneficio para a
aplicacao tépica. Segundo Cunha et al. (2009), elas podem ter uma variedade
de aplicacdes, destacando-se na liberacdo de farmacos e imobilizagao de
células. Além disso, elas sado consideradas potenciais agentes
imunoestimuladores ao serem administradas por via local ou sistémica e
podem aumentar a imunidade natural de pacientes portadores de cancer ou

infeccéao.

As carragenanas podem apresentar variagbes em suas estruturas que
sao originadas principalmente pelo numero e disposi¢cao de grupos sulfato, pela
ocorréncia de carboidratos residuais como xilose, glucose, acido urénico e de
seus substituintes como ésteres metil e grupos piruvatos (Van De Velde et al.,
2002). A A-carragenana, por exemplo, nao forma gel, pois suas moléculas
contém na sua estrutura mais grupo éster sulfato quando comparada as outras

carragenanas (Wang et al., 2005).

Em solucbes aquosas, iota-carragenanas produzem  géis
termorreversiveis, onde a cadeia simples forma dupla helice e,
consequentemente verifica-se a formacdo de géis. Esse mecanismo de
gelificacdo é favorecido pela presenca de cations multivalentes (Yuguchi,
2002). Outros polissacarideos de interesse para a industria sdo os alginatos
que estdo presentes nas algas pardas como polissacarideos perfazendo 40%
do peso seco presente na matriz intercelular como um gel contendo ions:
sédio, calcio, magnésio, estroncio e bario. Ocorrem como componentes

estruturais de algas pardas, e como polissacarideos capsulares de bactérias
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terrestres como Azotobacter vinelandii, A. crococcum e em diversas espécies

de Pseudomonas (Moe, 1995).

1.4 Atividades bioldgicas de lectinas e polissacarideos

Apesar do conhecimento de que lectinas de algas possuem atividade
antiviral, antifungica, antibacteriana, hemolitica e tdxica, pouco se sabe sobre 0
seu envolvimento nas fungoes fisioldgicas (Viana et al., 2002).

De fato, estas proteinas ligantes a carboidratos medeiam o
reconhecimento celular e servem como ferramentas no estudo de
glicoconjugados. Essa caracteristica de ligacdo a carboidratos especificos
permite que tais biomoléculas possam ser utilizadas para tipar grupos
sanguineos e como marcadores celulares com o propdsito de diagnosticar
agentes infecciosos (virus, bactérias, fungos e parasitas) (Rudiger & Gabius,
2001). As lectinas podem ainda, ser utilizadas como agentes terapéuticos alvos
para diferenciar partes do intestino ou até diferenciar células devido a
propriedade de aumentar a aderéncia do epitélio intestinal e intensificar a
penetracdo de farmacos (Chowdary & Rao, 2004). Além disso, elas podem ser
empregadas como bioadesivos que se ligam a superficie da mucosa, dentre
outras utilidades farmacéuticas (Jepson et al., 2004).

Lectinas sdo ainda reconhecidas por contribuirem de forma dindmica no
reconhecimento de células tumorais, localizacdo e adesao celular, estimulacao
mitogénica, citotoxicidade e apoptose (Wang et al., 2000).

Segundo Cardozo et al. (2007), existem poucos estudos sobre o
isolamento, caracterizacdo e propriedades bioldgicas de lectinas de algas,

tornando-se um campo aberto para novas pesquisas.

A lectina presente na alga marinha vermelha Solieria filiformes, isolada
por Benevides et al. (1996), mostrou efeito sobre o crescimento de eubactérias
patogénicas (Holanda et al., 2005), bem como sobre o desenvolvimento de
carrapatos bovinos (Boophilus microplus) (Nascimento, 2003). Outra lectina
que também apresentou atividade carrapaticida foi obtida da alga marinha
vermelha Gracilaria cornea. Esta proteina foi capaz de reduzir a massa
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corporea dos carrapatos apds o periodo de oviposicdo, o peso dos ovos € 0
tempo de sobrevivéncia das larvas (Lima et al., 2005).

Lectinas isoladas das algas marinhas vermelhas Amansia multifida, B.
seaforthii, B. triquetrum e Gracilaria caudata, especificas para oligossacarideos
complexos presentes em glicoproteinas, foram estudadas quanto aos seus
efeitos sobre a inducdo de migracao de neutréfilos quando administradas na
cavidade peritoneal e em bolha de ar induzida no dorso de ratos ou
camundongos. Os resultados obtidos demonstraram que as referidas lectinas
foram capazes de induzir, in vivo e in vitro e, de maneira dose dependente a

migracao de neutrofilos (Neves et al., 2001).

Algumas espécies de algas marinhas produzem substancias antibiéticas
capazes de inibir o crescimento de bactérias, virus e fungos. Como exemplo,
destaca-se o extrato protéico total da espécie de alga marinha vermelha
Pterocladiella capillacea que foi capaz de inibir o crescimento de Vibrio
vulnificus revelando formacdo de zonas de inibicao na superficie do agar (Liao
et al., 2003). Uma lectina obtida dessa mesma espécie de alga apresentou
propriedades antinociceptiva e anti-inflamatéria com acéao periférica nas doses
de 0,9; 8,1 ou 72,9 mg/kg;i.v. (Silva et al., 2010). Com base nessas mesmas
propriedades a lectina isolada da alga verde Caulerpa cupressoides também foi
capaz de reduzir a dor e inflamagdo em ensaios classicos (Vanderlei et al
2010).

A lectina da alga Amansia multifida também foi avaliada quanto sua acao
antinociceptiva em camundongos por Neves et al. (2007) através dos ensaios
de contorgdes abdominais induzidas por acido acético e teste da placa quente.
Neste estudo, constatou-se que a lectina foi capaz de reduzir o numero das
contor¢cbes abdominais e reduzir o tempo de lambedura da pata (teste da placa
quente), cujo efeito foi revertido por naloxona indicando o envolvimento do
sistema opidide. Estes resultados levaram os autores a sugerir que a lectina da
alga A. multifida apresenta efeito antinociceptivo de acao central e periférica.
De maneira semelhante, Bitencourt et al. (2008) demonstraram que a lectina da

alga Hypnea cervicornis nas doses de 0,1, 1 e 10 mg/kg também foi capaz de
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inibir as contorcbes abdominais em camundongos (62%, 42% e 72%,

respectivamente).

Além das lectinas, os polissacarideos de algas marinhas também tém
apresentado potenciais efeitos bioloégicos na medicina, demonstrando
atividades antitumorais, antivirais, anticoagulante, dentre outras. Como
exemplo, destaca-se a atividade anticoagulante observada para a galactana da
alga marinha vermelha Gelidium crinale (Pereira et al., 2005). Além desta
atividade, foi demonstrado que polissacarideos sulfatados totais das espécies
de algas Bryothamnion seaforthii e B. triquetrum apresentaram atividade
antinociceptiva (Viana et al., 2002). Em estudos realizados por Araujo et al.
(2011) utilizando uma fragdo polissacaridica sulfatada da alga S. filiformis,
obtida por cromatografia de troca ibnica em DEAE-celulose, apresentaram
efeito antinociceptivo de acao periférica em ensaios classicos de contorcdes
abdominais, formalina e placa quente.

Em estudos relatados por Vandelei et al. (2011) foi demonstrado um
efeito antiinflamatério de polissacarideos sulfatados obtidos da alga marinha
vermelha Gracilaria birdiae cuja dose de 10 mg/kg foi capaz de reduzir o
namero de leucdcitos na cavidade peritoneal. Um efeito anti-inflamatério,
ocasionado por uma redugao no numero de leucécitos (10 mg/kg e 25 mg/kQ)
também foi demonstrado para fucanas sulfatadas obtidas da alga Padina
gymnospora (Marques et al., 2012).

Uma outra atividade que tem sido estudada com polissacarideos obtidos
de algas é a atividade antitumoral. Como por exemplo, Fernandéz et al. (1989)
demonstraram que o agar da alga Gracilaria dominguensis foi capaz de inibir o
desenvolvimento de carcinoma em ratos. De maneira semelhante, Zhou et al.
(2005), demonstraram que uma carragenana obtida da alga Chondrus ocellatus

também apresentou atividade antitumoral.

Portanto, o papel biolégico das lectinas e polissacarideos de algas
marinhas faz parte de uma area de estudos ainda pouco explorada, onde muito
conhecimento devera ser investido visto que estas biomoléculas podem ser

consideradas fontes promissoras para a industria farmacéutica.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar o grau de toxicidade da lectina da alga marinha vermelha
Pterocladiella capillacea (PcL) e dos polissacarideos sulfatados totais (SfP) da
alga marinha vermelha Solieria filiformes, a atividade anti-inflamatéria da PcL e

atividade antimicrobiana da PcL e dos SfP.

2.2 Especificos

e Extrair as proteinas totais e obter a PcL por cromatografia de troca
idbnica em gel de DEAE-celulose;

e Avaliar o grau de pureza da PcL por eletroforese em gel de
poliacrilamida em condi¢cdes nativa, desnaturante e redutora;

e Extrair os SfP ;

e Realizar ensaios de inibicdo da atividade hemaglutinante da PcL pela

glicoproteina mucina e SfP;

e Avaliar a toxicidade da PcL e SfP por doses repetidas através dos

parametros bioquimicos e histologicos;

e Avaliar o efeito anti-inflamatério da PcL utilizando os ensaios de edema
de pata e da mieloperoxidase (MPO);

e Avaliar a atividade antimicrobiana da PcL e dos SfP sobre o

desenvolvimento de micro-organismos em meios soélido e liquido.
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3. MATERIAIS

3.1  Algas marinhas

A alga marinha vermelha P. capilacea foi coletada em rochas do meso-
litoral, durante maré baixa (-0,2 a 2,0 m) na praia do Pacheco, municipio de
Caucaia-CE e a alga marinha vermelha S. filiformes foi obtida de maricultura
experimental situada a 200 m da costa na praia de Flexeiras, no municipio de
Trairi-CE.

3.2 Células sanguineas

Sangue de coelho albino foram obtidas de animais adultos e sadios,
mantidos no Biotério do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da

Universidade Federal do Ceara.

3.3 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss machos, pesando entre 20 e 25 g,
e ratos Wistar machos, pesando entre 180 e 200 g, provenientes do Biotério
Central da Universidade Federal do Ceara e mantidos em salas com
temperatura ambiente controlada e livre acesso a ragao e a agua no Biotério do
Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular. Os ensaios com 0s animais
seguiram os padrbes exigidos de ética e biosseguranca sendo aprovado pela
Comissdo de Etica em Pesquisa Animal (CEPA) desta instituicido N° 100/09
(Anexo 1).

3.4 Bactérias

Foram utilizadas as seguintes cepas padrao: Staphylococcus aureus
ATCC 6538P, Escherichia coli ATCC 10536, Pseudomonas aeruginosa
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ATCC 9027, Salmonella cholerae-suis ATCC 10708 e Candida albicans
ATCC 10231.

3.5 Farmacos, reagentes e meios de cultura

Reagentes e meios de cultura utilizados para o desenvolvimento deste
trabalho foram:

e Acrilamida (Sigma-Aldrich®, USA);

e Agar (Merck®);

e Agar Muller Hinton (Merck®);

e Agar Sabouraud-dextrose (Merck®);

e Agarose (Bioagency);

e Albumina sérica bovina (Sigma-Aldrich®, USA);

e Acido acético (Vetec);

e Alcool comercial (Santa Cruz);

e Amicacina (Sigma-Aldrich®, USA);

e Azul de Bromofenol (Vetec);

e BHI — Caldo de infusdo de cérebro e coracao (Merck®);

e Brometo de N-cetil-N,N,N,-trimetilaménio 0,1% (CETAVLON).

e [(-mercaptoetanol (Vetec);

e Carragenana iota(Sigma-Aldrich®, USA);

e (Carragenana lambda(Sigma-Aldrich®, USA);

e (Carragenana kappa (Sigma-Aldrich®, USA);

e (Cetoconozol
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Cloral Hidratado (Vetec);

Cloreto de Sédio (Vetec);

Coomassie Brilliant Blue G-250 (Spectrum);
DEAE-Celulose (Sigma-Aldrich®, USA);
Dexametasona (Laboratério TEUTO);

Dodecil Sulfato de Sédio (SDS) (Sigma-Aldrich®, USA);
Formaldeido (PA, Merck®);

Fosfato de aménio diidrogénio (Merck®);

Fosfato dipotassico (Merck®);

Hematoxilina e Eosina (Reagen);

HTAB (Vetec);

Kit da Labtest® (TGO, TGP, Ureia e Fosfatase Alcalina);

Marcadores para eletroforese: Albumina sérica bovina 66,0 kDa;
Ovoalbumina 45,0 kDa; Gliceraldeido-3-Fosfato Desidrogenase
36,0; Tripsinogénio 24,0 kDa; inibidor de tripsina 20,1 kDa
(Sigma-Aldrich®, USA);

Mucina (Sigma-Aldrich®, USA);

O-dianisidina dicloridrato e perdxido de hidrogénio (Merck®);
Ovoalbumina (Sigma-Aldrich®, USA);

TEMED (Sigma-Aldrich®, USA);

Tripsina (Sigma-Aldrich®, USA);

TRIS (Hidroximetil) Aminometano (Merck®);

1,3-diaminopropano (Vetec);

30



4. METODOLOGIA

4.1 Obtencao da lectina da alga marinha vermelha P. capillacea

A lectina da alga marinha vermelha P. capillacea (PcL) foi obtida
segundo a metodologia descrita por Oliveira et al. (2002) com algumas
modificacoes. Apds prévia lavagem com agua corrente e destilada, a alga foi
triturada em almofariz, em presenca de nitrogénio liquido e submetida a
extracdo protéica com tampao Tris-HCI, 25 mM, pH 7,5 na proporcao de 1:3
(p/v). O homogenato foi deixado em contato por 12 horas e em seguida filtrado
em tecido de nylon. O filtrado obtido foi submetido a centrifugacao, 6000 x g, 30
minutos, 10 °C sendo o residuo descartado e o sobrenadante (extrato total)
submetido a cromatografias sequenciais de troca idbnica em coluna de DEAE-
celulose. A coluna foi equilibrada com tampéo Tris-HCI 25 mM, pH 7,5 e o
extrato, previamente dialisado contra 0 mesmo tampao de equilibrio, aplicado
na coluna. Apés a completa eluicao da fracao nao retida na coluna, foi aplicado
o tampao de equilibrio contendo NaCl 0,3 M para a eluicao da fragao protéica
contendo atividade hemaglutinante adsorvida na matriz. Durante os
procedimentos cromatograficos foi mantido um fluxo constante de 30 mL/hora,
coletando fragdes de 3 mL/tubo e a absorbancia determinada a 280 nm. A
proteina obtida foi dialisada com agua destilada, liofilizada e armazenada a -20
°C para procedimentos posteriores.

4.2 Atividade hemaglutinante e inibicao da atividade hemaglutinante

O ensaio da atividade hemaglutinante da PcL foi realizado através de
diluicbes seriadas em tubos de ensaio. Em cada tubo foram adicionados 100
puL de NaCl 0,15 M. No primeiro tubo foram adicionados 100 yL da amostra
(PcL) e uma série de diluicoes duplas foram feitas (1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32,
etc.), homogeneizando-se completamente antes de cada transferéncia. A cada
diluicdo foram adicionados 100 yL de uma suspenséo de eritrocitos de coelho
tratados com tripsina (2%) e a reagao foi incubada a temperatura ambiente por
60 minutos, conforme descrito por Ainouz et al. (1992).Posteriormente, os
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tubos foram centrifugados a 2.000 x g por 30 segundos e os resultados foram
lidos macroscopicamente, sendo o titulo expresso em unidades de
hemaglutinagdo (UH/mL), que € o inverso da maior diluigdo da amostra que
apresentou nitida aglutinagao.

Para o ensaio de inibicdo da atividade hemaglutinante, uma aliquota da
PcL, encerrando 32 UH/mL (100 uL), foi transferida para tubos contendo igual
volume de solugdes diluidas em série (1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, etc.) a partir de
solucdes estoque da glicoproteina mucina e dos SfP na concentragdo de 5
mg/mL. Os tubos permaneceram 60 minutos a temperatura ambiente e apds
este periodo foram adicionados 100 uL de suspenséao de eritrocitos de coelho a
2% tripsinizados. Os tubos foram deixados em repouso por mais 60 minutos a
temperatura ambiente e, em seguida, centrifugados a 2.000 x g por 30
segundos. O titulo da inibicdo da atividade hemaglutinante foi determinado
considerando a diluicgao mais alta do inibidor capaz de inibir a atividade
aglutinante (Ainouz et al., 1992).

4.3 Eletroforese em gel de poliacrilamida da PcL

O grau de pureza da PcL foi acompanhado por procedimento de
eletroforese em gel de poliacrilamida a 12% na forma nativa (PAGE) e
desnaturante (PAGE-SDS) na auséncia e presenca do agente redutor -
mercaptoetanol, segundo o método de Laemilli descrito por Hames &
Rickwood, (1983).

Para montagem das placas, foi utilizado um gel de concentracéo (3,95%
de acrilamida em tampao Tris-HCI 0,5 M pH 6,8 e, um gel de separacao
(acrilamida 12% dissolvida em tampao Tris-HCI 3 M, pH 8,8). A fracdo protéica
ativa foi dissolvida no tampao da amostra e incubada a 100 °C por 10 minutos.
Aliquotas contendo 1 mg/mL de proteinas foram aplicadas nos pogos do gel de
concentragao. A corrida eletroforética foi realizada a uma corrente constante de
40 mA. As bandas protéicas obtidas foram reveladas mediante coramento com
uma solugédo de Coomassie R-250 a 2% dissolvido em acido acético, metanol e
agua na proporcao de (10:45:45, v/v/v) contendo acido picrico 0,2 M (Stephano
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et al., 1986). No procedimento de PAGE-SDS, foram utilizados como padrdes
protéicos de massas moleculares conhecidas: Albumina sérica bovina 66,0
kDa; Ovoalbumina 45,0 kDa; Gliceraldeido-3-Fosfato Desidrogenase 36,0;
Tripsinogénio 29,0 ; inibidor de tripsina 20,1 kDa (Sigma-Aldrich®, USA).

4.40btencao dos polissacarideos sulfatados totais da alga marinha
vermelha S. filiformes

A alga S. filiformes apds coleta, lavagem e secagem em estufa a 60 °C,
foi cortada em pequenos pedacos e inicialmente submetida a extracdo aquosa
dos polissacarideos sulfatados totais (SfP). Para remocdo do amido das
florideas e alguns pigmentos, foram utilizados 5 g da alga seca e adicionado
agua destilada na proporcao de 0,8% (p/v), deixado em contato por 12 h a
temperatura ambiente sob agitacdo. Em seguida, a mistura foi filtrada em nylon
e 0 residuo obtido, submetido ao procedimento de extracdo aquosa a quente
dos SfP, durante 4 h a 70 °C. Posteriormente, a mistura foi filtrada em nylon e
ao homogenato obtido adicionado alcool na proporcédo de 1:3, seguido de
centrifugagdo (6.000 x g, 15 min, 10 °C). O precipitado obtido foi ressuspedido
em agua, dialisado contra agua destilada, liofilizado (denominado de SfP) e
armazenado em frascos hermeticamente fechados a temperatura ambiente

para procedimentos posteriores.
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[ Alga Pterocladiella capillacea ]

Maceragdo com N, + T. Tris-HCI 25 mM pH 7.5(TB), 12h +
Filtracdo + centrifugacdo 6000x g, 4°C, 30 min

W

[ Extrato Total
i
[ Cromatografia de Troca idnica em coluna de DEAE-Celulose ]

[ l i
Pl
.L didlise, liofilizacdo
Pcl L.
[ " Oliveira et al., 2002

Figura 1 — Esquema de obtencao da lectina de Pterocladiella capillacea (PcL).

Pl=Pico 1; PlI=Pico 2.
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5g daalga Solieria filiformis seca
+3agua (0,8%,m/v) 25 ° C, 12 h + filtragdo

rl

Wy

[ Residuo ][ Filtrado (descartado) ]

agua (0,8%,miv)+70° C, 4 h + centrifugagio 4 °C, 20 min

[ Sobrenadante ]

|, Alcool comercial (1:3, v/v) + centrifugacéo

\L Dialise, liofilizagéo

|

]

Figura 2-. Esquema de obtenc¢éo dos polissacarideos de Solieria filiformis (SfP)
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4.5 Avaliacao da toxicidade aguda por dose repetida de PcL e SfP

Na avaliacdo estimativa e preliminar da toxicidade da PcL e dos SfP,
estes foram administrados por um periodo de quatorze dias consecutivos com
sacrificio dos animais no décimo quinto dia. Dessa forma, grupos (n=6) de
camundongos machos e fémeas (20-25 g) foram tratados com PcL e SfP pelas
vias i.p e v.0 na dose de 9 mg/kg, sendo os efeitos observados durante um
periodo de 24 horas. No décimo quinto dia, os animais foram anestesiados e
amostras de sangue coletadas do plexo retro orbitario e centrifugadas para a
obtencdo do plasma para posteriores dosagens bioquimicas das transaminases
glutdmico-oxaloacético e pirtvica (TGO e TGP), fosfatase alcalina e uréia. Em
seguida, os camundongos foram sacrificados por deslocamento cervical, seguido
da retirada dos 6rgaos coracéo, figado e rim direito para posterior pesagem,
mantendo correlacbes com as respectivas massas corpéreas. Todos o0s
parametros toxicolégicos observados foram comparados a de animais que
receberam apenas a solucdo controle negativo salina (NaCl 0,15 M), nas

mesmas condi¢des que os animais tratados.

4.5.1 Dosagem das transaminases glutamico oxalacética (TGO/AST) e
glutamico piravica (TGP/ALP)

A enzima transaminase glutdmico oxalacética (TGO/AST) é uma
enzima liberada no sangue quando ocorre uma lesdo hepatica, cardiaca,
muscular ou cerebral. Do mesmo modo, a enzima transaminase glutamico
pirdvica (TGP/ALT) também é liberada no sangue quando ocorre lesdo
hepatica. Portanto, estas mensuracdes sao uUteis na deteccao de lesao celular
hepatica.

Neste procedimento foi uitilizado as recomendagdes do Kit da Labtest®.
que consistiu em adicionar 50 pL do substrato TGO (solugédo de 0,2 M de L-
aspartato, 0,002 M a-cetoglutarato, tampao fosfato 0,1 M, pH 7,4), colocado em
banho-maria a 37 °C por 2 min, seguido da adicdo de 10 pL do plasma e
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incubado a 37 °C por 30 minutos. Posteriormente, foi adicionado 50 pL do
reagente de cor (solugdo 0,001 M de 2,4 Dinitrofenilhidrazina), homogeneizado
e deixado em repouso a temperatura ambiente durante 20 minutos. Em
seguida, foi adicionado 500 puL de hidréxido de sddio 0,4 M e a solugéo deixada
em repouso durante 5 minutos a temperatura ambiente. As leituras de
absorbancias foram realizadas em espectrofotometro (Ultrospec 1100 pro) a
505 nm.

Para a dosagem de transaminase glutamico piravica (TGP/ALT), o
procedimento consistiu em adicionar 50 uL de substrato TGP (solugdo de 0,2 M
de L-alanina, 0,002 M a-cetoglutarato, tampédo de fosfatos 0,1 M pH 7,4),
adicionado em banho-maria a 37 °C, seguido da adigdo de 10 pL do plasma,
homogeneizado e incubado a 37 °C durante 30 minutos. Posteriormente, foram
adicionados 50 pL do reagente de cor (solugdo 0,001 M de 24
Dinitrofenilhidrazina), homogeneizado e deixado em repouso a temperatura
ambiente durante 20 minutos. Em seguida, foi adicionado 500 uL de hidroxido
de sédio 0,4 M e a solucao deixada em repouso durante 5 min a temperatura
ambiente. As leituras de absorbancias foram realizadas em espectrofotdmetro
(Ultrospec 1100 pro) a 505 nm.

4.5.2 Dosagem de fosfatase alcalina

A fosfatase alcalina € produzida por muitos tecidos, principalmente pelos
0sso0s, figado, intestinos e placenta e é excretada pela bile. A dosagem sérica
desta enzima é particularmente Util na investigacao das doencas hepatobiliares e

osseas.

Esta metodologia trata-se de um método colorimétrico baseado no
principio de que a fosfatase alcalina presente no soro hidrolisa a timolftaleina
monofosfato, liberando timolftaleina, que tem cor azul em meio alcalino. A
intensidade da cor formada é proporcional a quantidade da fosfatase alcalina

na amostra.
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Desta forma, 25 pL de plasma de cada animal foram utilizados para a
dosagem, sendo esta realizada seguindo as recomendacbes descritas no Kit
da Labtest® (Cat. 40, ANVISA 10009010081)., As leituras de absorbancia foram
obtidas no comprimento de onda de 590 nm em espectrofotémetro (Ultrospec
1100 pro).

4.5.3 Dosagem de ureia

Fisiologicamente a uréia se eleva devido a dieta hiperprotéica ou com a
idade, particularmente ap6s os 40 anos. Elevacées também ocorrem por
catabolismo elevado (febre, septicemia) e hemorragias internas, principalmente
do trato gastrointestinal.

Esta metodologia é baseada em um sistema enzimatico-colorimétrico,
cuja intensidade da cor formada é proporcional a quantidade de uréia na
amostra. O principio se baseia na hidrélise da uréia pela uréase a ions amoénio
e CO, onde os ions aménio reagem em pH alcalino com salicilato e hipoclorito
de sédio, sob a acdo catalisadora do nitroprussiato de sodio para formar azul
de indofenol. A intensidade da cor formada € proporcional a quantidade de

uréia formada.

Desta forma, 50 pyL de plasma de cada animal foram utilizados para a
dosagem, sendo esta realizada seguindo as recomendacdes descritas no Kit
da Labtest® (Cat. 40, ANVISA 10009010081). As leituras de absorbancia foram
obtidas no comprimento de onda de 600 nm em espectrofotémetro (Ultrospec
1100 pro).

4.6 Analise histoldgica do ensaio de toxicidade

Diante da importancia de ser realizada uma andlise microscopica do

efeito das moléculas PcL e SfP foi realizado o estudo histoldégico segundo a
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metodologia de Prophet et al. (1992), utilizando um processador automatico

de tecidos Lupe® modelo PT09 (histotécnico).

Ap6és retirada de sangue para a obtencao do plasma para as dosagens
bioquimicas séricas foram retirados os 6rgaos: coragao, figado e rim, fixados
em formol tamponado a 10% durante um periodo que variou em torno de 24 a
48 horas. Em seguida, foram realizados dois cortes transversais ao longo da
espessura do fragmento tecidual, que apds removidos, foram colocados em
cassetes histolégicos seguido da desidratacdo em quatro concentragdes
crescentes de etanol comercial (70 a 100%). Posteriormente, foi realizada a
inclusdo do material em parafina na forma liquida, mantido em banho
histolégico (Modelo BH05). Em seguida, os tecidos contidos nos blocos de
parafina foram cortados (4 um de espessura) utilizando-se um micrétomo de
impacto (Poycut S, Leica, Alemanha) equipado com navalha de tungsténio de
16 cm, tipo D (Leica, Alemanha). Finalmente, os cortes histologicos foram
transferidos para laminas fixas e submetidos a coloragdo pela técnica de
hematoxilina e eosina (HE), seguido da adicado de verniz vitral e posterior

avaliacdo em microscdpio Optico.

4.7 Ensaios de inflamacao

4.7.1 Ensaio do edema de pata induzido por A-carragenana (Cg)

Diante da capacidade indutora de inflamacao da carragenana (Cg), esta
foi utilizada como agente indutor para verificar o efeito anti-inflamatério de PcL.
Portanto, grupos de seis animais (ratos Wistar machos) foram usados no ensaio
do edema de pata induzido por A-carragenana (300 mg/pata) em um volume
final de 0,1 mL na pata traseira direita segundo o método de Winter et al.
(1962). Os animais receberam 30 min antes do estimulo carragenana, PcL (1, 3
e 9 mg/kg, i.v), dexametasona (1 mg/kg, s.c) ou salina (0,15 M NacCl;i.v)
preparadas em um volume final de 10 mL/kg. O volume da pata foi quantificado
pelo volume deslocado pela pata, usando um pletismémetro (Ugo Basile, Italia),
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imediatamente antes do estimulo Cg 0, 1, 2, 3 e 4 h apds sua injecdo. Para
confirmar o efeito anti-inflamatério da PcL, esta também foi aplicada em conjunto
com seu inibidor a glicoproteina mucina (1,25 e 3 mg/kg) (Oliveira et al., 2002).
O edema foi calculado como a diferenca entre o volume de fluido deslocado em
um determinado momento antes e apo6s o estimulo (tempo zero). Os volumes
foram expressos em mm?® e comparados com aqueles obtidos a partir das patas
dos animais injetados com o estimulo inflamatério ou com apenas 0,1 mL de
solucdo salina. No final do teste, os animais foram sacrificados com hidrato de
cloral, e a porcao inferior do tecido da pata extraida e congelada (-20 °C) para
posterior dosagem da atividade da MPO (mieloperoxidase).

4.7.2 Dosagem da mieloperoxidase (MPO)

A MPO é uma enzima derivada de leucécitos que catalisa a formacao de
numerosas espécies reativas oxidantes. Além de integrantes da resposta
imune inata, evidéncias tém comprovado a contribuicdo desses oxidantes para
o dano tecidual durante a inflamacao. A sua dosagem ¢é utilizada como um
marcador da infiltracao de neutréfilos (Roman et al., 2008).

A determinacao da atividade MPO, utilizando aliquotas obtidas a partir
do exsudato dos fragmentos do tecido da pata, foi realizada utilizando o
método de Bradley et al. (1982). Cerca de 50-70 mg de tecido da pata foi
homogeneizado em tampao fosfato de potassio contendo HTAB 0,5% (1 mL de
tampédo por 50 mg de tecido). O homogeneizado foi entdo centrifugado a
40,000 x g por 7 min a 4 °C e a atividade MPO foi determinada medindo a
variagao de absobancia a 450 nm usando o-dianisidina dicloridrato e peroxido
de hidrogénio. Uma unidade de atividade da MPO foi definida como a atividade
necessaria para converter 1 mol de peréxido de hidrogénio em agua em 1 min
a 22 °C. Os resultados sao apresentados como unidades de MPO/mg de
tecido. Esta metodologia também foi utilizada para a medicao da atividade
MPO em tecidos obtidos das feridas induzidas em ratos (capitulo 2).
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4.8 Atividade antimicrobiana de PcL e SfP

A determinacdo da atividade antimicrobiana da PcL e dos SfP foi
realizada segundo o método de difusdo em agar (Norma M2-A8, Vol. 23 N? 1
do Clinical and a Laboratory Standards Institute (CLSI, 2003. As amostras
foram aplicadas em diferentes concentracées em pocos formados no meio

soélido.

Foram testadas as seguintes cepas microbianas: Staphylococcus
aureus ATCC 6538P, Escherichia coli ATCC 10536, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 9027, Salmonella choleraesuis subsp. choleraesuis ATCC
10708 e Candida albicans ATCC 10231.

Culturas microbianas puras mantidas em &agar estoque sob
refrigeracao, foram repicadas para caldo de infusdo de cérebro e coragéao
(BHI, Merck) e incubadas a 35 °C até atingirem fase exponencial de
crescimento (10h). Apds esse periodo, as culturas tiveram sua densidade
celular ajustada em solugéo salina 0,85% estéril, de modo a se obter uma
turbidez comparavel a do tubo 0,5 da escala de McFarland o que resulta em

uma suspensao microbiana contendo aproximadamente 1,5 x 108 UFC/mL.

Com o auxilio de swabs estéreis, essas suspensdes foram semeadas
na superficie do agar Mueller-Hinton (Merck) (para cepas bacterianas) ou agar
Sabouraud-dextrose (Merck) (para cepa de levedura). De acordo com a
metodologia e para evitar resultados incorretos, a camada de agar na placa de
Petri tinha de 3 a 4 mm de espessura e foi semeada em trés diregbes, para
que fosse obtido um crescimento confluente e homogéneo Apds 5 minutos,
foram feitos pocos de 5 mm de didametro interno no agar, utilizando-se para
isso um perfurador estéril. Nesses pocos foram aplicados volumes de 25 pL
de PcL (2 mg/mL) filtrada em membranas de 0,22 ym e SfP (2 mg/mL)
diluidos em &gua estéril. Para titulo de controle foram utilizados os
antimicrobianos amicacina e cetoconazol. Ap6s 16-18h de incubacao a 35 °C,
os halos de inibicdo de crescimento foram medidos em milimetros com auxilio

de um paquimetro. Esses ensaios foram feitos em duplicata onde os valores

41



dos halos de inibicao expressam as médias das medidas dos dois resultados.

4.8.1 Determinacao da CIM (Concentracao Inibitéria Minima) de PcL

A determinacdo da CIM (Concentracdo Inibitéria Minima) foi realizada
através da técnica de microdiluicdo em placas de acordo com a Norma M7-
A6, Vol. 23 N2 2, CLSI, 2003. Foram utilizadas microplacas esterilizadas com
96 pocos, de fundo redondo.

As culturas, mantidas em agar estoque sob refrigeragdo, foram
repicadas para caldo e incubadas a 35 °C até atingirem fase exponencial de
crescimento (10h). Apbs esse periodo, as culturas tiveram sua densidade
celular ajustada caldo, de modo a se obter uma turbidez equivalente a do tubo
0,5 da escala de McFarland, o que resulta em uma suspensado microbiana
contendo aproximadamente 1,5 x 10® UFC/mL.

Essa suspensdo foi diluida 100 vezes, em caldo BHI, o que
corresponde aproximadamente a uma suspensdo contendo 10° UFC/mL, da
qual foram retirados 80uL e adicionados em cada pogo da placa. Cada pogo
da placa continha 100 pL de caldo BHI, 20 pL PcL (filtrada em membranas de
0,22 ym) em concentracdes que variaram de 1000 pg/mL a 25 ug/mL e 80 uL
de suspensao de microorganismo. Como controle da inibicdo do crescimento
microbiano foi utilizado o meio de cultura, o agente antimicrobiano e o inoculo
do microorganismo. Ja como controle da auséncia de inibicdo do crescimento
microbiano foi usado meio de cultura, agua estérii e o inoculo do

microorganismo.

As placas de culturas, fechadas por tampas apropriadas, foram
incubadas durante 24 horas em estufa bacteriolégica a 35°C. Apds esse
periodo foi realizada a inspecao visual do crescimento microbiano e a leitura
das absorbancias em leitora de Elisa Bio-Tek a 620nm.

A CIM é considerada a menor concentracao capaz de inibir o crescimento
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microbiano, constatado pela auséncia de turvagao visivel, por inspecéao visual do
crescimento microbiano. As placas de cultura foram submetidas a leitura de
absorbancia a 620nm para confirmacao dos valores de CIM, assim como para

excluir a interferéncia da turvacao determinada pelas amostras.

4.9 Utilizacao dos SfP como fonte de carbono

Para investigar se os microrganismos Staphylococcus aureus ATCC 6538P,
Escherichia coli ATCC 10536, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Salmonella
choleraesuis subsp. choleraesuis ATCC 10708 e Candida albicans ATCC 10231
possuem a capacidade de utilizar os SfP como fonte de cabono, preparou-se um
meio de cultura contendo apenas uma fonte de nitrogénio, minerais e os
polissacarideos sulfatados totais SfP. O meio em questao foi composto por sulfato
de Magnésio (0,2g/L), fosfato de aménio diidrogénio (1g/L), fosfato Dipotassico
(1g/L), SfP (2g/L), cloreto de Sodio (5g/L), azul de bromotimol (0,08g/L) e agar
(15g/L). Apbs a esterilizacao, corrigiu-se o pH para 6.8 £ 0.1, distribui-se em tubos
que foram inclinado e esperou-se sua solidificacdo. Os microrganismos foram
semeados na superficie do agar com ajuda de uma agulha de inoculagéo, incubou-
se em estufa bacterioldgica 37°C durante 24 horas e verificou-se a mudanca de

coloracédo do meio.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Ensaio de inibicao da atividade hemaglutinante de PcL

Como os polissacarideos sulfatados totais da alga Solieria filiformis (SfP)
foram aplicados como veiculo para a administracdo da PcL em ensaio de
cicatrizacdo (a ser descrito no capitulo 2) achou-se necessario a realizagdo do
ensaio de inibicao da atividade hemaglutinante da PcL pelos SfP e seu hapteno

a glicoproteina mucina.

Os resultados obtidos mostraram que a PcL teve seu sitio de interagédo
inibido somente pelo seu hapteno mucina, conforme ja demonstrado por Oliveira
et al. (2002) demonstrando portanto, que os SfP poderdo ser utilizados como
veiculo nos ensaios de cicatrizacdo (Tabela 1).

5.2Eletroforese de PcL em gel de poliacrilamida

Na avaliacdo do grau de pureza da PcL obtida por cromatografia de
troca i6bnica em coluna de DEAE-celulose (Figura 3A) foi observada uma
Unica banda por eletroforese gel de poliacrilamida em condicées nativa
(PAGE) assim como uma Unica banda de massa molecular aparente de 36,1
KDa por PAGE-SDS na auséncia e presenca do agente redutor B-
mercaptoetanol (Figura 3B e 3C) confirmando o resultado descrito por Silva
(2008).
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Tabela 1- Inibicdo da atividade hemaglutinante da lectina da alga marinha
Pterocladiella capillacea (PcL) por mucina e SfP

CONCENTRACAO MINIMA*

ACUCARES
mg/ml
MUCINA 0,625
StP

Titulo da atividade: 2° (32 UH)
UH:Unidades de Hemaglutinacao

(-) Nao houve inibicado da UH na concentracao utilizada (5 mg/mL)
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Cromatografia de Troca I6nica em Gel de DEAE-Celulose 3a
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Figura 3 — Obtengédo da PcL por cromatografia de troca ibnica DEAE-celulose
(3A) e avaliagdo da pureza da PcL em condi¢cdes nativa (PAGE) (3B) e em
condicao desnaturante (PAGE-SDS) na auséncia e presenca do agente redutor
B-mercaptoetanol (3C). Marcadores de massas moleculares padrdes (MM) de:
Albumina sérica bovina 66,0 kDa; Ovoalbumina 45,0 kDa; Gliceraldeido-3-
Fosfato Desidrogenase 36,0; Tripsinogénio 29,0 ; inibidor de tripsina 20,1 kDa
(Sigma-Aldrich®, USA). M=mucina, S/B= sem B-mercaptoetanol e C/B=com [3-
mercaptoetanol.
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5.3 Avaliacao sistémica da toxicidade aguda da PcL e dos SfP

O ensaio de toxicidade aguda da PcL e dos SfP, administradas na
mesma concentracao (9 mg/kg) por vias i.p e v.o, respectivamente durante um
periodo de 14 dias em camundongos (machos e fémeas) nao apresentou
alteragdes na massa corporal dos animais e nenhuma alteracdo na massa dos
o6rgaos avaliados (coracao, figado e rim). Também ndao houve mudancas
significativas nos niveis das enzimas (AST, ALT, fosfatase alcalina e uréia) em
comparacao com o grupo controle (Tabelas 2, 3, 4 € 5).

Estes dados estdo em conformidade com os obtidos por Silva et al.
(2010) que administrou por via intravenosa a lectina da alga Pterocladiella
capillacea. Resultado semelhante também foi observado pela administracdo
intravenosa de um lectina obtida da alga Caulerpa cupressides por Vanderlei et
al. (2010).

A auséncia de toxicidade da SfP corrobora com os resultados obtidos
para os polissacarideos sulfatados totais, obtidos por extracdo enziméatica, para
a mesma espécie de alga por Araujo et al.(2011). Rodrigues et al. (2011)
demonstraram que o0s polissacarideos sulfatados da rodoficiea Hypnea
musciformis também nao ocasionaram alteracdo hepatica ou renal quando

administrados somente por via i.p durante um periodo de 14 dias.

Os resultados de toxicidade obtidos neste trabalho foram de grande valia
visto que, as duas moléculas (PcL e SfP) foram utilizadas em ensaio posterior
de cicatrizagdo através da aplicagdo tdpica. Segundo Pandit (2008) embora
muitos farmacos sejam aplicados na pele para o tratamento de afecgdes locais,
a absorcao sistémica é possivel.
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Tabela 2- Avaliacdo da toxicidade aguda da lectina PcL de Pterocladiella capillacea
administrada por via intra peritoneal.

Parametros Tratamento (9 mg/kg, i.p)
Fémea Macho
Salina PcL Salina PcL
Massa corporea (g) 23.5 £ 0,7638 28,8 £ 0,2 29,51+ 0,6 34809

(tempo zero)

Massa corpérea (g) 28,2+0,9 30,2 +0,6 34,8 0,9 30,3 +0,6
Figado (g)/massa (g) 1,404 1,5+0,4 1,8+0,1 1,7 0,1
Rim (g)/massa (g) 0,2+0,1 0,2+0,1 0,3+0,1 0,3+0,1
Coracao (g)/massa (g) 0,10,1 0,2+0,1 0,2+0,1 0,2+0,1
TGO (mg/dL) 51,515,4 49,816,3 48,314,3 52,1+2,3
TGP (U/L) 41,5+4,3 31,2+4,2 36,0+3,4 37,2+4,0
Ureia (U/L) 48,412,5 52,515,0 46,311,1 41,413,0
Fosfatase Alcalina 40,1+4,3 46,7+1,01 422430 52,0£3,0

(U/L)

Apb6s 14 dias de tratamento, os animais foram pesados e amostras de sangue coletadas
para analise de parametros que correspondem ao peso corpéreo, dos 6rgaos e dosagens
bioquimicas (AST, ALT, ureia e fosfatase alcalina). Os valores sdao apresentados como
média £ S.E.M. Teste t de Student para valores nao pareados.
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Tabela 3- Avaliacdo da toxicidade aguda da lectina PcL de Pterocladiella capillacea
administrada por via oral.

Parametros Tratamento (9 mg/kg, v.0)
Fémea Macho
Salina PcL Salina PcL
Massa corpérea (g) 27,0 £ 0,5 28,305 30,8 0,4 24.3+0,2

(tempo zero)

Massa corpérea (g) 27,21+ 0,4 27,2+0,4 35,0+ 0,1 31.510,2
Figado (g)/ massa (g) 1.2+0,4 1,3+£0,3 1,4+0,3 1,6 £0,5
Rim (g)/ massa (g) 0,18 £ 0,1 0,20 £ 0,5 0,3+0,4 0,22 £ 0,2
Coracao (g)/massa (g) 0405 0,17 £ 0,2 0,20 £ 0,2 0,1+0,2
TGO (mg/dL) 45,710,6 4810,3 59,510,3 47,510,4
TGP (U/L) 37,210,1 35,510,1 26,510,4 37,340,6
Uréia (U/L) 49,310,2 41,210,4 44,510,4 41,110,2
Fosfatase Alcalina 48,510,5 59,310,3 62,210,2 65,410,1
(U/L)

Apds 14 dias de tratamento, os animais foram pesados e amostras de sangue coletadas
para analise de parametros que correspondem ao peso corpéreo, dos 6rgaos e dosagens
bioquimicas (AST, ALT, ureia e fosfatase alcalina). Os valores sdo apresentados como
média £ S.E.M. Teste t de Student para valores nao pareados.

49



Tabela 4- Avaliacao da toxicidade aguda do polissacarideo sulfatado SfP de Solieria
fifliformis administrado por via intra peritoneal.

Parametros Tratamento (9 mg/kg, i.p)
Fémea Macho
Salina SfP Salina SfP
Massa corpérea (g) 23,5+0,3 30,3+0,1 29,5+0,6 25,0+0,4
(tempo zero)

Massa corpérea (g) 28,2 +0,2 33,3+0,2 34,3105 28,3+0,3
Figado (g)/massa (g) 1,4+0,5 1,9+0,2 1,8+0,2 1,8+0,2
Rim (g)/massa (g) 0,2+0,1 0,2+0,1 0,3+0,1 0,3+0,1
Coracao (g)/massa (g) 0,15+0,2 0,150,1 0,18 £ 0,1 0,15+0,5
TGO (mg/dL) 51,540,5 49,110,4 48,310,3 54,410,2
TGP (U/L) 41,5+0,3 31,2+0,4 35,410,3 57,2+0,3
Ureia (U/L) 48,4+0,2 45,7+0,3 46,310,1 50,3+0,3
Fosfatase Alcalina (U/L) 40,110,4 34,410,3 42,210,2 49,910,3

Apds 14 dias de tratamento, os animais foram pesados e amostras de sangue coletadas
para analise de parametros que correspondem ao peso corpéreo, dos 6rgaos e dosagens
bioquimicas (AST, ALT, ureia e fosfatase alcalina). Os valores sdo apresentados como

média £ S.E.M. Teste t de Student para valores nao pareados.
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Tabela 5- Avaliacao da toxicidade aguda do polissacarideo sulfatado SfP de Solieria
fifliformis administrado por via oral.

Parametros Tratamento (9 mg/kg, v.0)
Fémea Macho
Saline SfP Saline SfP
Massa corpérea (g) 27,3+0,3 30,504 30,2+0,5 252+0,4

(tempo zero)

Massa corpérea (g) 27,2+0,3 30,5+0,6 35,3+0,1 28,0 £ 0,2
Figado (g)/massa 1,2+0,4 1,3+x0,4 1,4+£0,5 1,26 £ 0,1
Rim (g)/massa 0,18 £ 0,1 0,23+ 0,5 0,29 + 0,1 0,26 £ 0,3
Coracao (g)/massa 0,14 £ 0,5 0,18 £0,3 0,20 £ 0,2 0,18 £0,2
TGO (mg/dL) 46,010,1 42,010,3 59,740,3 43,110,2
TGP (U/L) 37,2+0,1 45,2+0,4 26,5+0,4 48,5+0,5
Uréia(U/L) 49,3+0,3 51,0+0,4 44,5+0,2 55,50,3
Fosfatase Alcalina (U/L) 48,510,4 57,310,3 62,210,2 40,310,4

Apds 14 dias de tratamento, os animais foram pesados e amostras de sangue coletadas
para analise de parametros que correspondem ao peso corpéreo, dos 6rgaos e dosagens
bioquimicas (AST, ALT, ureia e fosfatase alcalina). Os valores sdo apresentados como
média £ S.E.M. Teste t de Student para valores nao pareados.
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5.4 Analise histoldgica

O ensaio de toxicidade foi também acompanhado pela analise
histoldgica do coracao, figado e rim direito de camundongos machos e fémeas.
A Figura 4 demonstra auséncia de alteracdes no coragao, figado e rim em
animais que foram tratados com salina (NaCl 0,15M). Em todos os grupos nao
foram encontradas diferencas entre machos, fémeas e as vias de
administragdo. As andlises do tecido do coragdo de animais tratados com PcL
nao demonstraram nenhuma alteracao nas fibras musculares cardiacas (Figura
5A e 5B). As analises dos tecidos do figado tratados com PcL, em ambas as
vias, apresentaram degeneracdes macro e microvacuolar multifocal, turva
pericentrolobular e de borda (Figura 6A e 6B). Além disso, os rins também
apresentaram degeneracao tubular subcapsular, formacdo de cilindros
tubulares hialinos (Cértex e medula) e focos de hemorragia difusos pelo Cortex
e Medula (Figura 7A e B). Também foi observado um processo degenerativo
tubular mostrando a formacgéao de cilindros hialinos em tubulos renais e focos
hemorragicos difusos pelo Cortex e Medula (Figura 8A). Além da degeneracao
de tdbulos subcapsulares também foram observados tubulos renais normal
(Figura 8B).

Na analise dos tecidos dos érgaos de animais tratados com os SfP por
vias i.p e v.o, foi verificado que ndo ocorreram alteracdes aparentes no coracao
(Figura 9A e 9B). A andlise do figado ndo mostrou nenhuma alteracao,
entretanto a administragdo por via oral apresentou um leve infiltrado
mononuclear multifocal e wuma discreta dilatacdo dos sinosodides
pericentrolobulares, uma leve hiperplasia das células de Kupffer, hepatécitos
subcapsulares com degeneracdo turva, um leve infiltrado mononuclear
multifocal, hepatocitos pericentrolobulares com degeneracdo turva, discreta
dilatacdo dos sinusdides pericentrolobulares e leve hiperplasia das células de
Kupffer (Figura10A e 10B). Observa-se ainda na secgao transversal do figado
hepatécitos pericentrolobulares com degeneracao turva onde os hepatdcitos
encontram-se mais claros e maiores que os demais da periferia. (11A e 11B).

Com relacdo a analise renal foi observado na seccdo transversal um leve
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processo degenerativo tubular na regido subcapsular (figura 12). Apesar de
alguns autores relatarem a inexisténcia da toxicidade de polissacarideos de
algas, neste trabalho foi verificado que a avaliacao histolégica apresentou uma

discreta toxicidade.

A literatura cientifica pouco relata artigos que abordam a utilizagdo de
compostos oriundos somente de algas marinhas no tratamento da pele intacta
ou danificada. Entretanto, verifica-se uma grande quantidade de produtos
comercializados que apresentam em suas formulacdes extrato de algas
marinhas, 0s quais ndao sdo claros quanto a sua composicdo e o grau de

toxicidade das moléculas presentes.
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CORAGAO

FIGADO

RIM

Figura 4- Fotomicrografia de uma seccdo de 4 um de espessura obtidos do
coracao (4A e 4B), figado (4C e 4D) e rim (4E e 4F) de camundongos apés a
administragcdo de salina durante um periodo de 14 dias através do ensaio de
toxicidade por dose repetida onde néo foi verificada nenhuma alteragéo. A seta
branca indica a veia centrolobular. Coloracao HE, aumento de 400 X.
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Figura 5- Fotomicrografia de uma secgéo longitudinal (5A) e transversal 5B) de
4 um de espessura obtidos do coragdo de camundongos apos a administragao
de PcL (9 mg/kg) durante um periodo de 14 dias através do ensaio de
toxicidade por dose repetida onde nado foi verificada nenhuma alteragdo nas

fibras musculares estriadas cardiacas. Coloracao HE, aumento de 400 X.
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CENTRO-
LOBULAR

Figura 6- Fotomicrografia de uma seccdo transversal de 4 um de espessura
obtidos do figado de camundongos apés a administracdo de PcL (9 mg/kg)
durante um periodo de 14 dias através do ensaio de toxicidade por dose
repetida verificando degeneracao turva de borda e discreta degeneracdo macro
e micro vacuolar (6A). Nota-se que os hepatdcitos estdo mais claros e maiores
(seta laranja) que os demais da periferia (6B). Coloracdo HE, aumento de
400X.
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Figura 7- Fotomicrografia de uma secc¢ao transversal de 4 um de espessura
obtidos do rim de camundongos apdés a administracdo de PcL (9 mg/kQ)
durante um periodo de 14 dias através do ensaio de toxicidade por dose
repetida. As imagens mostram degeneragdo macro e micro vacuolar com a
formagdo de vacuolos citoplasmaticos-microvacuolar. Observa-se varios
vacuolos pequenos e um pouco maior como indicado nas setas brancas (7A).
Verifica-se degeneracao tubular subcapsular (seta laranja). As setas brancas
mostram capsula renal (normal) de tecido conjuntivo frouxo (7B). Coloragdo HE,
aumento de 400 X.
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Figura 8- Fotomicrografia de uma secgéo transversal de 4um de espessura
obtidos do rim de camundongos apdés a administracdo de PcL (9 mg/kQ)
durante um periodo de 14 dias através do ensaio de toxicidade por dose
repetida. Observa-se Formacdo de cilindros tubulares hialinos (Cértex e
medula) mais presente em regiao medular estando menos presente em regido
cortical. Observa-se processo degenerativo tubular mostrando a formacgao de
cilindros hialinos em tubulos renais (setas vermelhas) (8A). Verificam-se focos
de hemorragia difusos pelo Cértex (setas verdes) e Medula. A seta branca
mostra um tubulo renal normal e a amarela indica a capsula renal (8B).
Coloracao HE, aumento de 400 X.
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Figura 9 - Fotomicrografia de uma seccao longitudinal (9A) e transversal (9B)
de 4 um de espessura obtidos do coracdo de camundongos apds a
administracdo de SfP (9 mg/kg). Observam-se fibras musculares estriadas
cardiacas (9A e 9B), onde nao foram observadas alteracées. Coloracdo HE,

aumento de 400 X.
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Figura 10- Fotomicrografia de uma secgéo transversal de 4um de espessura
obtidos do figado de camundongos apds a administracdo de SfP (9 mg/kg)
Observa-se leve infiltrado mononuclear multifocal (setas branca) e discreta
dilatacdo dos sinosoéides pericentrolobulares (observado somente na
administracao oral)*** (setas laranjas). Verifica-se leve hiperplasia das células
de células de Kupffer (observado somente na administragdo oral)*** (setas
roxa)(10A.). Verifica-se hepatocitos subcapsulares com degeneragdo turva
(setas laranja). A capsula esta indicada pela seta roxa (10B). Coloracao HE,
aumento de 400 X.
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Figura 11- Fotomicrografia de uma seccéo transversal de 4 um de espessura
obtidos do figado de camundongos apds a administracdo de SfP (9 mg/kg)
Observa-se hepatécitos Pericentrolobulares com degeneragdo turva (setas
roxa) Degeneragdo turva em regido pericentrolobular (em volta da veia
centrolobular). Notar que estes hepatécitos estdo mais claros e maiores (setas
roxa) que os demais da periferia (11A) Verifica-se leve degeneragao tubular
subcapsular e leve processo degenerativo tubular em regido subcapsular (seta
verdes) As setas vermelhas mostram a capsula renal (normal) de tecido
conjuntivo frouxo. (11B) Coloracdo HE, aumento de 400 X.
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Figura 12- Fotomicrografia de uma seccgao transversal de 4um de espessura
obtidos do rim de camundongos apdés a administragdo de SfP (9 mg/kg).
Observa-se leve processo degenerativo tubular em regido subcapsular (seta

verdes) Coloracao HE, aumento de 400 X.
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5.5 Edema de pata induzido por A-carragenana (Cg)

O edema induzido por carragenana (Cg), considerado modelo bifasico
de inflamagéo, envolve a participacdo de varios mediadores. Na fase inicial da
resposta inflamatéria (0-1 h), ocorre a liberagdo dos mediadores histamina,
serotonina e bradicinina, enquanto na fase posterior (1-6 h) ocorre um aumento
da produgcdo de prostaglandinas, ativagdo da COX-2 e a liberacdo de NO
(Lima-Batista et al., 2001).

Na avaliagdo do edema induzido pelo agente flogistico A-carragenana
(Cg) foi observado que a PcL (1, 3 e 9 mg/kg) apds a primeira hora de
administracdo mostrou uma redugdo do edema até a quarta hora de
observacao para todas as concentracdes utilizadas de forma dose dependente.
Resultado semelhante foi obtido para o controle positivo dexametasona
(Figuras 13 e 15).

Com a finalidade de verificar se o efeito inibitério esta realmente
relacionado a PcL foi realizado um outro ensaio de edema administrando a PcL
(9 mg/kg) previamente incubada com seu hapteno mucina (1,25 e 3,0 mg/kg).
O resultado obtido mostrou que o efeito redutor do edema pela PcL foi abolido
ao longo do periodo de avaliacao para as duas doses testadas de seu hapteno
em 47,4 % e 61 %, respectivamente (Figuras 14 e 15).

Em estudos realizados por nosso grupo de estudo, foi relatado que a
PcL apresentou efeitos antinociceptivo e anti-inflamat6rio em modelos classicos
de dor e inflamacao. Os autores atribuiram que o efeito antinociceptivo obtido
estd associado a inflamagao, tendo em vista que através dos resultados
obtidos nos ensaios de inflamacao (migracdo celular e edema de pata) foi
sugerido que o efeito anti-inflamtério da PcL esta relacionado com a inibi¢cdo do
rolamento ou aderéncia de neutrdéfilos, ocasionada pela interacdo da PcL com
as proteinas integrinas ou P-selectina de membranas (Silva et al.,2010).

Com base em outros estudos relacionados aos efeitos da PcL sobre a
imunomodulacdo e a viabilidade celular in vitro em esplenécitos de

camundongos foi demonstrado que a PcL foi capaz de induzir a producao das
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interleucinas IL-6 e IL-10. Diante desses resultados, foi sugerido que o efeito
anti-inflamatério da PcL pode estar relacionado com a liberagdo dessas
interleucinas (Abreu et al., 2012, artigo aceito).

5.6 Atividade da mieloperoxidase (MPO)

O efeito anti-inflamatério de moléculas também pode ser avaliado
através da atividade da enzima mieloperoxidase (MPQO), que encontra-se
presente principalmente em granulos azuréfilos de neutrédfilos e em
concentracdes mais baixas em mondcitos e macrofagos. Portanto, a MPO pode
ser utilizada como um marcador bioquimico da infiltracdo de neutréfilos em
tecidos danificados, onde sua concentracdo é diretamente proporcional a
concentragao de neutréfilos em um tecido inflamado (Krawiz et al., 1984).

Diante do exposto, os tecidos removidos das patas dos ratos ap6s o
ensaio do edema de pata foram utilizados para quantificar a MPO. Os
resultados obtidos demonstraram que houve uma reducédo da concentracédo da
MPO de forma dose dependente da PcL adminitrada (1, 3 e 9 mg/kg). No
entanto, essa reducdo foi abolida quando foram utilizados tecidos removidos
das patas apds tratamento com PcL (9 mg/kg) incubada com o seu hapteno
mucina (1,25 e 3 mg/kg) (Figura 16).

Os resultados deste ensaio corroboram com o0s obtidos no ensaio do
edema de pata, que mostrou um efeito anti-inflamatério para a PcL. Com base
nos resultados de inflamagédo descritos anteriormente, a PcL na dose de 9
mg/kg passou a ser utilizada nos ensaios posteriores de sua aplicacdo em
feridas induzidas em ratos e apresentados no capitulo a seguir (Capitulo 2).
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Figura 13 - Efeitos da PcL em edema de pata induzido por carragenana. Antes
de receber uma injecao de carragenana (300 mg/cav; intra plantar), os ratos
receberam solugéo salina ou PcL (1, 3 ou 9 mg/kg, i.v). Dexametasona (1 mg/
kg) foi injetada via s.c. Outro grupo recebeu apenas salina (i.v) sem Cg. Cg (A-
carragenana); Dexa (Dexametasona); PcL (Lectina da alga marinha
Pterocladiella capillacea); M (Mucina). Os dados sao expressos em média *
S.E.M. de seis ratos para cada grupo. * p <0,05 indica diferenca significativa do
grupo Cg (ANOVA, teste de Bonferroni).
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Figura 14 - Efeitos da PcL com mucina no edema de pata induzido por
carragenana. Antes de receber uma injecdo de carragenana (300 mg/cav; intra
plantar), os ratos receberam PcL (9 mg/kg, i.v) com 1,25 mg/kg e 3 mucina
mg/kg. Dexametasona (1 mg/kg) foi injetado via s.c. Outro grupo recebeu
apenas salina (i.v) sem Cg. Cg (A-carragenana); Dexa (Dexametasona); PcL
(Lectina da alga marinha Pterocladiella capillacea); M (Mucina). Os dados séo
expressos em média + S.E.M. de seis ratos para cada grupo. * p <0,05 indica
diferenca significativa do grupo Cg (ANOVA, teste de Bonferroni).
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Figura 15 - Area sob a curva do teste de edema de pata. O percentual
representa o tamanho da area que fica abaixo da curva. Cg representa a maior
area correspondente a 100%. Cg (A-carragenana); Dexa (Dexametasona); PcL
(Lectina da alga marinha Pterocladiella capillacea); M (Mucina). Os dados séo
expressos em média = S.E.M. de seis ratos para cada grupo. * P <0,05 indica

diferenca significativa do grupo Cg (ANOVA, teste de Bonferroni).

67



70-
60 *0<0,05
S
2 504

O ~ 40-

=3 o .
> 30+ T '|- . —
.g 20- x I
= 104 \

o N

T ¥ ¥ ] ¥
Dexa PcL1 PoL3 Pcl9 Pel+M125 Pcl+M 3 mglkg

Cg (300 pg/pata)

Figura 16 — Atividade da MPO (mieloperoxidase) em tecido obtido a partir de
pata de ratos do teste do edema de pata. Atividade de mieloperoxidase (MPO)
no sobrenadante de homogenatos de seccdes da pata onde foi injetada
carragenana, PcL (1, 3 e 9 mg/kg), 9 mg/kg PcL com 1,25 e 3 mg/mL de
mucina, dexametasona ou salina estéril, expressa como unidades de atividade
de MPO por mg de tecido. Cg (A-carragenana); Dexa (Dexametasona); PcL
(Lectina da alga marinha Pterocladiella capillacea); M (Mucina). Os dados séo
expressos em média = S.E.M. de seis ratos para cada grupo. * P <0,05 indica
diferenca significativa do grupo Cg (ANOVA, teste de Bonferroni).
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5.7 Atividade antimicrobiana da PcL e dos SfP

Visando avaliar se a PcL e os SfP, a serem empregados nos ensaios
posteriores de aplicacdo em feridas limpas induzidas em ratos (Capitulo 2),
poderiam mostrar-se capazes de apresentar atividade antimicrobiana, foram
realizados ensaios de atividade antimicrobiana utilizando as cepas patogénicas
para humanos: S. aureus, E. coli, P. aeruginosa, S. choleraesuis subsp.
Choleraesuis e C. albicans.

Desta forma, na deteminagdo da atividade antimicrobiana da PcL (2
mg/m/L) e dos SfP (2 mg/m/L), por difusdo em meios sélido (Tabela 6) e
liqguido, somente para PcL em concentragdes que variaram de 25 pug/mL a 1000
ug/mL (Figura 17), levaram a resultados que permitiram constatar que PcL e
SfP nédo foram capazes de inibir o crescimento das cepas testadas. Além disso,
em meio sélido a base dos SfP foi verificado que os micro-organimos nao
utilizaram os SfP como fonte de carbono (Figura 18).

De acordo com estudos realizados por Lowry (1998) o S. é um
importante patdégeno devido a sua viruléncia, resisténcia aos antimicrobianos e
associagdo a varias doencas, incluindo as enfermidades sistémicas
potencialmente fatais, infeccdes cutaneas e oportunistas e intoxicagcao
alimentar. A espécie P. aeruginosa € descrita por Koneman et al. (2001) como
um bacilo gram-negativo aerdbio, n&o fermentador, oriundo do solo, agua,
plantas e animais, incluindo o homem. Segundo Forbes et al. (1998) este bacilo
€ considerada uma das espécies bacterianas que vem sendo mais
freqlentemente isolada a partir de amostras clinicas (coletadas de humanos)
onde as infec¢cdes em geral foram observadas em sitios com tendéncia ao
acumulo de umidade, tais como; traqueostomia, cateteres permanentes,
queimaduras, ouvido externo, feridas cutaneas exsudativas, do trato urinario e
das vias respiratérias inferiores. Em outros estudos realizados por Laylee et al.
(1957), foi constatado que o micro-organismo S. choleraesuis pode adentrar a
corrente sanguinea causando uma infeccao generalizada e consequentemente

alta mortalidade.
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Os resultados obtidos neste estudo corroboram com os obtidos por
Gonzalez del Val et al. (2011) que utilizando extratos etandlicos obtidos de 44
espécies de algas, incluindo a alga P. capillacea, em ensaios de atividade
antimicrobianos, mostraram que nenhum dos extratos avaliados foram capazes

de inibir o crescimento dos micro-organismos analisados.

Holanda et al. (2005) em estudos de atividade antimicrobiana de uma
lectina purificada da alga Solieria filiformis utilizando 10 espécies de micro-
organismos demonstraram que apenas trés dos micro-organimos testados nao
apresentaram atividade antimicrobiana, sendo que duas das espécies que nao
apresentaram antimicrobiana também ndo apresentaram em nosso estudo (S.

aureus e E. coli).
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Tabela 6- Atividade antimicrobiana da PcL e dos SfP sobre cepas microbianas

padrao (cepas ATCC), determinada pela técnica de difusdo em agar

Cepa microbiana PcL/StP Antimicrobiano
P H  mg/mL  HI ug/uL

S. aureus ATCC 6538P - 2 24/25 AMI1,2
E. coli ATCC 10536 - 2 23/26 AMI 1,2
P. aeruginosa ATCC 9027 - 2 29/30 AMI1,2
S. choleraesuis ATCC - 2 29/30 AMI1,2
10708
C. albicans ATCC 10231 - 2 25/25 CET 2

(-) sem atividade antimicrobiana.

AMI: amicacina;

CET: cetoconazol;.

HI: halo de inibigdo (mm)

Volume aplicado em cada pog¢o: 25 uL
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Figura 17 - Ensaio em meio liquido utilizando diferentes diluicdes de PcL (25 a
1000 pg/mL). Como controle positivo para as espécies de bactérias foi utilizado
o antibiético amicacina e para a espécie Candida albicans o cetoconazol. (* #

representam p < 0,05).
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Figura 18 — Fotografia ilustrativa do meio sélido utilizando os polissacarideos

como uma possivel fonte de carbono para o crescimento de micro-organismos.
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6 CONCLUSAO

Verificou-se que a lectina da alga marinha vermelha Pterocladiela
capilacea (PcL) e os polissacarideos sulfatados totais da alga marinha
vermelha Solieria filiformis (Sfp), administrados por duas vias de
administracdo distintas (i.p e v.0), ndo demosntraram toxicidade através
de dosagens séricas, exceto quando das analises histolégicas de figado

e rim.

A PcL demonstrou atividade anti-inflamatéria reduzindo o edema de pata
e atividade da enzima MPO. Estas atividades foram revertidas quando

PcL foi administrada em conjunto com a glicoproteina mucina.

A PcL e os SfP nao foram capazes de inibir o crescimento das cepas
testadas em meio sélido. PcL também n&o capaz de inibir o crescimento
miceobiano em meio liquido. Os SfP nao sao fonte de carbono para as
espécies testadas.

A PcL mostrou-se anti-inflamatéria e foi aplicada como um agente anti-
inflamatério por via tépica em feridas limpas induzidas no dorso de ratos
e os SfP como um veiculo alternativo para a administracao da referida

lectina (Capitulo 2).
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CAPITULO 2



LISTA DE FIGURAS

Figura 1- Esquema de preparacao dos geis de PcL + SfP, PcL + C e SfP.

Figura 2- Esquema do modelo de feridas experimentais

Figura 3 - Analise reolégica dos géis SfP, PcL+ SfP e PcL+C. A figura 3/
representa o efeito da temperatura sobre a viscosidade dos géis a uma taxa de
cisalhamento constante a 1 Hz, 3 Pa. A figura 3 B representa o efeito da taxa

de cisalhamento sobre a viscosidade dos géis a 25° C, 1 Hz.

Figura 4 - Percentual de reducdo das lesdes (mm?). 4A/4B/4C/AD/AE
representam a porcentagem de contracao da ferida no controle, Kollagenase®,
SfP, PcL+ SfP e PcL+C grupos, respectivamente. Os dados sdo expressos em
média + S.E.M. de seis ratos para cada grupo. * p <0,05 indica diferenca

significativa de cada grupo em relacao ao dia 0. (ANOVA, teste de Bonferroni).

Figura 5 - Fotografia das feridas através de analise macroscopica
(5 A/5B/5C/5D/5E). A figura mostra o processo de cicatrizagdo dos grupos no
6° dia. (5A) nao tratada; (5B) K; (5C) SfP; (5D) PcL + SfP e (5E) PcL+C. A
ferida esquerda representa o controle, que nao recebeu tratamento em
conjunto com o grupo de animais em (4A) que nao recebeu tratamento em
nenhuma uma das feridas e as da direita receberam tratamento.
SfP=polissacarideos sulfatados totais de Solieria filiformis, PcL= Lectina da

alga marinha Pterocladiella capillacea, C=Carbopol 940.

Figura 6 - Medicao da atividade MPO (mieloperoxidase) em tecido obtido das
lesbes de animais sacrificados nos dias 0 (6A), 4 (6B) e 6 (6C). Os dados séo
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expressos em média + S.E.M. de seis ratos para cada grupo. * p <0,05 indica
diferenca significativa do grupo que nao recebeu nenhum tratamento.
(ANOVA, teste de Bonferroni). (-) Indica animais que nao receberam nenhum
tipo de tratamento. SfP=polissacarideos sulfatados totais de Solieria filiformis,
PcL= Lectina da alga marinha Pterocladiella capillacea, C=Carbopol 940.

Figura 7- Fotomicrografia de uma seccao transversal de 4 um de espessura
obtidos de pele de ratos que ndo receberam tratamento nos dias 0 (7A/B), 4
(7C/D) e 6 (7E/F) dia. Coloragao HE, e a area marcada com circulo representa
os aumentos de 100 e 400 X, respectivamente.

Figura 8- Fotomicrografia de uma seccao transversal de 4 um de espessura
obtidos de pele de ratos que receberam tratamento com kollagenase nos dias 0
(8A/B), 4 (8C/D) e 6 (8E/F) dia. Coloracéao HE, e a area marcada com circulo
representa os aumentos de 100 e 400 X, respectivamente.i=foliculo

piloso;2=glandula sebacea;3=epiderme;4=derme;5= melandcitos.

Figura 9- Fotomicrografia de uma seccao transversal de 4 um de espessura
obtidos de pele de ratos que receberam tratamento com SfP nos dias 0 (9A/B),
4 (9C/D) e 6 (9E/F) dia.Coloracao HE, e a area marcada com circulo
representa 0s aumentos de 100 e 400X,
respectivamente.1=epiderme;2=separacao;3=derme.

Figura 10- Fotomicrografia de uma seccéo transversal de 4 um de espessura
obtidos de pele de ratos que receberam tratamento com PcL+SfP nos dias 0
(10A/B), 4 (10C/D) e 6 (10E/F) dia. Coloracao HE, e a area marcada com
circulo representa os aumentos de 100 e 400 X, respectivamente.
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Figura 11- Fotomicrografia de uma seccgéo transversal de 4 um de espessura 128
obtidos de pele de ratos que receberam tratamento com PcL+SfP nos dias 0
(15A), 4 (15B) e 6° (15C) dia. Coloracdo HE, e a area marcada com circulo

representa os aumentos de 100 e 400 X, respectivamente.
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1. INTRODUCAO

1.1 A importancia terapéutica de compostos bioativos

Por muito tempo, a humanidade tem se beneficiado de substancias
extraidas a partir de plantas, animais ou provindas de microorganismos (Kayser
et al., 2003). Especial atencado tem sido atribuida a substancias eficazes no
controle da resposta inflamatéria. Com isso, a busca incansavel de substancias
eficazes com minimos efeitos colaterais tem despertado em muitos

pesquisadores o interesse por vegetais como fonte desses compostos.

Os produtos de origem vegetal estdo relacionados com a exploracao
tecnoldgica e econdmica de vegetais empregados na prevencgao, no tratamento
e na cura de condi¢des patolégicas que acometem o homem e 0s animais
(Nunes-Pinheiro et al., 2003).

A importancia de substancias ativas derivadas de vegetais no
desenvolvimento de farmacos pode ser comprovada pela utilizacado de
substancias tais como: morfina, quinina, dicumarol, digitoxina, atropina dentre
outros. Isto sem mencionar que a descoberta das atividades de algumas
substancias também tem favorecido novas possibilidades de intervencgdes
terapéuticas. Sao exemplos, a cocaina, que originou os anestésicos locais e a
atropina, que introduziu a terapéutica dos anticolinérgicos (Orzechowski et al.,
2002).

Com o aumento da utilizacdo de produtos naturais, cresce a busca por
alternativas de substancias que possibilitem a prevencdo e tratamento de
doencas sem agredir o organismo. As pesquisas por novas formas
farmacéuticas fitoterapicas vém crescendo, a fim de viabilizar fitofarmacos
eficazes, seguros e com boa biodisponibilidade, entre estas formas a de
aplicacao na pele (Lopes et al., 2006).
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Segundo Courtois, 2009 polissacarideos e oligossacarideos obtidos a
partir de plantas terrestres e algas, representam uma grande diversidade de
biomoléculas com potenciais aplicacées na terapéutica e na biotecnologia.

Desta forma, os componentes bioativos de plantas de especial interesse
incluem grupos como polifendis, estrogenos, lectinas, oligossacarideos e
acidos graxos poliinsaturados. Além disso, elementos de natureza protéica,
glicidica, lipidica e outros constituintes quimicos, mostram-se possuidores de
atividades biologicas in vitro e/ou in vivo (Orzechowski et al., 2002). Nesse
sentido, tem-se dado grande énfase a estudos de substancias naturais que
possam potencialmente apresentar atividade terapéutica e, claramente,
venham representar uma alternativa eficaz, segura e menos onerosa a
populacdo. Como exemplo de atividade biolégica destaca-se a propriedade
cicatrizante apresentada pela jaqueira (Artocarpus heterophyllus Lam) que é
atribuida a uma proteina encontrada na semente de sua fruta que em caso de
queimaduras de pele, proporciona a regeneracado do tecido danificado. Esta
proteina é a lectina KM+ que além de induzir a proliferacao celular, favorece a
regeneracao do tecido (Vitorino Filho et al., 2007).

Assim, os vegetais vém se tornando fontes importantes de novos
farmacos, onde os considerados vegetais inferiores, tais como as algas
marinhas, tém despertado o interesse de muitos pesquisadores, pois séo
fontes de moléculas bioativas com potencial na area biol6gica.

Segundo Cardozo et al. (2007), a aplicagcdo de compostos isolados de
diversas classes de algas visa obter importantes novos agentes e como
exemplo dessas moléculas, destacam-se as proteinas lectinas e os
polissacarideos. Estas moléculas tém apresentado atividade antiinflamatéria
sendo utilizadas em pesquisas biomédicas e proporcionado bons resultados
(Smit, 2004).

Assim, diante da busca de novas alternativas naturais, as quais possam

ser eficazes e apresentem poucos efeitos adversos, acredita-se que as algas
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marinhas sejam importantes fontes alternativas de novos produtos e que
possam vir a ser aplicados no processo de cicatrizagao.

1.2 Mecanismos envolvidos na cicatrizacao

Diante das inumeras afeccées que podem atingir a pele proporcionando
danos de variados graus, estdo incluidas as feridas cujo processo de
cicatrizagdo envolve uma complexa sequéncia de eventos celulares e
bioquimicos, com o objetivo de restaurar a integridade tecidual apds o trauma.
Este processo caracteriza-se pela homeostase, inflamagdo e formacédo de
tecido de granulagdo. Durante a fase inflamatéria, sdo observados infiltrados
celulares (neutrdfilos, linfécitos e macréfagos), cuja participacao é fundamental
para regular o processo de reparagdo, pois secretam citocinas e linfocinas
efetoras de crescimento que atuam como sinalizadores moleculares (Schirato
et al., 2006).

Assim, para otimizar a reabilitacdo de lesbes e a utilizacdo de
biomateriais, compreendidos, como materiais interativos capazes de
estabelecer uma afinidade apropriada com o tecido vizinho sem a inducao de
uma resposta adversa do hospedeiro (Ratner & Bryant, 2004), pesquisas vém
sendo desenvolvidas. Portanto, o tratamento de feridas ainda € motivo de
diversos estudos pela falta de consenso a respeito da melhor forma de
tratamento (Cavazana et al., 2007). Com base neste aspecto, a busca por
tratamentos alternativos das feridas cutaneas tem sido intensificada nos ultimos

anos (Monteiro et al., 2007).

Dentre as caracteristicas que um biomaterial antiinflamatério local deva
apresentar destacam-se: boa relacao custo/beneficio, manutengcao do leito da
ferida com umidade ideal e areas periféricas secas protegidas, além de
facilidade de aplicacao e adaptabilidade (Mandelbaum et al., 2003).

Portanto, os curativos comercializados pela industria farmacéutica como

hidrocolbides, carvao ativado e alginatos vém sendo utilizados na cicatrizacao
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de feridas (Coelho et al.,, 2002). Entretanto o acesso a esta tecnologia é
restrito, tornando-se necessario investigar outras formas de terapia na busca
de um embasamento cientifico para praticas alternativas voltadas para o uso

popular e de custo acessivel (Monteiro et al., 2007).

Em organismos superiores o reparo de tecidos pode ocorrer de duas
formas: pela regeneracao com a reposicao da atividade funcional do tecido ou
pela cicatrizacdo com restabelecimento da homeostasia do tecido com perda
da atividade funcional pela formagao de cicatriz fibrética (Balbino et al., 2005).

O processo de cicatrizacdo de feridas consiste em uma perfeita e
coordenada cascata de eventos celulares e moleculares e interagem para que
ocorra a repavimentacdo e a reconstituicdo do tecido. Tal evento é um
processo dindmico que envolve fendbmenos bioquimicos e fisiolégicos que se
comportam de forma harmoniosa a fim de garantir a restauracao tissular
(Mandelbaum et al., 2003).

Diferentes classificacdes didaticas sao utilizadas para facilitar o
entendimento de um processo dindmico e com fases interdependentes como a
cicatrizagdo. Segundo Schultz et al. (2003), feridas ocasionadas por traumas
envolvem um processo complexo dividido em quatro estagios, os quais sao:

coagulacgao, inflamacéao, proliferacao celular e reepitelizacao.

Logo apds a formacdo do coagulo € estabelecida uma barreira
impermeabilizante que protege de contaminagédo o processo de lesédo tecidual
através de uma liberagao local de histamina, serotonina e bradicinina que irdo
ocasionar vasodilatacdo e aumento de fluxo sanguineo local e,
consequentemente, sinais inflamatérios como calor e rubor. A permeabilidade
capilar aumenta causando extravasamento de liquido para o espaco
extracelular, e edema. A fase proliferativa tem inicio ap6s o 3° dia da leséo e é
considerada o marco inicial da formacao da cicatriz. Ela é caracterizada pela
formacao de tecido de granulacdo que é constituido por um leito capilar
composto por fibroblastos, macréfagos, um frouxo arranjo de colageno,
fibronectina e acido hialurénico. Os fibroblastos apresentam a funcao primordial
de sintetizar o colageno ainda na fase celular da inflamacéo. O colageno é uma
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proteina de alto peso molecular responsavel pela for¢a da cicatriz, cuja sintese
€ dependente da oxigenacao das células. Nas primeiras 24 a 36 horas apés a
leséo, fatores de crescimento epidérmico estimulam a proliferacdo de células

do epitélio caracterizando assim a fase de reepitelizacao (Tazima et al., 2008).

Considerando-se que o processo de cicatrizagdao € um fendmeno local
do qual participam elementos comuns a varios setores do organismo, é facil
imaginar que fatores ambientais e fisiolégicos exercam grande impacto na
evolucao da cicatrizacdo, podendo exercer influéncia na qualidade da cicatriz,
no tempo de cicatrizacdo e na presenca ou nao de complicacdes (Biondo-
Simoes et al., 2006).

Embora, a inflamagéo tenha sido reconhecida como um dos primeiros
participantes na cicatrizacao de feridas, a compreensao da importancia da
inflamacéao e seu papel regulador na cicatrizacao tem sido um processo gradual
onde conexao entre a inflamacao e cicatrizacdo de feridas pode ser rastreada
até ao antigo Egito (Henry & Garner, 2003). Assim, 0 uso de substancias
quimicas para melhorar a dor e a inflamagédo é uma das necessidades mais

antigas da humanidade (Monteiro et al., 2008).

Como a ciéncia da cicatrizacdo de feridas progride, os investigadores
continuam a desenvolver novas idéias e possiveis terapias, cuja inflamacao
estimula e coordena as fungdes essenciais da cicatrizagdo (Henry & Garner,
2003).

1.3 Inflamacao

A inflamacao é um processo geralmente agudo, envolvendo eventos
vasculares, neutréfilos e mastdcitos. A considerada aguda pode evoluir para
formas crbnicas, cuja fase crénica é mais longa e caracterizada pela presenca
de células mononucleares, macrofagos, linfocitos e pela proliferagao do tecido
conectivo (Fellet et al., 2002). Os neutrdfilos estdo implicados na liberagéo de
citocinas inflamatérias, mediadores lipidicos e enzimas capazes de promover

dano tecidual (Holz et al., 2008).
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O processo inflamatério pode ser caracterizado por: vasodilatacao dos
vasos sanguineos locais, aumento da permeabilidade dos capilares locais,
coagulacao dos liquidos nos espacgos intersticiais, migracdo de inumeros
granulécitos e mondcitos para o tecido e edema das células. A reacao
inflamatéria consiste em um evento complexo que envolve o reconhecimento
do agente/estimulo lesivo, para sua posterior destruicdo e tentativa de
reconstruir o tecido danificado. O reconhecimento desencadeia a ativacéao e a
amplificagdo do sistema imune resultando na ativagao de células e na liberacao
de diversos mediadores responsaveis pela resposta inflamatéria (Nathan,
2002). Assim, dos inumeros produtos teciduais que causam essas reagdes
incluem histamina, bradicinina, serotonina, prostaglandinas, produtos de reacao
do sistema da coagulagdo sangliinea e multiplas substancias denominadas
linfocinas, que séao liberadas pelos linfécitos T sensibilizados (Wagner & Roth,
2000).

A maioria dos mediadores realizam atividades ligando-se a receptores
especificos em células alvo, onde podem estimular a liberacdo de mediadores
pelas préprias células-alvo, constituindo assim mecanismos por amplificacao
ou, neutralizacdo dos mediadores iniciais. Eles podem atuar em um ou varios
tipos celulares, possuir alvos difusos, ou ainda, apresentar efeitos diversos, de
acordo com os tipos de células e tecidos. Os mediadores da dor inflamatéria
compreendem, portanto, 0os que causam sensibilizacdo do nociceptor

(hiperalgésicos) e os que ativam diretamente o nociceptor (Cotran et al., 2000).

Sabe-se que os medicamentos utilizados para amenizar 0 processo
inflamatério sdo os antiinflamatérios cuja finalidade é a contengéo e a reversao
da inflamacao, seja ela local ou sistémica. Eles devem apresentar rapidez de
acao, poténcia analgésica e seguranca (Mendes et al., 2001).

1.4 Pesquisas de novos produtos para a inflamacao e regeneracao de
tecidos

A pele € o maior 6rgao do corpo e uma de suas principais funcoes é
protegé-lo de agentes nocivos, que podem propiciar o surgimento de
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ferimentos, infec¢des e inflamacdes (Medeiros et al.,, 2009). Ela serve como
uma via de administracao de farmacos possibilitando a permeacéao e facilitando
gue 0s mesmos atinjam a circulagéo sistémica (Lopes et al., 2006).

Desta forma, tentativas humana de intervir no processo de cicatrizagao
de feridas acidentais provocadas intencionalmente, remotam a antiguidade,
demonstrando que desde entdo ja se reconhecia a importancia de protegé-las
de forma a evitar maiores danos (Mandelbaum et al., 2003). Assim, a ferida
requer uma barreira protetora para permitir a cura onde as preparacoes
comercialmente disponiveis incluem hidrocoléides, filmes, espumas, alginatos e
hidrogéis (Menke et al., 2008).

O tratamento de feridas vem recebendo grande atencdao com o uso de
novos produtos e o abandono de terapias tradicionais, cujo tratamento de
feridas ainda é motivo de diversos estudos pela falta de um consenso a
respeito da melhor forma de tratamento (Cavazana et al., 2007).

Segundo Knill et al., (2004), produtos a base de alginato sao usados em
tratamento de feridas por oferecerem a vantagem de formar um gel que auxilia
na absorcdo de exsudato da ferida e evitando o desconforto de pacientes
durante a remocao do curativo. De fato, a gelificacdo impede que a superficie
da ferida seque, o que € um beneficio uma vez que a umidade da ferida auxilia
na cura e leva a uma melhor reparagao. Acredita-se que polissacarideos
podem ativamente participar no processo de cicatrizacdo de feridas. Além
disso, com tantas variacbes em composicao, estrutura e funcdo alguns
polissacarideos podem apresentar propriedades benéficas a este processo
(Lloyd et al.,1998).

Segundo Corréa et al., 2005 os géis hidrofilicos tém sido muito usados
em produtos cosméticos e como base dermatolédgica, pois apresentam facil
espalhamento, ndo sado gordurosos e podem veicular principios ativos
hidrossoluveis e lipossomas. Dentre as matérias primas usadas na preparacao
de géis, tem-se destacado os &cidos carboxivinilicos (Carbopois®) e os acidos
poliacrilicos (Pemulen®). O tipo de polimero empregado na formulagdo do gel
pode influenciar o comportamento reoldgico deste e portanto, pode influenciar a
estabilidade fisica do produto, assim como, no seu comportamento sobre a
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pele (liberagdo do principio ativo pelo veiculo e formagédo de filme na pele)
resultando em diferentes graus de aceitagdo do mesmo pelo consumidor. As
caracteristicas reoldgicas sao propriedades importantes a serem consideradas

na fabricacao, estocagem e aplicagao de produtos de uso tépico.

Entretanto, apesar dos grandes avancos verificados nas ultimas décadas
acerca dos diversos fatores e fenbmenos envolvidos com o processo de
reparacgao tissular, a crescente pesquisa e a descoberta de novos recursos e
tecnologias, muito ha que ser investigado, em especial nos paises
subdesenvolvidos. Assim, dentre os principais recursos disponiveis no Brasil
utilizados na formulacdo de novos farmacos, destacam-se: acidos graxos
essencias, alginato de caélcio, carvao ativado, colageno de origem bovina,
hidrocol6ides, sulfadiazina de prata, dentre outros. Além desses, novas
tecnologias tém auxiliado na descoberta de novos produtos tanto a base do
latex da seringueira como da secrecao de caramujo (Mandelbaum et al., 2003).
Entretanto, a literatura pouco faz referéncia a produtos antiinflamatérios locais
oriundos basicamente de algas marinhas.

Desta forma, diante do que ja foi pesquisado, muito ha que ser estudado
para o aperfeicoamento de novos recursos mediante o desenvolvimento de
tecnologias mais simples, eficientes e de baixo custo (Mandelbaum et al.,
2003). Assim, a industria farmacéutica e instituicbes publicas e privadas de
ensino em todo o mundo realizam pesquisas com o intuito de possibilitar
condutas terapéuticas eficientes, com resultados clinicos rapidos e seguros
(Silva et al., 2010).

Com base na necessidade de obter novas formulacées mais eficientes e
nas propriedades apresentadas pelas moléculas oriundas de algas marinhas,

acredita-se que estas possam ser eficazes no processo de cicatrizagao.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Este capitulo teve por objetivo aplicar a PcL, utilizando como veiculos

alternativos SfP e Carbopol 940 (C), em feridas limpas induzidas em ratos no

intuito de avaliar seu efeito no processo de cicatrizacao.

2.2

Especificos

Preparar os géis contendo PcL, utilizando os veiculos alternativos SfP e
Carbopol 940 (C);

Analisar a reologia dos geis;
Avaliar a qualidade microbiol6gica dos geis;
Aplicar os geis;

Avaliar a atividade cicatrizante dos géis e analisar macroscopicamente
as feridas;

Avaliar a atividade da MPO nos tecidos obtidos das feridas;

Realizar andlises histologicas dos tecidos obtidos das feridas para
avaliar as possiveis alteracoes.
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3. MATERIAIS

3.1 Algas marinhas

A alga marinha vermelha Pterocladiella capilacea foi coletada em rochas
do meso-litoral, durante maré baixa (-0,2 a 2,0 m) na praia do Pacheco,
municipio de Caucaia-CE. A alga marinha vermelha Solieria filiformes foi obtida
de maricultura situada a 200m da costa na praia de Flexeiras, no municipio de
Trairi-CE.

3.2 Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos, pesando entre 180 e 200 g,
provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do Ceara e mantidos
em salas com temperatura ambiente controlada e livre acesso a ragao e a agua
no Biotério do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular. Os ensaios
com o0s animais seguiram os padrdes exigidos de ética e biosseguranca sendo
aprovado pela Comissdo de Etica em Pesquisa Animal (CEPA) desta
instituicdo N° 100/09 (Anexo 2).

3.3 Farmacos, reagentes e meios de cultura

Os farmacos e reagentes utilizados para o desenvolvimento deste
trabalho foram:

e Agar Mueller-Hinton

e Agar Sabouraud-dextrose

¢ Alcool comercial (Santa Cruz);

e Alcool iodado 0,15% (Ricin);
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Brometo de Hexadeciltrimetilaménio (HTAB) (Sigma-Aldrich®,
USA);

B-mercaptoetanol (Vetec);

Carragenana iota(Sigma-Aldrich®, USA);
Carragenana lambda(Sigma-Aldrich®, USA);
Carbapol 940 (Pharmanostra);

Cloral Hidratado (Vetec);

Cloreto de Sédio (Vetec);

Dexametasona (Laboratério TEUTO);
Formaldeido (PA, Merck®);

Hematoxilina e Eosina (Reagen);

Kit da Labtest®;

Kollagenase (Cristalia);
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4. METODOLOGIA

4.1 Preparacao dos geis

SfP e Carbopol 940 (C) foram utilizados como veiculos para a
formulacdo de géis em diferentes propor¢cées (0,1, 0,3 e 0,9%) para a
administracao tépica de PcL e assim, verificar o efeito da PcL na cicatrizacao.
Ambos os veiculos tiveram melhor viscosidade na concentragdo de 0,9%, onde
esta foi selecionada para a formulacao do géis. O gel PcL+SfP foi formulado
pela presenca de PcL (9 mg em 2 mL de agua), SfP (90 mg em 9,5 mL de
agua), seguido de um breve aquecimento e adicdo do glicerol (0,5 mL). O
segundo gel foi composto por PcL+Carbopol 940 (90 mg em 7,2 mL de agua e
0,3 mL de NaOH 1 M, pH 7,2), PcL (9 mg em 2 mL de agua) e glicerol (0,5 mL).
Em todos os géis preparados PcL foi previamente filtrada em membranas com
poros de 0,22 um. Em paralelo, foi preparado um gel contendo apenas SfP (90
mg em 9,5 mL de agua), onde os SfP foram previamente aquecidos seguidos
da adigcdo do glicerol (0,5 mL). A preparacao do gel de SfP teve como
finalidade comprovar a influéncia dos SfP na cicatrizacdo e sua possivel
utilizacdo como um veiculo para aplicacao de PcL. Para facilitar as aplicacdes
dos géis durante o periodo a ser avaliado estes foram mantidos em seringas
estéreis (Figura 1A).

A utilizacdo do glicerol na preparacao do gel se deve a sua aplicacéo
pelas industrias quimica, cosmética e farmacéutica com a finalidade de auxiliar
na viscosidade do gel e por apresentar uma baixa toxicidade (Arruda et al.,
2006).

Atualmente, varios polimeros vém sendo utilizados pelas industrias para
a fabricagcdo de géis hidrofilicos. Como exemplo, destaca-se o carbémero
(Carbopol 940) que € constituido do polimero de acido acrilico de alto peso
molecular, onde uma forma de desenvolver o completo potencial de sua
viscosidade € a adicdo de uma base organica ou inorganica, como por
exemplo a trietanolamina ou hidréxido de sédio (Corréa et al., 2005).
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PcL+SfP

10 mL de gel

PcL+C

(Hs0)+ 0 5mL (glicerol)

9mg (PcL)+2mL (H;C)+ 90 mg (S5fF)+7 5mL

9mg(PcL)+2 mL (Hy0)+ 890 mg (Carbopol 940)+7 2 mL

(H0)+ 0,5 mL (gliceral)+ 03 mL{NaOH 1M)

90mg (SFF)+9,5mL (H;0) +0,5 mL (gliceral)

SfP

Figura 1- Esquema de preparacao dos geis de PcL + SfP, PcL + C e SfP.
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4.2 Propriedades reoldgicas dos geéis

A reologia tem sido assunto de grande e crescente importancia para as
industrias cosmética e farmacéutica, tendo em vista que a consisténcia e o
espalhamento dos produtos devem ser reproduzidos de lote para lote,
assegurando a qualidade tecnolégica do produto acabado. Assim, as
caracteristicas reologicas sao propriedades importantes a serem consideradas
na fabricacao, estocagem e aplicacao de produtos de uso tépico (Corréa et al.,
2005)

Os géis constituidos de SfP na presenca ou auséncia de PcL, foram
submetidos a andlise reoldgica de fluxo em viscosimetro rotacional cone-placa
(Advanced Rheometer AR 550) equipado com banho-maria termostatizado.
Inicialmente, as amostras foram equilibradas por 20 minutos para atingir a
temperatura desejada e entdo submetidos a andlise reolégica através de um
sistema programado de aumento linear seguido de uma diminuicao linear. A
viscosidade aparente e a taxa de cisalhamento foram obtidas através do
programa computacional Rheology Advantage Instrument Control AR. As
leituras foram feitas logo apdés a preparacdo das amostras onde uma
quantidade utilizada foi suficiente para cobrir toda a superficie do sistema cone-
placa, colocado sobre a placa e o excesso de amostra removido
cuidadosamente com espatula. As medidas foram expressas analisando a
variagdo da temperatura (°C) x Viscosidade (Pa.s) e a Taxa de cisalhamento
(s/1) x viscosidade (Pa.s).

4.3 Contagem de micro-organismos viaveis

Diante da importancia em aplicacées farmacoldgicas, matérias-primas
vegetais e formulacbes devem passar por analises microbiolégicas segundo a
Farmacopéia Brasileira IV ed. Portanto, esta metodologia visou realizar o
controle de qualidade somente dos géis SfP e PcL+SfP, visto que foram
formulados por moléculas oriundas de vegetais inferiores. Segundo Thompson,

102



2006 géis e cremes sao utilizados para proteger a pele ou a mucosa de agente
irritantes quimicos ou fisicos do ambiente, permitir o rejuvenescimento do
tecido, promover a hidratagdo da pele ou causar um efeito emoliente além de
seu uso como veiculo para permitir a aplicacdo de um medicamento para acao
local ou sistémica.

O método utilizado consistiu em determinar o numero total de bactérias e
fungos presentes nas amostras segundo a metodologia descrita na
Farmacopéia Brasileira IV ed. Os SfP por ndao serem filtrados em membranas
de 0,22 um foram submetidos ao processo de Pasteurizacdo que consiste em
aquecer os SfP a 65 °C e manté-los a esta temperatura por 30 minutos.
Realizou-se a contagem das colénias em Agar Muller-Hinton a 30-35 °C e em 7
dias em Agar Sabouraund-dextrose a 20-25 °C. PcL foi filtrada em membranas
de 0,22 pym. As amostras diluidas foram semeadas na superficie do meio
solidificado de forma para que o numero de colénias ndo ultrapasse 300
coldnias/placa para o meio Agar Muller-Hinton e 100 colénias/placa para o meio
Sabouraund-dextrose. Os resultados foram expressos em unidades formadoras
de col6nias/MG de gel.

4.4 Aplicacao dos géis em feridas limpas induzidas em ratos através de
trauma mecanico

Para avaliacdo da atividade cicatrizante dos geis constituido de SfP em
presenca e auséncia de PcL e constituido por Carbopol 940, foi utilizado o
modelo de inducdo de lesdo tecidual segundo a metodologia descrita por
Schirato et al. (2006) com algumas modificagoes.

Inicialmente, o procedimento cirurgico consistiu em anestesiar Ratos
Wistar machos, pesando entre 180 e 200 g (n=6), por via intraperitoneal com
cloral hidratado 10% e submetidos a tricotomia da regido dorsal e a antissepsia
utilizando-se alcool iodado 0,15%. Apo6s 24 horas foi realizada a marcagao da
pele a ser excisada, com o auxilio de uma caneta dermografica e de um molde

de papel adesivo (4rea= 1,2 cm?), onde as lesdes (controle e teste) foram
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produzidas por incisdao da pele, divulsdo da tela subcutdnea e remocao das
camadas derme e epiderme com o minimo de sangramento, com tesoura de
pontas tipo romba N° 17 e pingca de dissecgdo. Apds o procedimento cirlirgico
0os animais foram randomizados em grupos experimentais, de acordo com o

tratamento tépico diario de dez dias (0, 2, 4, 6, 8 e10° dia).

ApoGs trés horas, grupos de animais (n=6) receberam topicamente: gel de
SfP na presenca e auséncia de PcL e gel inerte de carbapol 940 em presenca
de PcL. Como controle positivo, foi utilizado kollagenase®. Os animais foram
acondicionados em gaiolas individuais sem contato com a maravalha e com

livre acesso a agua e racao (Figura 2).

As feridas induzidas foram do tipo lacerantes, cujo mecanismo da leséao é
através de tracdo (rasgo ou arrancamento tecidual). Neste caso o tipo de
cicatrizacao é de segunda intencao, onde ocorre perda excessiva de tecido com
a presenga ou nao de infeccdo, onde as feridas sdo deixadas abertas e se
fecharao por meio de contragéo e epitelizacao (Tazima et al., 2008).

Apé6s tratamento topico foram observados sinais flogisticos (edema,
hiperemia, presenca de crosta e exsudado) e os sinais de reepitelizagao
(presenca de tecido cicatricial, fechamento completo das feridas e percentual de
contracdo da area da ferida).
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Animais anestesiados + Raspagem do dorso |

_~Apbs 24 horas

Marcacédo da pele + incisdo na pele (12 mm de didmetro) +
remocéo da epiderme e derme

‘ Schirato et al. 2006

| Tratamento {administracdo das amostras) |

Controle

Figura 2- Esquema do modelo de feridas experimentais
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4.5 Analise macroscoépica das feridas

As avaliagdes macroscépicas das feridas nos dorsos dos animais foram
realizadas diariamente, iniciando apds 24 horas da cirurgia e até o 10° dia do
periodo pos-operatério (PO).

As feridas foram fotografadas (Sony cémera digital, 7.2 megapixels,
zoom 1,7 x), mantidas em um suporte a uma distancia constante de 10 cm, e a
area (mm?) de cada lesdo calculada usando Image J ® software. O percentual
de contracao da area das feridas foi expresso através da equacado de Ramsey
et al. (1995).

% contracao = 100 [(Wo -Wi)/Wo],

onde Wo = area inicial da ferida e Wi = area final da ferida

4.6 Dosagem da MPO de tecidos obtidos do ensaio das feridas

A dosagem da MPO de tecidos obtidos do ensaio das feridas foi
realizada de acordo com a metodologia descrita no capitulo 1 (item 4.7.2). Este
procedimento foi importante para corroborar com os resultados obtidos da
analise das feridas visto que se trata de um marcador da infiltracdo de
neutréfilos (Roman et al., 2008).

4.7 Analise histologica das feridas

A analise histologica foi realizada no 0, 4 e 6° dia PO, em cada grupo
de animais. Amostras de tecido lesionado foram coletadas de cada animal
destinado a andlise histologica. Todos os animais submetidos a bidpsia foram
previamente anestesiados por via intraperitoneal e eutanaziados com

superdosagem de cloral hidratado (200 mg/Kg).
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As amostras de tecido foram fixadas em formaldeido 4% (v/v) em tampéao
fosfato 0,01 M, pH 7,2, submetidas ao processamento histolégico de rotina e
incluidas em parafina. Os blocos resultantes foram cortados com 4 um de
espessura.

Ap6s microtomia, os cortes foram corados (Hematoxilina-Eosina) e

examinados por microscopia 6ptica.

4.8 Analise estatistica

Os dados sao apresentados como médias + erros padrao (SEM) para seis
animais por grupo. Uma analise de variancia (ANOVA) foi realizada seguida por
teste de Bonferroni e teste t de Student para valores ndo pareados. Valores de
p <0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Propriedades reoldgicas dos géis

No intuito de utilizar os polissacarideos SfP como um possivel
veiculo diante de sua capacidade de formar gel, justificou-se sua utilizacao
através da administracdo topica. Além disso, SfP foi obtido da alga marinha
Solieria filiformis oriunda de cultivo experimental visando sua possivel

comercializacao pela industria.

Desta forma, visando averiguar a estabilidade da viscosidade dos
géis frente aos parametros temperatura e taxa de cisalhamento foram
realizadas andlises reoldgicas. Durante a aplicagcdo em feridas induzidas no
dorso dos animais estes necessitaram de um periodo maior de espalhamento
guando comparado com o gel cujo veiculo foi o Carbopol 940, que pode variar
de 0,5% a 1% (Corréa et al., 2005).

Nos estudos de reologia existem os sistemas denominados
Newtonianos e o0s ndo-Newtonianos onde as formulagcdes que possuem
particulas assimétricas, como a maioria dos produtos cosméticos e
farmacéuticos, apresentam fluxo n&o-Newtoniano, que normalmente &
representado por 3 tipos de curvas: plastica, pseudoplastica e dilatante (Ansel,
2000). No caso de formulacbes dermocosmeéticas, o fluxo pseudoplastico é o
mais comum. Esses materiais tém sua viscosidade aparente diminuida
gradualmente, a medida que aumenta a taxa de cisalhamento (Schott, 1995). A
viscosidade é definida como a expressao de resisténcia do fluido ao fluxo:

guanto maior a viscosidade, maior a resisténcia (Almeida & Bahia, 2003).

O resultado da analise deste trabalho (Figuras 3A e 3B) mostra
0os parametros reolégicos analisados demonstrando que as amostra
preparadas a base dos SfP apresentaram caracteristica de um gel
pseudoplastico. Observa-se na Figura 3 A uma diminuicao da viscosidade de
SfP quando comparado aos géis PcL+SfP e PcL+C, onde este ultimo manteve

sua viscosidade mais estavel. Na figura 3B é observado uma diminuicdo da
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viscosidade com o aumento da taxa de cisalhamento onde as amostras

mantiveram o mesmo padréo.

Assim com base na importancia desta analise, estudos sobre
reologia de formulacbes farmacéuticas de uso tépico tém se tornado cada vez
mais frequentes nas pesquisas realizadas pela comunidade cientifica, até
mesmo porque atualmente verifica-se que a estabilidade fisica de uma
formulacdo € fundamental para o controle de qualidade, aceitacdo pelo

consumidor e eficdcia da mesma (Corréa et al., 2005).
Portanto, o estudo do comportamento reolégico de formulagdes

de géis permite uma melhor compreensdo da natureza fisico-quimica do
veiculo e controlar a qualidade de matérias-primas e produtos acabados.
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Figura 3- Analise reol6gica dos géis SfP, PcL+ SfP e PcL+C. A figura 3A
representa o efeito da temperatura sobre a viscosidade dos géis a uma taxa de
cisalhamento constante a 1 Hz, 3 Pa. A figura 3 B representa o efeito da taxa

de cisalhamento sobre a viscosidade dos géis a 25° C, 1 Hz.
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5.2 Qualidade microbioldgica dos geis

Na contagem dos micro-organismos viaveis nos géis SfP e
PcL+SfP foi evidenciado que na amostra pasteurizada a carga microbiana
mostrou-se menor, em comparacdo com as amostras que nao foram
submetidas ao procedimento de pasteurizagdo (Tabela 1). Sabe-se que a
pasteurizacdo destr6i os microrganismos patogénicos, permanecendo uma
microbiota viavel de 0,1 a 0,5% da contagem inicial. Assim, quanto maior a
contaminacdo microbiana antes da pasteurizacdo, tanto maior sera sua
microbiota residual (Oliveira et al., 2006). Neste trabalho, objetivou-se a
realizacdo deste ensaio de controle diante da importancia de se ter um controle
microbiolégico visto que bactérias e fungos podem ser danosos em feridas por
ocasionarem possiveis infeccoes e em consequéncia alterar o processo de

cicatrizacao.

Desta forma, mesmo tendo apresentado uma carga microbiana,
dos géis que foram administrados ao longo dos 10 dias de tratamento nao
foram capazes de ocasionar nenhum dano aparente aos animais. A presenga
de micro-organimos nas amostras pode ser atribuida a falhas higiénicas de
manipulagdo e ao acondicionamento dos produtos nos frascos. As amostras
mostraram-se dentro dos padrdes estando portanto, de acordo com os limites
estabelecidos da Farmacopéia Brasileira IV ed. Segundo Pandit (2008) a
estabilidade microbiolégica do produto farmacéutico € uma medida de sua
resisténcia a contaminagcao microbiana (por bactérias e fungos) proveniente do
meio ambiente durante a estocagem e o uso. Tal contaminagdo e o
subsequente crescimento microbiano podem comprometer gravemente a
seguranca do produto farmacéutico. O crescimento bacteriano ocorre
principalmente em produtos com alto teor de umidade, como solugdes,
dispersdes e semi-solidos de base aquosa. Desta forma, a inclusdo de um
antimicrobiano na formulacdo € essencial para tais produtos diante de um
possivel interesse da industria farmacéutica em utilizar PcL e SfP na

formulagéo de um produto.
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Tabela 1 -. Qualidade microbiolégica dos geis SfP e PcL+SfP

Agar Muller UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS* (UFC/mL)
Hinton
DILUICOES SfP SfP Pasteurizado PcL+SfP
107 60 25 130
10° 100 - 100
107 - - )
Agar UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS* (UFC/mL)
Sabouraund
DILUICOES SfP SfP Pasteurizado PcL+SfP
10™ 30 30 20
10° - - ;
107 - - ;

* Valores expressos em UFC/mL

(-) auséncia de micro-organimos
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5.3 Aplicacao e analise macroscopica das feridas

As células epiteliais comegam a proliferacao alguns dias apés a
ocorréncia da lesdo, a partir das bordas da ferida ou de ilhas epiteliais (nao
lesadas) dentro da ferida, estimuladas por fatores de crescimento liberados,
principalmente, pelos macréfagos. A proliferacdo das células epiteliais recebe
influéncia direta da concentracdo de ions inorganicos no tecido em cicatrizacao
(Candido, 2001).

Os fibroblastos que migram para o interior da ferida a partir do
tecido circundante sao responsaveis pela producido do colageno, proteina de
grande importadncia na matriz extracelular. Além dos fibroblastos € possivel
encontrar na fase proliferativa as células endoteliais, responsaveis pela
angiogénese e os miofibroblastos responsaveis pela aproximacao das bordas
da ferida (contracao) (Robbins, 2005).

Segundo Balbino et al. (2005) a maioria das formas de lesdo a
gue 0s organismos vivos estao sujeitos leva a alteragdes nas jung¢des e/ou nas
células endoteliais. Em alguns casos, ocorre ruptura de vasos sanguineos € o
extravasamento de seus constituintes. Os eventos iniciais do processo de
reparo estdo, nos primeiros momentos, voltados para o tamponamento desses
vasos. Quase concomitante ao estimulo lesivo, e devido a influéncia nervosa
(descargas adrenérgicas) e acao de mediadores oriundos da degranulagéao de
mastdcitos, ocorre vasoconstriccdo como primeira resposta. Assim, através de
andlise macroscopica foi possivel verificar que os géis administrados foram

eficientes nos primeiros dias de administracao.

Neste estudo, observou-se que a aplicacao topica de SfP nédo
contribuiu  significativamente para a diminuicdo da extensdao da ferida,
provavelmente conferindo umidade a ferida. No entanto, de acordo com Araujo
et al ( 2011), olissacarideos obtidos a partir de S. filiformis foram capazes de
reduzir o efeito da dor em ensaios classico de contorcdes, formalina e testes da

placa quente.
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Para a aplicagdo topica, muitos polissacarideos tém sido
identificados como veiculos de interesse apesar da literatura relatar efeito pré-
inflamatério de carragenanas (Silva et al., 2010). Segundo Valenta & Schultz
(2004), formulacboes a base de carragenanas apresentaram efeito satisfatério
na pele quanto a uma boa capacidade adesiva. Assim, misturas com
carragenanas podem ser consideradas como alternativas promissoras como
sistema de carregamento de drogas para aplicacao tépica na area farmacéutica

e cosmeética.

Neste estudo, o ensaio das feridas utilizando os géis a base de
SfP na presenca e auséncia de PcL e o gel PcL+Carbopol 940 permitiu verificar
que o gel SfP ndo contribuiu de forma direta no processo de cicatrizagéo.
Enquanto, os géis PcL+SfP e PcL+C garantiram umidade as feridas

proporcionando condicdes mais favoraveis para o processo de cicatrizacao.

Na analise macroscoépica das feridas foi observado uma variacao
no tamanho das lesdes ao longo do tratamento (10 dias) (Tabela 2). A Figura 4
A representa o grupo de animais que néo receberam qualquer tratamento nos
dias 0, 2, 4, 6, 8 e 10% A Figura 4B / 4C / 4D / 4E apresenta os grupos de
animais que receberam tratamento. No quarto dia de administracdo, houve
uma diminuicdo no tamanho das lesées (17%, 16%, 18% e 32%,
respectivamente). O grupo néao tratado apresentou uma reducdo de apenas
6,5%. A reducdo nas lesdes de todos os grupos tratados quando comparados
com o grupo controle se tornaram mais evidentes no sexto dia, resultando em
56% (Figura 4B), 47% (Figura 4C), 53,5% (Figura 4D) e 60% (Figura 4E) de
reducao, respectivamente. No dia 8, ndo houve diferenga significativa entre os
grupos tratados, e nao foi detectada secrecao e exsudato na area da ferida
(Figura 5). Além disso, a avaliagdo macroscopica permitiu evidenciar sinais
flogisticos menos acentuados nos grupos que receberam tratamento quando

comparados aos do grupo controle negativo (-).

Quando PcL foi administrada com SfP causou uma reducao da
area da ferida quando comparado com SfP. Por outro lado, o uso de PcL
combinado com Carbopol 940 causou uma reducgdo significativa da area da
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ferida no 6° dia. Resultados semelhantes foram obtidos por Melo et al (2011)
ao aplicar a lectina 1,4 Cramoll extraida das sementes de Cratylia mollis Mart
onde foi notado tecido cicatricial no 5° dia. O éleo das sementes de Caryocar
coriaceum (FOCC) também foi usado no modelo de cicatrizacdo de feridas
evidenciando formacao de tecido de granulacdo facilmente perceptivel nas
bordas da ferida em todos os grupos no 3° dia onde todas as feridas
diminuiram caracterizando assim a cicatrizagdo e no 7° dia, a porcentagem de
contragao da ferida foi significativamente maior (96,54%) (Oliveira et al., 2010).
A aplicacao de extrato de Coronopus didymus também mostrou-se eficiente na
cura das feridas cutaneas em ratos, promovendo um aumento do numero de
fibroblastos e fibras coldgenas (Nitzs et al., 2006). Shivhare et al (2010)
demonstraram um aumento significativo na porcentagem de contracdo da
ferida e um periodo maior de epitelizacdo apdés a aplicagdo do extrato
metandlico de Trichosanthes dioica, onde foi observado uma reducao de 84,5%
de feridas no 6° dia de aplicagdo. A lectina ConBr influenciou a expressao de
proteases com atividade colagenolitica interferindo no processo de
cicatrizagcao, proporcionando sinais de inflamagdo menos intensos (Silva et al.,
2009). Além disso, os autores acreditam que esta lectina ao ser aplicada
topicamente promove a ativacdo de células envolvidas no processo de
cicatrizagcdo onde a diferenca observada entre os grupos ConBr e ConBr-
manose durante a fase de fibroplasia sugere um possivel envolvimento do sitio
ligante a carboidratos na ativacdo de células envolvidas na evolugdao do

processo cicatricial na fase de fibroplasia.

O processo de cicatrizagado envolve trés fases: inflamagéo, proliferacéo e
maturagéo. Este trabalho se concentrou nas duas primeiras fases. A primeira
fase comeca dentro de 24 h apds uma lesdao a qual é caracterizada por rubor,
calor e dor onde neutréfilos e macrofagos tém um papel fundamental. Os
macrofagos servem como uma primeira linha de defesa contra a infec¢ao por
bactérias fagocitando materiais estranhos. Além disso, a angiogénese ocorre
para formar novos vasos sanguineos e substituir os foliculos capilares
previamente danificadas, fornecendo alimento para a matriz (Stephanie et al.,
2010). De acordo com Stephanie et al (2010), tecido de granulacdo é também

formado, proporcionando epitelizagéo.
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Assim, o bom resultado obtido pela aplicagdo da PcL foi provavelmente
devido a melhor dispersdo do material na presenca do Carbopol 940 como
veiculo onde SfP necessitou de um maior tempo para o espalhamento do gel.
Os dois veiculos, SfP e Carbopol 940, mantiveram o ferimento hidratado o que
foi essencial para a cicatrizagdo. Sabe-se que para o0 processo de cicatrizacao
ocorrer de forma satisfatéria, o material curativo deve ser capaz de manter alta
umidade na interface da ferida (Lloyd et al., 1998). Assim, acredita-se que a
administracao topica de PcL através de um veiculo em forma de gel apresenta
melhores resultados conferindo efeitos satisfatérios sobre o processo de
cicatrizacao de feridas.

Desta forma, os resultados da analise macroscépica com as
medicoes da area de contracao da ferida revelou a necessidade de examinar a
atividade de MPO nos tecidos removidos das feridas nos primeiros dias do
processo de cura.
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Figura 4 - Percentual de reducdo das lesdes (mm?). 4A/4B/4C/4D/AE
representam a porcentagem de contracao da ferida no controle, Kollagenase®,
SfP, PcL+ SfP e PcL+C grupos, respectivamente. Os dados sao expressos em
média + S.E.M. de seis ratos para cada grupo. * p <0,05 indica diferenca
significativa de cada grupo em relacao ao dia 0. (ANOVA, teste de Bonferroni).
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Tabela 2 - Tamanho da ferida (mm?) no modelo de excis&o.

Dias Tamanho da ferida (mmz)

- kollagenase® StP PcL+SfP PclL+C
0 73,8724 76,20+4,0 84,22+5,0  79,58+2,0 75,40+43,3
2° 73,16+4.0 70,04£2,0 75,61£4,0  77,20+6,0 66,05+2,1
4° 69,08+1,0 63,30+5,0 70,89+2,2  65,10+£3.,3 51,4242.5
6° 42,82+2.0 33,60+2,3 42,47+2,1 39,46+2,5 30,36+1.,4
8° 11,10+0,2 11,20£1,2 10,98+2,0 11,08+0,1 11,21+0,5
10° 7,60+0,6 9,57£1,5 6,01+1,2 4,29+1,0 6,9+0,54

Valores sdo apresentados como média + S.E.M. Teste t de Student para

valores nado pareados. (-) Indica animais que nao receberam nenhum tipo de

tratamento. SfP=polissacarideos sulfatados totais de Solieria filiformis, PclL=

Lectina da alga marinha Pterocladiella capillacea, C=Carbopol 940.
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Controle (-)

kollagenase

SfP

PcL + SfP

PcL+C

Figura 5- Fotografia das feridas através de andlise macroscépica (5
A/5B/5C/5D/5E). A figura mostra o processo de cicatrizagao dos grupos no 6°
dia. (5A) nao tratada; (5B) K; (5C) SfP; (5D) PcL + SfP e (5E) PcL+C. A ferida
esquerda representa o controle, que néo recebeu tratamento em conjunto
com o grupo de animais em (4A) que néo recebeu tratamento em nenhuma
uma das feridas e as da direita receberam tratamento. SfP=polissacarideos
sulfatados totais de Solieria filiformis, PcL= Lectina da alga marinha
Pterocladiella capillacea, C=Carbopol 940.
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5.4 Dosagem de MPO

A mieloperoxidase (MPQO) desempenha um papel importante no sistema
de defesa. Trata de uma proteina de 140 kDa, composta por duas cadeias de
53kDa e duas cadeias de 15 kDa e foi descoberta pela primeira vez na década
de 1960 (Nicholls et al., 2005; Olsen et al., 1983).

A atividade da MPO foi medida utilizando os tecidos das feridas nos dias
0,4 e 6. No dia 0, a atividade de MPO estava em niveis basais. No 4° e 6° dia a
atividade da MPO diminuiu em comparacdao com os niveis basais, (Figuras 6
A/6B/6C). Além disso, foi observado um aumento da enzima no 4° dia, quando
comparado com o dia 0 e um diminuigdo no 6° dia. Os dias 0, 4 e 6 foram
escolhidos para determinar se a atividade anti-inflamatéria da PcL realmente
pode ocorrer nos primeiros dias do processo de reparo, pois segundo a

literatura a inflamacao € um estagio inicial.

A aplicagdo topica de PcL através de um veiculo pode ser uma
alternativa promissora aos anti-inflamatérios nao esteréides (AINE). Segundo
Santos et al (2006), os AINES interferem diretamente na sintese de colageno e

automaticamente reduzem a resisténcia a tragdo da ferida.
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Figura 6- Medicao da atividade MPO (mieloperoxidase) em tecido obtido das
lesbes de animais sacrificados nos dias 0 (6A), 4 (6B) e 6 (6C). Os dados sao

expressos em média = S.E.M. de seis ratos para cada grupo. * p <0,05 indica

diferenca significativa do grupo que nao recebeu nenhum tratamento.

(ANOVA, teste de Bonferroni). (-) Indica animais que nao receberam nenhum

tipo de tratamento. SfP=polissacarideos sulfatados totais de Solieria filiformis,

PcL= Lectina da alga marinha Pterocladiella capillacea, C=Carbopol 940.

121



5.5 Analise histoldgica

Diante da importancia da analise histolégica dos tecidos obtidos das
feridas, no dia 0 todas as amostras encontraram-se iguais com epiderme e
derme integras (Figuras 7A/B 8A/B 9A/B 10A/B 11A/B). No grupo nao tratado
ainda foi evidenciado a presenca de infiltrado inflamato6rio e de uma bolha até
o 62 dia (Figura 7E/F). No grupo Kollagenase (Figuras 8) foi verificado no 4°
dia a presenca de crosta e angiogénese e uma diminuicao significativa de
células inflamatérias. Comparando o grupo tratado com SfP (Figura 9) ao
grupo nao tratado (Figura 7) nao foram observadas diferencas significativas,
também tendo sido observado a formacéao de bolha e a epiderme separada da
derme no 42 dia. No 6° dia verificou-se a auséncia de bolha e a reconstituicao
da epiderme, mas com considerado infiltrado celular (Figura 11). No grupo de
animais que receberam como tratamento PcL+SfP (Figura 10) verificou-se
semelhanca considerando o 4° dia quando comparado aos Qrupos
Kollagenase (Figura 8). No grupo de animais tratados com PcL+C (Figuras
11) verificou-se uma diminuicdo significativa do infiltrado inflamatério no 6° dia
e a presenca de fibroblastos. Este resultado mostrou-se semelhante ao grupo
de animais tratados com kollagenase. Os resultados obtidos neste trabalho
podem ser comparados aos da aplicagdo da lectina Cramoll 1,4 obtida de
sementes de Cratylia mollis que mostrou-se eficiente na reparacao de feridas
(Melo et al., 2011).

A analise histolégica mostrou o efeito da PcL pela presenca significativa
de fibroblastos, cuja funcado primaria é sintetizar o colageno na fase de
inflamacéo celular. A deposicao de colageno € necessaria para a chegada
eficiente dos fibroblastos ao local da ferida. Sabe-se que o colageno é uma
proteina de alto peso molecular e é responsavel pelo apoio e resisténcia a
tracao de tecido cicatricial (Tazima et al., 2008). Verificou-se ainda a presenca
de tecido de granulacdo em porcdes de tecido obtido apds a administracéo de
PcL. Este tecido de granulacdo é composto por fibroblastos, macréfagos, um
arranjo frouxo de fibronectina colageno e acido hialurénico e faz parte da fase
proliferativa que € composta de trés grandes eventos que seguem o periodo
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de maior atividade da fase inflamatéria: neo-angiogénese, fibroplasia e
epitelizagao (Tazima et al., 2008).

O processo de cicatrizacdo € um processo altamente complexo cujo
tecido sofre danos ou destruicdo, onde o mecanismo de defesa atua para
manter a integridade da pele. O reparo de feridas € realizado através da
regeneracao espontanea do tecido dérmico ou a reparagcdo do tecido
conjuntivo. Ambos ocorrem independentemente do tipo de lesdo quer seja
menor, maior ou de trauma em tecidos moles (Belton, 2010). Além disso,
existem trés maneiras pelas quais uma ferida pode ser curada, dependendo
da quantidade de tecido danificado e a presenca ou auséncia de infeccao na

categoria de primeiro, segundo e terceiro graus (Tazima et al., 2008).
Portanto, a cura das feridas observadas neste estudo foi considerada ser

de segundo grau, onde a perda excessiva de tecido na auséncia de infecgcéao
foi observada.

123



Figura 7- Fotomicrografia de uma seccao transversal de 4 um de espessura
obtidos de pele de ratos que nao receberam tratamento nos dias 0 (7A/B), 4
(7C/D) e 6 (7E/F) dia. Coloracdo HE, e a drea marcada com circulo representa os

aumentos de 100 e 400 X, respectivamente.
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Figura 8- Fotomicrografia de uma seccéo transversal de 4 um de espessura

obtidos de pele de ratos que receberam tratamento com kollagenase nos dias 0
(8A/B), 4 (8C/D) e 6 (8E/F) dia. Coloracao HE, e a area marcada com circulo
representa os aumentos de 100 e 400 X, respectivamente.1=foliculo

piloso;2=glandula sebacea;3=epiderme;4=derme;5= melandcitos.
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Figura 9- Fotomicrografia de uma secgéo transversal de 4 um de espessura obtidos
de pele de ratos que receberam tratamento com SfP nos dias 0 (9A/B), 4 (9C/D) e
6 (9E/F) dia.Coloracdo HE, e a area marcada com circulo representa os aumentos

de 100 e 400X respectivamente. 1=epiderme; 2=separag¢ado; 3=derme.
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Figura 10- Fotomicrografia de uma secgao transversal de 4 um de espessura obtidos

de pele de ratos que receberam tratamento com PcL+SfP nos dias 0 (10A/B), 4
(10C/D) e 6 (10E/F) dia. Coloragao HE, e a area marcada com circulo representa os
aumentos de 100 e 400 X, respectivamente.
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Figura 11- Fotomicrografia de uma secgao transversal de 4 um de espessura obtidos
de pele de ratos que receberam tratamento com PcL+C nos dias 0 (15 A), 4 (15B) e
6° (15 C) dia. Coloragcéo HE, e a area marcada com circulo representa os aumentos

de 100 e 400 X, respectivamente.
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6. CONCLUSAO

Os géis preparados SfP, PcL+SfP e PcL+C foram submetidos a analise
reolégica permitiu concluir que o gel a base de SfP apresentou um
comportamento reolégico de um pseudoplastico.

A aplicacao de PcL na presenca de SfP e Carbopol 940 permitiu verificar
efeito no processo de cicatrizacao visto que o uso do Carbopol 940

como veiculo apresentou um melhor espalhamento.

A partir do 4° dia foi verificado redugcdo no tamanho das feridas.
Entretanto, ndo foi observado diferenca significativa na redugéo entre os
grupos a partir do 82 dia.

A dosagem da MPO confirmou uma reducao no processo inflamatério
nos animais cujo dorso foi tratado com o gel contendo PcL. Este
resultado corrobou com o obtido pela analise histologica onde foi
possivel verificar a reducao de infiltrado inflamatério nos grupos tratados
com kollagenase e PcL na presenca de SfP e Carbopol 940. Entretanto
no grupo que foi administrado somente SfP ainda foram observadas
células inflamatérias

Conclui-se que o conjunto lectina e a umidade proporcionada pelos
veiculos SfP e Carbopol 940 proporcionaram efeito no processo de
cicatrizacao de feridas na fase inicial.
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