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RESUMO

As algas marinhas sdo fontes abundantes de polissacarideos sulfatados com varias atividades
bioldgicas, dessa forma, suas biomoléculas séo de grande interesse comercial, principalmente
nas industrias farmacéutica e alimenticia. No presente trabalho, investigou-se uma fracéo
polissacaridica sulfatada obtida da alga marinha verde Caulerpa racemosa (Crll) quanto aos
seus efeitos na nocicepcdo e inflamacgéo. Inicialmente, a Crll (1,0 mg/kg; i.v.) foi avaliada
quanto a toxicidade em camundongos utilizando um modelo por dose repetida (sete dias).
Apbs o periodo experimental, a Crll mostrou-se atoxica. A atividade antinociceptiva foi
avaliada através dos ensaios de contor¢es abdominais induzidas por acido acético, teste da
formalina e da placa quente. Camundongos Swiss machos foram tratados com Crll (0,01; 0,1
e 1,0 mg/kg; i.v.) 30 min antes de receber os estimulos de dor (4cido acético 0,8% ou
formalina 2%) ou exposi¢do ao calor. Nos ensaios de contor¢des abdominais, induzidas por
acido acético Crll reduziu significativamente o nimero de contor¢des abdominais e no teste
da formalina Crll também foi capaz de reduzir o tempo de lambedura da pata, na segunda
fase do experimento. Em relagdo ao estimulo térmico, Crll ndo foi capaz de prolongar o
tempo de reacdo dos animais. Com relacdo aos efeitos na inflamacéo, Crll (0,01; 0,1 e 1,0
mg/kg; i.v.) foi avaliada quanto seu potencial anti-inflamatério utilizando-se ratos Wistar.
Foram utilizados ensaios de migracdo celular para a cavidade peritoneal induzida por
carragenana (Cg - 700 pg/cavidade), de edema de pata induzido por Cg (700 pg/pata) ou
dextrana (300 pg/pata). Com relagdo a migracdo celular para a cavidade peritoneal ocorreu
uma reducéo significativa de neutrofilos em todos os grupos tratados com a Crll. No ensaio
de edema de pata induzido por Cg ou dextrana, Crll também foi capaz de reduzir
significativamente o edema em todas as doses utilizadas. O efeito anti-inflamatorio da Crll foi
confirmado através da reducdo dos niveis teciduais da mieloperoxidase do tecido das patas
nos grupos com Cg. Além disso, foi realizado um ensaio de inibicdo da enzima Hemo-
oxygenase-1 (HO-1), utilizando-se o inibidor ZnPP IX, com o intuito de avaliar se o efeito
anti-inflamatorio da Crll estava relacionado com a expressdo dessa enzima. Os resultados
demonstraram que a inibicdo da via HO-1 estd associada a inibicdo da resposta anti-
inflamatdria da Crll. No intuito de avaliar se Crll também possui efeito pro-inflamatorio,
Crll (0,01; 0,1 e 1,0 mg/kg; i.pl) foi injetada na pata de ratos Wistar, onde, o resultado obtido
demonstrou um processo inflamatorio apenas para animais que receberam a dose de 1,0
mg/kg. Portanto, os possiveis mediadores que poderiam estar envolvidos com o processo
inflamatério da Crll, foram avaliados utilizando-se o ensaio de edema de pata induzido por
Crll. Os resultados demonstraram que a acao pré-inflamatéria da Crll pode estar relacionada
com a liberacdo de mediadores provindos da via da ciclooxigenase (COX-2, prostaglandinas e
tromboxanos). A Crll quando utilizada como agente anti-inflamatdrio nao foi capaz de inibir
seu efeito pré- inflamatdrio no ensaio de edema de pata, em nenhuma das doses utilizadas
(0,01; 0,1 e 1,0 mg/kg; i.v.), confirmando que sua acdo anti-inflamatoria esta relacionada com
a via da HO-1.

Palavras-chave: Algas marinhas verdes, polissacarideos sulfatados, nocicepcéao e inflamacé&o.



ABSTRACT

Marine algae are abundant sources of sulfated polysaccharides with various biological
activities, thereby altering its biomolecules are great of commercial interest, especially in the
pharmaceutical and food industries. In this study, we investigated a sulfated polysaccharide
obtained from the green seaweed Caulerpa racemosa (Crll) as to its effects on nociception
and inflammation. Initially, the Crll (1.0 mg/kg, i.v.) was evaluated for toxicity in mice using
a repeated dose model (seven days). After the trial period, the Crll proved to be nontoxic. The
antinociceptive activity was evaluated by the writings of abdominal constrictions induced by
acetic acid, formalin test and hot plate. Swiss male mice were treated with Crll (0.01, 0.1 and
1.0 mg/kg, i.v.) 30 min before receiving pain stimuli (acetic acid 0.8% or 2% formalin) or
heat exposure . In trials of abdominal constrictions induced by acetic acid, and the formalin
test, Crll significantly reduced the number of abdominal writhing and paw licking time in the
second phase of the experiment, respectively. In relation to thermal stimulation, Crll was
unable to prolong the reaction time of animals. With respect to effects on inflammation, Crll
(0.01, 0.1 and 1.0 mg/kg, i.v.) was evaluated for its potential antiinflammatory using Wistar
rats. We used assays of cell migration into the peritoneal cavity induced by carrageenan (Cg -
700 mg/cavity), paw edema induced by Cg (700 pg/paw) or dextran (300 pg/paw). With
respect to cell migration into the peritoneal cavity there was a significant reduction of
neutrophils in all groups treated with the Crll. In the test paw edema induced by dextran or
Cg, Crll was also able to significantly reduce the swelling at all doses used. The anti-
inflammatory effect of Crll was confirmed by reducing the tissue levels of myeloperoxidase
in the tissue of the paws Cg groups. In addition, we performed an enzyme inhibition assay
Hemo-oxygenase-1 (HO-1), using the inhibitor ZnPP 1X, in order to assess whether the anti-
inflammatory effect of Crll was related to the expression of this enzyme. The results showed
that the inhibition of the HO-1 is associated with inhibition of the inflammatory response of
Crll. In order to assess whether Crll also has pro-inflammatory effect, Crll (0.01, 0.1 and 1.0
mg/kg; i.pl) was injected into the paw of the rats, where the result demonstrated a process
inflammation only for animals which received the dose of 1.0 mg/kg. Therefore, the potential
mediators that could be involved in the inflammatory process of Crll were evaluated using the
test paw edema induced by Crll. The results showed that the pro-inflammatory effect of Crll
may be related to the release of mediators emanating from the path of cyclooxygenase (COX-
2, prostaglandins and thromboxanes). The Crll when used as anti-inflammatory agent was
unable to inhibit pro-inflammatory effect in the paw edema test in any of the doses (0.01, 0.1
and 1.0 mg/kg, i.v.), confirming that its anti-inflammatory effect is related to HO-1.

Keywords: Green seaweed, sulfated polysaccharides, nociception and inflammation.
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1. INTRODUCAO

1.1 Algas marinhas

1.1.1 Consideragdes gerais

As algas sdo talofitas (plantas sem raizes, caules e folhas) que tém a clorofila A como
seu pigmento fotossintético principal (LEE, 1997).

O termo alga indica um grupo polifilético, pois inclui organismos que nao
compartilham uma origem comum, mas que seguem multiplas e independentes linhas
evolucionarias. A classificacdo desses organismos estd sob constante revisdo a medida que
malis evidéncias genéticas e de ultra-estruturas sdo acumuladas (BARSANTI; GUALTIERI,
2006).

Atualmente as algas marinhas sdo classificadas como pertencentes ao reino protista.
Elas estdo divididas em trés grandes grupos: algas verdes (Clhorophyta), algas pardas ou
marrons (Phaeophyta) e algas vermelhas (Rhodophyta) (VIDOTTI; ROLLEMBERG, 2004).

As algas verdes podem ser unicelulares ou pluricelulares, ocorrendo vastamente em
agua doce e do mar, mas também podem ser encontradas em uma ampla variedade de habitat,
como a superficie da neve, os troncos de arvores, o solo e em simbiose com fungos
(constituindo os liquens), protozoarios e celenterados. Apresentam o amido como
polissacarideo de reserva e sua parede celular é constituida de celulose. Elas sdo consideradas
0 grupo a partir do qual as plantas evoluiram. As algas pardas sdo pluricelulares e
predominantemente marinhas. Compreendem as algas mais conspicuas das aguas temperadas,
boreais e polares, mas também sdo encontradas em regifes tropicais. Existem somente cerca
de 1.500 espécies, que variam de formas microscopicas até as maiores macroalgas, que
podem chegar a 60 metros de comprimento e pesar mais de 300 quilogramas. Apresentam a
laminarina como polissacarideo de reserva e sua parede celular sdo constituidas de celulose e
algina. As algas vermelhas sdo pluricelulares, particularmente abundantes em aguas tropicais

quentes. Porém, o nimero de espécies marinhas excede a soma de espécies pertencentes as
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divisdes Phaeophyta e Chlorophyta. As algas vermelhas possuem 4.000 a 6.000 espécies
distribuidas em aproximadamente 680 géneros, dentre 0s quais poucas sdo unicelulares
(RAVEN et al., 2007).

As algas representam a base da cadeia alimentar nos oceanos e sustentam mais de dois
tercos da biomassa mundial e sdo ainda responsaveis por aproximadamente metade da
atividade fotossintética global (DAY et al., 1999).

Segundo Cardozo et al. (2010), micro e macroalgas sdo essenciais para 0
desenvolvimento da aquicultura, uma vez que fornecem os micronutrientes principais para
muitos organismos aquaticos, incluindo vitaminas, compostos contendo nitrogénio, esterdis,

acidos graxos especificos, etc.

1.1.2 Importancia econémica

Além de sua importancia ecoldgica, as algas sdo consideradas excelentes fontes de

proteinas e carboidratos, possuindo baixos teores de lipidios (MABEAU et al., 1992).

As algas tém sido usadas como um componente importante na dieta ha séculos em
paises como China, Japdo e Coréia. No entanto, elas estdo atraindo cada vez mais atencéo
como uma valiosa fonte de alimento em outras partes da Asia, Africa, e também em outras
partes ocidentais do mundo, é crescente o interesse de explorar todas as intervengdes
possiveis que as algas possam oferecer incluindo o desenvolvimento de produtos alimenticios.
Para este fim, diversos outros paises além da China, Japao e Coréia do Sul estdo explorando
comercialmente sistemas abertos e fechados de cultivo de algas em grande escala. E esperado
gue estes paises possam aumentar a cultura de algas ao longo dos préximos anos. Avancos na
ciéncia e na tecnologia tém proporcionado a formacdo de pesquisadores de know-how
necessarios que possam contribuir com poderosas ferramentas analiticas para melhor
caracterizar as funces fisiologicas de compostos bioativos de algas marinhas na prevencéo de
doencas e na melhoria da saude (MENDIS; KIM, 2011).

A atual aplicacdo de compostos quimicos isolados de diversas classes de algas
marinhas é de interesse crescente. Desde 1975, algumas pesquisas com algas comecaram a

surgir abordando toxinas, bioprodutos e ecologia quimica. Mais de 15.000 novos compostos
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tiveram sua extrutura quimica determinada. Os ficocoldides (&gar, alginato e carragenana)
vém sendo extraidos de algas marinhas para o uso nas inddstrias farmacéutica, de cosmético e
alimenticia. As propriedades fisico-quimicas distintas dos alginatos confere-lhes aplicacGes na
industria alimenticia como agentes gelificante e espessante (CARDOZO et al., 2007);
farmacéutica, como microesferas para a liberacdo de drogas (CHAN et al., 2002) e nas
industrias de papel e téxtil como espessante de corantes (TURK; SCHNEIDER, 2000).

As algas também podem ser utilizadas diretamente como fertilizantes além de
fornecerem substancias intensamente exploradas na inddstria de cosméticos (VAN et al.,
1989).

As algas tém atraido grande interesse por serem uma fonte alternativa existente de
energia renovavel aos combustiveis fosseis nos ultimos anos (DEMIRBAS; DEMIRBAS,
2011). Estes organismos fotossintéticos sdo conhecidos por produzirem produtos de alto
rendimento do petroleo e de biomassa, podendo serem cultivados dentro de fontes de agua
doce ndo incluindo o sal e aguas residuais. As algas podem tolerar e adaptar-se a uma
variedade de condicdes ambientais, e também sdo capazes de produzir varios tipos de
bicombustiveis (JONES; MAYFIELD, 2011). Algas e outras plantas usam a fotossintese para
converter energia solar em energia quimica. Elas armazenam esta energia na forma de dleos,
carboidratos e proteinas. Vale ressaltar que, o 0leo vegetal pode ser convertido em biodiesel
(DEMIRBAS; DEMIRBAS, 2011).

Produtos naturais, em geral, desempenham um papel inestimavel na descoberta de
novas drogas (CRAGG et al., 1997). Assim, a investigacdo de novos compostos quimicos de
algas demonstrou ser uma area promissora de estudos farmacéuticos. Muitos trabalhos foram
publicados sobre compostos isolados de algas com atividade bioldgica, demonstrando assim,
a sua capacidade de produzir metabdlitos diferentes daqueles encontrados em espécies
terrestres, possuindo alta complexidade e diversidade ilimitada de propriedades
farmacoldgicas e/ou propriedades bioldgicas. Nas Gltimas décadas a énfase passou da
extracdo de bancos naturais para maricultura e cultivo controlado para, dessa maneira,

produzir novos produtos em grande escala (CARDOZO et al., 2007).

1.2 Polissacarideos sulfatados
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1.2.1 Consideragdes gerais

Os carboidratos ou sacarideos (do grego sakcharon, aclcar) sdao as moléculas
biol6gicas mais abundantes do planeta. Quando os carboidratos estdo na forma de polimeros
eles sdo conhecidos como polissacarideos e constituem um dos principais quatro grupos de
macromoléculas que compdem o0s seres vivos. Até 1960 acreditava-se que eles
desempenhavam apenas fungdes passivas como fontes de energia (glicose, amido, glicogénio)
e como materiais estruturais (celulose) (LEHNIGER et al., 2006), contudo, os carboidratos
podem ser encontrados na natureza desempenhando as mais variadas funges quando
associados a moléculas organicas como: proteinas (peptideoglicanos, proteoglicanos e
glicoproteinas) e lipideos (lipopolissacarideos e glicolipideos) (BUSH et al  1999;
ROSEMAN, 2001; 10ZZ0, 1998; GAHMBERG, 1996).

Os polissacarideos sulfatados (PS) compreendem um grupo complexo de
macromoléculas amplamente distribuidas entre os seres vivos e com uma gama de
propriedades bioldgicas importantes (PAINTER, 1983). Estes polimeros apresentam grande
variedade estrutural e caracterizam-se por apresentarem uma alta densidade de cargas
negativas devido a presenca de ésteres de sulfato e em alguns casos, de residuos de acido
hexurénico. Estes polimeros aniénicos sdo encontrados em organismos tdo diversos quanto
vertebrados, invertebrados e algas marinhas (MATHEWS, 1975).

Podem ocorrer nos invertebrados marinhos como polissacarideos simples, de estrutura
linear, formada por unidades oligossacaridicas repetitivas ou como um grupo de compostos de
estrutura similar aos glicosaminoglicanos de tecidos de mamiferos, mas com diferencas em

relacdo a presenca de ramificacdes e ao padrdo de sulfatacdo (ALVES et al., 1997).

O primeiro grupo de PS estudados foram os encontrados em animais. Nesses seres
vivos 0s principais PS encontrados sdo os glicosaminoglicanos sulfatados (GAGS). Esses
polimeros sdo polissacarideos lineares com repeti¢cdes de unidades dissacaridicas constituidas
de um residuo de acglcar ndo nitrogenado (acido idurénico, acido glucurénico, ou galactose) e
de um residuo de hexosamina (glucosamina ou galoctosamina). Os GAGS se encontram
ligados covalentemente a proteinas, formando um grupo de glicoconjugados complexos
denominados de proteoglicanos (DIETRICH, 1984).
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Nas algas marinhas estdo presentes como estruturas complexas, altamente

heterogéneas e muitas vezes ramificadas (MULLOY et al., 1994).

1.2.2 Polissacarideos de algas marinhas: caracteristicas estruturais

Os PS estdo presentes nas algas verdes, na forma predominante de arabino-galactanas
(PERCIVAL; McDOWELL, 1967), nas algas pardas na forma de fucoidanas (BERTEAU,
MULLOY, 2003) e nas algas vermelhas na forma de galactanas (PAINTER, 1983).

As algas marinhas sdo a fonte mais importante de PS de origem ndo-animal e sua

estrutura quimica varia de acordo com as diferentes espécies de algas (COSTA et al., 2010).

Polissacarideos de algas verdes representam talvez o grupo mais diversificado dessas
moléculas. S&o heteropolissacarideos anidnicos ndo repetitivos, apresentando-se, geralmente,
bastante ramificados, complexos e constituidos de unidades de monossacarideos ou
dissacarideos constituidos de unidades de galactose e arabinose. Os generos Cladophara,
Chaetomorpha, Caulerpas e Codium apresentam polissacarideos sulfatados constituidos por
D-galactose, L-arabinose e D-xilose em diferentes proporgdes, denominados arabino-
galactanas (PERCIVAL; McDOWELL, 1967).

Ulvana é um dos principais polissacarideos solliveis em agua encontrados nas algas
verdes da ordem Ulvales que tem o grupo sulfato, ramnose, xilose, acidos idurénico e
glicurénico como principal constituintes. Entretanto, uma variedade de PS sdo sintetizados
pelas algas verdes (JIAO et al., 2011).As ulvanas representam cerca de 8-29% do peso seco
das algas verdes. Entre as propriedades funcionais, elas formam solucdes aquosas viscosas
capazes de formar géis termoreversiveis na presenca de cations polivalentes e borato
(LAHAYE; ROBIC, 2007).

As fucoidanas, que representam os PS de algas pardas sdo principalmente constituidas
de a-L-fucopiranose, séo facilmente extraidas da parede celular com agua quente ou solugédo
acida e podem ser responsaveis por mais de 40% do peso seco das células isoladas
(BERTEAU; MULLOQY, 2003). Elas podem diferir em estrutura entre as espécies de algas
podendo variar até mesmo dentro da mesma espécie. Devido a essa heterogeneidade de

estruturas, diferentes condicOes de extracdo utilizadas por pesquisadores podem dar origem ao
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isolamento de formas distintas de fucoidanas. Esses PS contém pequenas quantidades de
outros monossacarideos, incluindo glicose, galactose, manose, xilose, acidos urénicos e
também grupos acetil (JIAO et al., 2011).

A primeira referéncia a fucoidanas na literatura data de 1913, ja os primeiros dados
sobre suas estruturas quimicas somente foram relatadas em 1949. Ainda hoje, apesar do
emprego de técnicas como a espectroscopia de ressonancia magnética nuclear, a determinagédo
da estrutura quimica de fucoidanas é uma tarefa dificil devido ao alto grau de sulfatacdo, de
ramificacbes dessas macromoléculas e principalmente devido a distribuicdo irregular de
unidades estruturais individuais ao longo da cadeia (USOV; BILAN, 2009).

Galactanas de algas vermelhas sdo de grande importancia comercial, sdo amplamente
utilizados nas inddstrias de alimentos devido as suas propriedades reoldgicas como
gelificantes e espessantes, estes PS s&o principalmente classificados com base na sua

estereoquimica em dois grupos, carragenanas e agaranas.

Carragenanas sdo normalmente classificadas de acordo com suas caracteristicas
estruturais, incluindo o seu padréo de sulfatacdo e da presenca ou auséncia de anidrogalactana
na D-unidade. Ha pelo menos 15 diferentes estruturas de carragenanas (JIAO et al., 2011).
Dentre as carragenanas existentes, as mais comuns comercialmente sdo: « (Kappa), 1 (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).

A classificacdo das agaranas ndo é tdo especifica quanto a das carragenanas
(STORTZ; CEREZO, 2000). As agaranas podem ter quantidades varidveis de diferentes
grupos O-ligados, principalmente éter metilico, éster sulfato, acetal de acido pirdvico ou
residuos B-D-xilopiranosil. A proporcdo e distribuicdo dos substituintes mencionados na
cadeia do esqueleto das galactanas modificam as propriedades fisico-quimicas dos
polissacarideos (LAHAYE; ROCHAS, 1991; RODRIGUEZ et al., 2009). O maior grau de
substituicdo por grupos sulfatos, por exemplo, produz géis de menor forca (VILLANUEVA et
al., 2010).

Uma das agaranas mais estudada em relacdo a estrutura quimica é a porfirina, obtida
de espécies de algas vermelhas do género Porphyra incluindo Porphyra capensis e P.

haitanensis. Além de carragenanas e agaranas as algas vermelhas possuem outros PS que sdo
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chamados de DL-hibridos e outros com vérias substitui¢ces envolvendo grupos sulfatos, acido
piravico e grupos metoxila (JIAO et al., 2011).

1.2.3 Atividades bioldgicas de polissacarideos sulfatados de algas marinhas

Além de usos industriais, os polissacarideos derivados de algas marinhas tém surgido
nos ultimos anos como uma fonte rica e importante de compostos naturais bioativos e, por
esta razdo, a producdo e as aplicacdes desses polissacarideos como agentes terapéuticos tém
sido cada vez mais importantes temas de intensas pesquisas (NA et al., 2010), principalmente
por estes compostos apresentarem baixo risco de contaminagdo por particulas virais por serem
de origem ndo-animal (LEITE et al., 1998) e toxicidade relativamente minima (TALARICO
et al., 2005).

Novas técnicas de extracdo e separacao, foram recentemente aplicadas na purificacéo
de PS de algas marinhas. As atividades biologicas dessas biomoléculas dependem da sua
estrutura quimica, peso molecular e cadeia de conformacdo. Portanto, para a sua purificacao
eficiente, com tamanhos moleculares desejados e manutencdo de suas propriedades
funcionais, um meétodo adequado € o uso de um sistema de membranas de ultrafiltracdo
(WIJESEKARA, et al., 2011).

Estudos recentes tém fornecido evidéncias de que os polissacarideos derivados de
algas marinhas desempenham um papel vital na sadde humana e na nutricdo. Além disso, o
processamento dos subprodutos das algas pode ser facilmente utilizado para a producdo de
ingredientes funcionais. As possibilidades da concepcdo de novos alimentos funcionais e
produtos farmacéuticos para apoiar a reducdo ou regulacdo da dieta relacionada a disfuncées
crbnicas sdo promissores. Até agora, a maioria das atividades bioldgicas dos PS de algas

marinhas foram observadas in vitro ou em modelos animais (WIJESEKARA, et al., 2011).

1.2.3.1 Atividades bioldgicas de galactanas sulfatadas
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Como a heparina e outros PS, as galactanas sdo potentes anticoagulantes que
dependem ndo sé da densidade de cargas, como também, das posi¢Ges do radical sulfato na
molécula (PEREIRA et al., 2005; FONSECA et al., 2008).

Além de valiosas propriedades fisico-quimicas, os PS das algas vermelhas sdo
promissores polimeros biologicamente ativos. Diversas atividades bioldgicas de PS com
potencial na aplicacdo médica j& foram descritas para galactanas sulfatadas, segue abaixo

alguns exemplos.

As carragenanas sao conhecidas como poderosos agentes que causam a inflamacao,
dessa maneira, 0 edema de pata induzido por carragenana constitui um modelo classico
amplamente utilizado no desenvolvimento de medicamentos anti-inflamatérios. Foi
demostrando na investigacdo comparativa de trés carragenanas comerciais indutoras de edema
de pata, que 1 e A carragenanas tém maior potencial inflamatorio do que a k-carragenana,
provavelmente devido ao seu elevado teor de sulfato (USOV, 2011). Apesar disso,
recentemente uma fracdo polissacaridica sulfatada da alga vermelha Gracilaria birdiae
apresentou um efeito anti-inflamatério, fornecendo evidéncias, pela primeira vez, que a acéo
anti-inflamatoria esté relacionada com a integridade da via da hemoxigenase, dando uma nova

visdo sobre os mecanismos de acdo das galactanas sulfatadas (VANDERLEI et al., 2011)

Segundo Araujo et al. (2011), uma fragdo polissacaridica sulfatada da alga marinha
vermelha Solieria filiformis demonstrou efeito antinociceptivo em modelos experimentais de
nocicepc¢do. No entanto, em modelos inflamatorios possuiu efeito pro-inflamatorio sugerindo
o0 envolvimento de mediadores inflamatorios tais como: prostaglandinas, éxido nitrico (NO) e

citocinas primarias (IL-1 e TNF-a).

O primeiro relato de atividade antiviral de PS de algas marinhas foi de uma galactana
sulfatada da alga Gelidium cartilagenium, com o trabalho de Gerber e colaboradores (1958),
observaram que os PS protegiam o0s ovos embrionarios contra a Influenza B ou virus da
caxumba. Atualmente, vérios trabalhas foram publicados relatando atividade antiviral de
galactanas sulfatadas (TALARICO et al., 2004; DUARTE et al., 2004; HARDEN et al.,
2009; YASUHARA-BEL; LU, 2010).

A formacao de células cancerosas no corpo humano pode ser diretamente induzida por
radicais livres e drogas naturais anticancer, dessa forma, agentes preventivos ganharam uma

popularidade positiva no tratamento de cancer. A A-carragenana de Chondrus ocellatus, uma
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alga de importancia econémica na China, &pos fracionamento, apresentou cinco produtos de
massas moleculares diferentes: 650, 240, 140, 15 e 9,3 kDa. Esses produtos apresentaram
atividades antitumorais e imuno-moduladoras em diferentes graus (ZHOU et al., 2004).

O primeiro relato de uma galactana sulfatada a apresentar efeitos em modelos
gastrointestinais utilizando ensaios in vitro e in vivo foi demonstrado para a espécie de alga
Halymenia floresia pertencente a familia Halymeniaceae. Onde, uma fracdo polissacaridica
apresentou efeito na miocontratilidade no duodeno e reducdo da distencdo gastrica em ratos
(GRACA et al., 2011).

1.2.3.2 Atividades biologicas de fucoidanas sulfatadas

Provavelmente, a bioatividade mais amplamente reconhecida e estudada dos PS é a
atividade anticoagulante exibida por fucoidanas. Esta atividade foi relatada, pela primeira vez,
para a fucoidana da alga Fucus vesiculosus que apresentou inibicdo da formacéo de coagulos
de fibrina e atividade antitrombina. Desde entdo, os estudos sobre fucanas de algas veem
sendo intensificadas (JIAO et al., 2011).

Chevolot et al. (1999), estudando a influencia da massa molecular e do contetdo de
sulfatacdo da alga parda Ascophyllum nodoso na atividade anticoagulante, demonstraram que

esses sdo parametros importantes para esta atividade.

A atividade anticoagulante de um polissacarideo sulfatado purificado a partir de um
extrato enzimatico da alga parda, Ecklonia cava, foi investigada tanto in vitro como in vivo. O
polissacarideo sulfatado de E. cava mostrou atividade anticoagulante comparavel a de
fucoidanas comerciais em rela¢do ao tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA), tempo
de trombina (TT) e tempo de protrombina (PT) em ensaios de coagulacdo in vitro. Ensaios
realizados in vivo, mostraram um tempo de sangramento prolongado em relacdo ao grupo
controle salina (WIJESINGHE et al., 2011).

A estrutura quimica incluindo o grau de sulfatacdo, peso molecular, constituicdo de
acucares, conformacdo e dinamica estereoquimica possuem um papel importante na
determinacéo da atividade antiviral dos PS de algas. Polissacarideos de algas, com baixo grau

de sulfatacdo sdo geralmente inativos contra virus (WIJESEKARA et al., 2011).
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A alga Cladosiphon okamuranus, possui uma fucoidana composta por &cido
glucurdnico e residuos de fucose sulfatados, que foi capaz de inibir a infeccdo causada pelo
virus da dengue tipo 2. Também foi demonstrado que a referida fucoidana interage
diretamente com uma glicoproteina do envelope e que tanto o acido glucurénico quanto os
residuos sulfatados de fucose sdo necessarios para a inibicdo da infeccdo (HIDARI et al.,
2008).

As fucoidanas sdo promissores agentes anti-inflamatérios. Os PS da alga parda
Turbinaria ornata obtidos por extragdo aquosa, possuem potencial antioxidante e anti-
inflamatorio, onde, in vitro a atividade antioxidante foi investigada utilizando 1-difenil-2-
picrilhidrazina, NO e inibicdo da peroxidacdo e, a avaliacdo da atividade anti-inflamatoria,
realizada utilizando os modelos de edema de pata e de permeabilidade vascular em ratos
(ANANTHI et al., 2010).

Também foi observado, que o efeito anti-inflamatorio de um polissacarideo sulfatado
isolado da alga Padina tetrastromatica é elevado quando comparado ao diclofenaco ou outras
drogas anti-inflamatdrias, sugerindo-se que este polissacarideo sulfatado poderia ser

recomendado como um novo farmaco eficaz na inflamacdo (MOHSIN; KURUP, 2011).

Uma heterofucana obtida da alga parda Lobopora variegata apresentou a capacidade
de inibir, a migracéo de leucdcitos induzida por tioglicolato e o edema de orelha causado pelo
6leo de croton em animais sensibilizados (MEDEIROS et al., 2008). Em estudo posterior com
a mesma heterofucana, foi investigado os efeitos vasculares e celulares em outros modelos
inflamatdrios agudos (edema de pata e peritonite induzidos por carragenana), onde, foi
demonstrado que o efeito anti-edematogénico estava relacionado com a inibicéo da sintese de
NO e das ciclo-oxigenase (SIQUEIRA et al., 2011).

Outros estudos também relatam que fucoidanas possuem atividade antiproliferativa em
linhagens de células cancerigenas “in vitro”, assim como, atividade inibitéria do crescimento
do tumor em camundongos (ROCHA DE SOUZA et al.,, 2007; YE et al., 2008) e de
metastase bloqueando as interacbes entre células cancerosas e da membrana basal (ROCHA
et al., 2005).

Uma fracdo polissacaridica sulfatada da alga marinha parda Spatoglossum schroederi

obtida por cromatografia de troca i6nica em DEAE-Celulose apresentou efeito
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antinociceptivo onde foi capaz de reduzir significativamente o tempo de lambedura da pata
em camundongos em ambas as fases do ensaio da formalina (FARIAS et al., 2011)

1.2.3.3 Atividades bioldgicas de ulvanas e arabino-galactanas

As ulvanas e arabino-galactanas possuem um amplo espectro de atividades biolégicas,
dentre as quais, as mais estudadas sdo as atividades anticoagulante e antitrombotica em
funcdo da procura de um substituto a Heparina que ndo cause tantos efeitos indesejados,
como: desenvolvimento de trombocitopenia, efeito hemorragico, deficiéncia de antitrombina
etc, (PEREIRA et al., 2002).

Oito diferentes PS foram isolados de diferentes espécies de algas verdes. Todos
exibiram inibicdo da trombina através do co-fator Il da heparina e seus efeitos sobre a inibicéo
da trombina mostraram-se mais potentes do que os da heparina comercial ou dermatam
sulfato. Em particular, uma maior inibicdo da trombina foi observada para o polissacarideo
sulfatado isolado da alga do género Codiale (HAYAKAWA et al., 2000).

Para avaliar o potencial de novas drogas antivirais, PS de dez algas verdes
(Enteromorpha compressa, Monostroma nitidum, Caulerpa brachypus, C. okamurai, C.
scapelliformis, Chaetomorpha crassa, C. spiralis, Codium adhaerens, C. fragille e C. latum)
e quatro xilanas sulfatadas sintéticas preparadas a partir da B-(1,3)-xilana de C. brachypus,
foram testadas contra o virus Herpes simplex tipo 1 (HSV-1). Com excecdo da E. compressa
todas as outras mostraram-se potentes contra o HSV-1, tornando-se promissores agentes
antivirais que podem agir em diferentes fases do ciclo de replicacdo do virus (LEE et al.,
2004).

PS obtidos por extracdo aquosa a quente da alga verde Ulva lactuca possuem efeito
hipocolesterolémico e antioxidante em modelo animal induzido experimentalmente. A
administracao oral destes polissacarideos causou diminuicdo significativa dos niveis séricos
de lipidios totais, triglicérides, colesterol total, LDL-colesterol, VLDL-colesterol,

transaminases e fosfatase alcalina (HASSAN et al., 2011).

A alga Ulva rigida possui um polissacarideo sulfatado acido que pode ser usado como

um imunoestimulante experimental para a analise de respostas inflamatdrias relacionadas a
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macrofagos. Além disso, este polissacarideo pode também ser de interesse clinico com a
finalidade de modificar certas atividades de macrofagos em doengas cuja funcdo venha sendo
prejudicada ou necessite ser impulsionada (LEIRO et al., 2011).

Extratos com diversos solventes organicos obtidos da alga verde Chlorococcum
humicola mostraram inibicdo do crescimento de cepas virulentas de bactérias e fungos
patogénicos ao ser humano. Dentre estes, oito extratos mostraram-se efetivos contra 0s
microrganismos selecionados. Dependendo da composicao quimica dos diferentes extratos foi
demonstrado diferengas na zona inibitéria contra os microbios (BHAGAVATHY et al.,
2011).

Em relacdo aos efeitos antinociceptivo e anti-inflamatério existe apenas um Unico
relato na literatura para polissacarideos sulfatados de algas verdes. Onde, Rodrigues et al.
(2012) isolaram uma fracdo polissacaridica da alga Caulerpa cupressoides obtida por
cromatografia de troca ibnica e esta foi capaz de reduzir: as contragdes abdominais induzidas
por &cido acético; o tempo de lambedura das patas dos camundongos em ambas as fases do
teste da formalina; a migracdo neutrofilica no ensaio de peritonite e 0 edema de pata induzido

por carragenana.

1.2.3.3.1 Atividades biologicas da alga marinha verde Caulerpa racemosa

Devido ao fato da alga marinha verde Caulerpa racemosa (Forsskal) ser objeto de
estudo no presente trabalho, serdo descritas algumas atividades biologicas citadas na

literatura.

PS da alga C. racemosa foram obtida por extracdo aquosa a quente. Estes polimeros,
que contém galactose, glicose, arabinose e xilose como o0s principais agucares componentes,
mostraram-se ser um inibidor seletivo de cepas de referéncia TK - aciclovirus e de cepas
resistentes do virus herpes simplex tipo 1 (HSV-1) e tipo 2 (HSV-2) em células Vero. Estes
polissacarideos apresentaram concentracdo eficaz antiviral de 50% (EC50) com valores na
faixa de 2,2 - 4,2 mcg/ml ndo possuindo efeitos citotoxicos. Além disso, esses polissacarideos
ndo exibiram propriedade anticoagulante em concentrac@es proximas a EC50 (GHOSH, et al.,
2004).
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Segundo JI et al., (2008), os PS de C. racemosa foram obtidos por extra¢cdo aquosa a
quente. FracOes polissacaridicas foram obtidas por cromatografia de troca idnica por DEAE-
celulose, onde foram avaliadas quanto a atividade antitumoral em ratos. Os resultados obtidos
mostraram um potencial antitumoral, em diferentes doses, para as referidas fracdes

polissacaridicas.

FracOes polissacaridicas obtidas por cromatografia de troca ibnica em DEAE-celulose
da alga C. racemosa também foram avaliadas em relacdo ao seu potencial anticoagulante. Os
ensaios anticoagulantes, realizados segundo o teste do TTPA, revelaram fracbes de PS
capazes de modificar o tempo normal de coagulacdo. Porém esses compostos bioativos
apresentaram baixo potencial anticoagulante (RODRIGUES et al., 2010).

1.3 Dor e nocicepgao

A dor é definida, segundo a Associacdo Internacional de Estudos sobre Dor (IASP,
2011), como uma experiéncia emocional ou sensorial desagradavel, associada ao dano
tecidual real ou potencial, ou descrita em termo de tal lesdo. Dessa forma, infunde
sentimentos negativos e, como tal, € algo que geralmente tentamos evitar (MCDOUGALL,
2011). A dor é uma experiéncia subjetiva dificil de definir, podendo ser uma resposta direta a
um evento desfavoravel, associado a danos teciduais, como lesdo, inflamacao ou céncer, ou,
surgir de modo independente. Assim, a transmissdo da dor ocorre através de um mecanismo
que envolve uma interacdo muito complexa de estruturas periféricas e centrais da superficie
da pele ao cortex cerebral central (FURST, 1999).

O termo nocicepg¢do, oriundo do Latim nocere, prejudicar, é utilizado com melhor
precisdo em testes com animais, visto que é dificil elaborar testes que avaliem o componente
afetivo (LE BARS et al., 2001).

Nociceptores sdo receptores em tecidos que sao ativados automaticamente por
estimulos dolorosos especificos. Os estimulos geram informacdes que se propagam pelos
receptores em um sinal elétrico e é transmitido da periferia para o sistema nervoso central ao
longo de axbnios. Assim, 0 sistema nociceptivo € um segmento do sistema nervoso. Ha dois

tipos de nociceptores, os de alto limiar, que respondem a deformagdes mecénicas e 0s
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nociceptores polimodais, que respondem a uma variedade de mediadores inflamatérios como:
fons de hidrogénio (prétons), citocinas, bradicinina, histamina, 5-hidroxitriptamina (5-HT),
prostaglandinas e leucotrienos. Estes mediadores inflamatorios agem nos nociceptores,
ativando-os e sensibilizando-os (Figura 1) (STEEDS, 2009). Estes nociceptores polimodais
correspondem ao principal tipo de neurbnio sensitivo periférico que responde a estimulos

Nocivos.

Mastécito ou
Neutrofilo

Figura 1 — Mediadores inflamatérios ativando e sensibilizando os nociceptores Modificado de Julius &
Basbaum, 2001.

O sistema nociceptivo tambeém possui fibras nervosas caracteristicamente distribuidas
nos tecidos, sendo responsaveis pela informacao dolorosa. Dentre estas fibras, a A-delta (Ad)
e a C estdo associadas a inflamacédo e sdo capazes de transduzir impulsos provenientes de
estimulos quimicos, térmicos e mecanicos, em impulsos elétricos, que sdo transmitidos ao
sistema nervoso central, apos a sua sensibilizacdo. As fibras Ad sdo mielinizadas e permitem
uma rapida transmissdo de estimulos (cerca de 12 a 30 m/segundo) que perdura por um curto
periodo, enquanto que as fibras C, ndo mielinizadas, transmitem seus impulsos mais
lentamente (cerca de 0,5 a 2 m/segundo) por um periodo mais longo (RANG et al., 1991,
JULIUS; BASBAUM, 2001).Varios metabdlitos e substancias sdo liberados de células
lesadas ou isquémicas ou de tecidos inflamados, incluindo ATP, prétons (produzidos por
acido lactico), (5-HT), histamina e K, muitos dos quais afetam as reagdes nociceptivas. O pH
baixo excita os neurbnios aferentes nociceptivos em parte por abertura de canais de cations

ativados por protons e em parte por facilitacdo do receptor vanildide (RANG et al., 2007).
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Os nociceptores tém a habilidade de detectar uma grande variedade de estimulos,
incluindo os de natureza fisica e quimica, e de converté-los em sinais eletroquimicos
(JULIUS, BASBAUM, 2001). Ao entrar no corno dorsal da medula espinhal, estes impulsos
sdo transmitidos através de neur6nios de segunda ordem ao longo de vias ascendentes para o
cerebro (Figura 2). Ao veicular esses impulsos para areas especificas do cérebro, como o
cortex somatosensorial e a amigdala os sinais eletroquimicos sdo moldados em uma
experiéncia fisica que incorpora reflexos motores de protecdo e respostas emocionais.
Detalhes importantes de todo este processo ainda ndo sdo totalmente compreendidos
(MCDOUGALL, 2011).

Cérebro— Dor
Comportamento
afetivo

Neurdnio de

Ganglio dorsal da
segunda ordem

medula espinhal
(Corpo celular)

Medula espinhal

Aferente
primario
Nociceptor
Opidides o
PrI:\zcase; —© Leucdcito
~ Mecdnico ‘7 \
ﬂ’ Bradicinina
Estimulos Calor Citocinas Histamina \2"6"75
< ¥ = S >\ S" <
ambientais ) Frio OS5 ' 8, & fastocito
' ' Queratindcito
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Figura 2 — O caminho no qual a dor percorre, da periferia até o cérebro. Estimulos nocivos podem ativar os
nociceptores causando a sensacdo de dor. Varias celulas residentes nas proximidades das terminacfes nervosas
podem liberar mediadores que podem tanto aumentar quanto reduzir o limiar de ativacdo dos nervos. Adaptado
de McDougall (2011).

A dor pode ser de curta duracdo (aguda) ou mais prolongada (cronica). A dor aguda é
geralmente benéfica para o individuo, uma vez que adverte de dano tecidual real ou iminente
permitindo rapida acdo reflexa. Esta dor nociceptiva surge na periferia com estimulos térmico

ou quimico. A dor aguda geralmente pode ser aliviada pela administracdo local de agentes
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analgésicos (por exemplo, a lidocaina, um anti-inflamatorio ndo-esterdidal) ou abordagens
ndo farmacoldgicas (por exemplo, esfregando a &rea afetada ou aplicagdo de gelo no local)
(MCDOUGALL, 2011). O desenrolar da dor aguda, embora bem entendido, continua a ser
um complexo processo fisioldgico. A sensibilizacdo tecidual local pode ocorrer através de trés
mecanismos simples. O primeiro é que alguns nociceptores essencialmente agem como
reservas e s@ se tornam ativos na presenca de uma resposta tecidual local. Segundo, a
sensibilizagdo causada por citocinas inflamatérias e ions, na verdade, diminui o limiar de
disparo de nociceptores periféricos. Nesta situacdo um estimulo menor € necessario para criar
a mesma quantidade de transduc@o. Um terceiro mecanismo potencial envolve um processo

de “priming” onde alguns nociceptores respondem a estimulos endogenos (MEYR;
STEINBERG, 2008).

A dor cronica, por outro lado, tende a ser uma resposta a alguma patologia subjacente.
A dor é considerada cronica se esta continua inabalavel além de 3 meses e normalmente
persiste, mesmo o individuo procurando se curar e/ou continua na auséncia de dano tecidual
aparente. A dor crbnica € a principal razdo pela qual as pessoas procuram atendimento
médico, mas o arsenal de remédios eficazes disponiveis é limitado. Além disso, todos o0s
analgésicos atualmente disponiveis tém algum grau de efeito indesejado associado a eles
(MCDOUGALL, 2011).

A dor também pode surgir na auséncia de estimulos, isto é conhecido como a dor
fantasma. A relacdo complexa de dor e lesdo faz com que a percepc¢do da dor seja um tema de
pesquisa importante. O cérebro e a medula espinhal desempenham um papel importante nos
mecanismos de dor central. No entanto, o conhecimento dos mecanismos no cérebro ainda é
relativamente limitado. O corno dorsal da medula espinhal é dotado de varios
neurotransmissores e receptores, incluindo: a substancia P, somatostatina, neuropeptideo Y,
aminodacidos excitatorios, inibidores de aminoacidos, o 6xido nitrico, opidides enddgenos, a
adenosina, e as monoaminas, entre outros. A transmissao da dor para o cérebro esta sob
diversos controles fisioldégicos. Sem duvida, isso contribui para um dificil desafio na
descoberta de formas de inibir as sensacdes de dor, sem causar efeitos colaterais
(MCCURDY; SCULLY, 2005).

1.4 Inflamacéo
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O termo inflamagé&o ou flogose (do latim, inflamare e do grego phlogos, que significa
pegar fogo) retrata como 0s povos mais primitivos comparavam uma regido inflamada com
algo relativo a chamas, quente ou ardido. Essa analogia deve ter surgido nos tempos do
primeiro contato do homem com o fogo, antes mesmo do controle de sua producéo e

manipulagao.

Os sinais cardeais visiveis da inflamacgéo do tecido ja foram descritos por Cornelius
Celsus, e incluem: edema, eritema, calor, dor e perda da funcdo ja sendo conhecidos por
civilizacBes antigas. Hierdglifos egipcios e textos antigos da Grécia e China ja descreviam a
inflamacdo. Séculos mais tarde, em 1794, John Hunter, um cirurgido escocés, escreveu que
“A inflamacdo em si ndo deve ser considerada como uma doenga, mas como uma operacao

salutar consequiente a alguma violéncia ou alguma doenga™ (SERHAN, 2007).

O processo inflamatério € um importante mecanismo de defesa do organismo e se
constitui de uma resposta complexa de um tecido vascularizado contra estimulos agressores
de origem quimica, fisica ou biolégica tendo como objetivo destruir, imobilizar ou diluir o
agente lesivo, isolar a lesdo, inativar as toxinas e preparar o0 tecido ou Orgdo para a
cicatrizacdo e reparacdo (ROBBINS et al., 2005). No entanto, a inflamagdo excessiva ou
inadequada é a causa de inumeras doengas, incluindo artrite reumatoide, psoriase e doenca
inflamatdria intestinal. Além disso, a inflamag@o € o maior componente dos danos causados
por doencgas auto-imunes, e € um colaborador fundamental para doencas como cancer,

diabetes e doencas cardiovasculares (LUCAS et al., 2006).

Vérios sdo o0s mediadores quimicos envolvidos no desenvolvimento do processo
inflamatdrio, podendo ser de origem tissular, como as aminas vasoativas, fator de ativacéo
plaquetaria (PAF), eicosanoides, citocinas, radicais livres superdxidos, NO e neuropeptideos;
ou de origem plasmatica, como os sistemas de coagulacdo, do complemento e das cininas
(SPINOSA et al.; GILMAN et al., 2006).

O processo inflamat6rio é composto de trés fases, cada qual mediada por diferentes
mecanismos: a fase inicial, chamada de fase aguda que € caracterizada principalmente por
vasodilatacdo local e aumento da permeabilidade vascular, geralmente tem duracdo
relativamente curta e as primeiras manifestacGes clinicas observadas incluem os sinais
cardinais da inflamacdo. Além disso, esta fase apresenta infiltrado predominantemente

neutrofilico; uma fase tardia, com a infiltracdo de leucocitos e células fagocitarias; e a fase
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proliferativa crbnica, na qual ocorre degeneracdo tecidual e fibrose (SPINOSA et al.;
GILMAN et al., 2006).

A resposta inflamatdria aguda para ser bem sucedida deve resultar na eliminacdo dos
agentes infecciosos seguido por uma resolucdo e fase de reparagdo, que € mediada
principalmente por macréfagos recrutados e macrofagos residentes nos tecidos
(MEDZHITOQV, 2008). Devido a sua localizacdo estratégica, proximo ao local da lesdo, as
células residentes do tecido sdo os indutores priméarios da reacao inflamatéria (SCHRODER;
TSCHOPP, 2010). A resposta de fase aguda também compreende mudangas na concentragdo
plasméatica de proteinas hepéticas (proteinas de fase aguda), horménios, metabdlitos
intermediarios, neutrofilia e alteracdo do set point cerebral de controle dos sinais de doenca,
sendo coletivamente chamados de “comportamento de doenga”. Esse comportamento inclui o
desenvolvimento de febre, perda do apetite, aumento do ciclo de sono, diminuicdo da
atividade motora, reducdo da libido e diminuicdo do comportamento de alerta (ROTH et al.,
2009).

No caso de uma evolucao favoravel, o processo inflamatorio passa entdo para a fase
de reparacdo havendo a eliminacdo do agente causal, a formacao de tecido de granulagéo e a
cicatrizacdo. Se a evolucdo for desfavoravel, pode ocorrer supuracdo, ou seja, 0S micro-
organismos superam as defesas organicas, lisando as células leucocitarias, formando colegao
purulenta ou pode haver a cronificacdo do processo (SPINOSA et al., 2006; GILMAN et al.,
2006; KATZUNG, 2006). Assim, a fase cronica depende ou nao da resolucdo do processo da
fase aguda, ou seja, 0 processo inflamatorio persiste e adquire novas caracteristicas: presenca
de macrofagos e linfocitos T, além de angiogénese e proliferacdo de tecido conjuntivo. A
inflamacéo crénica é considerada um processo prolongado que pode ter semanas ou até anos
de duracdo (BAUHMANN; GAUDIE, 1994).

Os eventos que levam a inflamacdo crénica localizada, especialmente em infeccdes
crbnicas e doencas auto-imunes, sao parcialmente compreendidos. Muito menos é conhecido
sobre as causas e 0s mecanismos sistémicos de inflamacao crénica que ocorre em uma ampla
variedade de doengas. Estes estados de inflamagdo crbnica ndo parecem ser causados por
instigadores classicos da inflamacdo como infeccBes e lesdes. Em vez disso, eles parecem
estar associados ao mau funcionamento dos tecidos, isto é, com o desequilibrio homeostatico
de um dos varios sistemas fisioldégicos que ndo estdo diretamente relacionadas funcionalmente
a defesa do hospedeiro ou reparo tecidual (MEDZHITOV, 2008).
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As caracteristicas apresentadas tanto pela inflamagdo aguda como crénica podem ser

divididas em eventos vasculares e celulares.

1.4.1 Eventos vasculares

As células endoteliais que revestem o0s vasos sanguineos regulam uma variedade de
fungbes como tonus vascular, coagulagdo do sangue, inflamacdo, angiogénese e a
homeostasia do sangue. Um aumento significativo e duradouro da permeabilidade vascular é
uma marca registrada de doencas inflamatérias agudas, como acidose, € um componente
essencial de metastase do tumor, angiogénese, e arteriosclerose A seletividade da barreira em
relacdo as proteinas plasmaticas e outros solutos é um fator chave na manutencdo do
equilibrio de fluidos dos tecidos (WANG; DUDEK, 2009).

Logo apds a lesdo tecidual, os vasos sangiineos locais sofrem uma vasoconstrigéo
transitoria seguida de vasodilatacdo por acdo de uma variedade de mediadores inflamatorios
produzidos no plasma e/ou pela interagdo do microrganismo com células teciduais (VANE,
1994). Devido a vasodilatacdo ocorre um aumento do fluxo sangtineo, o que provoca calor e
eritema. Posteriormente, como resultado do aumento de permeabilidade da microvasculatura e
conseqlente extravasamento de liquidos e proteinas para o intersticio ocorrem a estase

sanguinea.

O aumento da permeabilidade vascular pode ser originado de mecanismos diretos, em
que o proprio agente agressor atua sobre a parede vascular, ou indiretos, em que ha acéo de
mediadores quimicos que podem ativar receptores nas células endoteliais. Neste processo,
estdo envolvidos citocinas como a interleucina-1 (IL-1) e o fator de necrose tumoral (TNF-a)
gue causam reorganizacdo citoesquelética endotelial; histamina e leucotrienos que causam
contracdo endotelial e fator de crescimento endotelial, que promove transcitose e
neovascularizacdo, que aumenta o extravasamento de fluidos. Portanto, sdo vérias as
substancias quimicas produzidas durante a inflamagdo que modulam os processos vasculares e
a ativacdo leucocitaria, como por exemplo: o sistema de coagulacdo (trombina, fator Xa), o
sistema fibrinolitico e o sistema das cininas (ROBBINS et al., 1994) e proteases do plasma

provenientes do sistema do complemento.



35

1.4.2 Eventos celulares: Principais células envolvidas

Dentre as células envolvidas na inflamacdo, algumas estdo presentes nos tecidos como
as células endoteliais vasculares, mastécitos e macrofagos, enquanto plaquetas e leucécitos
polimorfonucleares (PMN - neutréfilos, baséfilos e eosinéfilos) e mononucleares (mondcitos

e linfécitos) tém acesso a area de inflamacéo a partir do sangue (BEVILACQUA et al., 1994).

As células endoteliais sdo células achatadas de espessura variavel que recobre o
interior dos vasos sanguineos, especialmente os capilares, formando parte da sua parede.
Essas células atuam principalmente na homeostasia, regulando a angiogenese, participando da

resposta imune, gerando citocinas que modulam a atividade dos linfécitos, entre outros.

Os mastacitos por sua vez, caracterizam-se por serem células globulosas, grandes, com
o citoplasma carregado de granulos que contém mediadores quimicos da inflamagdo como a
heparina, histamina, serotonina e fator quimiostatico para neutréfilos (JUNQUEIRA,;
CARNEIRO, 2004). Eles estdo intimamente envolvidos com a patogenia da inflamacéo
aguda, principalmente pela liberacdo da histamina que produz a vasodilatacdo venular
(BOCHSLER; SLAUSON, 2002) e PAF que promove a adesdo leucocitaria dependente de
CD18 (MCNEIL, 1996). Os mastocitos também produzem as substancias necessarias para 0s
trés fatores essenciais do recrutamento dos leucocitos que incluem selectinas, moléculas de
adesdo e fatores quimiotaticos. Em leucdcitos recrutados para os tecidos, 0s mastdcitos
liberam diversos produtos como GM-CSF. IL-5 e IL-3, que previnem a apoptose dessas

células, prolongam o tempo de sobrevivéncia e estimulam fungdes efetoras (MCNEIL, 1996)

O Sistema Mononuclear Fagocitario é formado pelos macrofagos que colonizam os
varios orgdos e tecidos. Os macrofagos se originam dos mondcitos do sangue, e recebem
varias denominag6es dependendo de suas caracteristicas. O macrofago tem papel central nas
reacdes imunoldgicas, sendo a célula processadora e apresentadora de antigeno aos linfocitos
(ROBBINS et al., 1994). Quando ativados, sofrem modificacdes morfoldgicas, metabdlicas e
funcionais, como: aumento de tamanho, alteracdo da membrana plasmatica, maior formacéo
de pseuddpodos, aumento no numero de vesiculas pinociticas, maior metabolismo de glicose,
migracdo mais vigorosa, maior capacidade de matar microorganismos intracelulares
facultativos e células tumorais (STITES; TERR., 1992).
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Considerando as plaquetas, essas sdo citoplastos anucleadas que tém uma vida Gtil de
8 a 12 dias, sdo bem conhecidos por terem um papel fundamental na hemostasia e trombose.
Mais recentemente, entretanto, tornou-se aparente que elas desempenham um papel
importante na inflamagdo produzindo um grande nimero de mediadores lipidicos e citocinas
pré-inflamatorias, desempenhando um papel vital no recrutamento de leucdcitos no tecido
inflamado, posteriormente as plaquetas potencializam o processo inflamatorio por apoptose
inibicdo de PMNs, mondcitos e eosinofilos (O'SULLIVAN; MICHELSON, 2006).

Os glébulos brancos ou leucocitos sdo um grupo diversificado de tipos de células que
medeiam a resposta imune do organismo. Eles circulam através do sistema sanguineo e
linfatico e sdo recrutados para os locais da lesdo tecidual e infec¢do. Subtipos de leucdcitos
sdo distinguidos por caracteristicas fisicas e funcionais. Eles ttm uma origem comum em
células-tronco hematopoiéticas e desenvolvem ao longo de distintas vias de diferenciacdo em
resposta a estimulos externos e internos. O sistema mononuclear fagocitario representa um
subgrupo de leucdcitos originalmente descritos como uma populacdo de células mieldides
derivadas da medula 6ssea que circulam no sangue, como monocitos ou residem nos tecidos
como os macrofagos (GEISSMANN et al., 2010.)

Os neutrofilos tém nucleos formados por 2 a 5 lébulos (mais freqlentemente 3
I6bulos) (JUNQUEIRA, CARNEIRO, 2004) e constituem na primeira linha de defesa celular
contra a invasdo de microorganismos, ja que sdo os primeiros leucécitos a alcancarem a area
de inflamacédo, sendo fagdcitos ativos de particulas de pequenas dimensées (RANG et al.,
2007).

S&o os leucdcitos as células predominantes na circulacdo, possuem vida curta sendo
produzidos na medula 6ssea e considerados os principais elementos celulares em muitas
formas de inflamacdo aguda principalmente durante o estagio inicial da resposta inflamatoria
e suas funcbes sdo: manutencdo da defesa normal do hospedeiro contra microorganismos
invasores, remover restos teciduais e agir nos meios extra e intracelular para matar e degradar
microorganismos através de enzimas digestivas presentes nos seus granulos citoplasmaticos
(JUNQUEIRA, CARNEIRO, 2004). Possuem atividade microbicida e fagocitaria nos locais
de inflamacdo, pois funcionam como descarregadores do conteddo dos granulos
citoplasmaticos nos vacuolos fagocitarios, alem de reconhecer, aderir e englobar particulas
(fagocitose) (HAMPTON et al., 1998). Durante a fagocitose ha um aumento brusco e

acentuado no consumo de oxigénio, havendo producdo de perdxido de hidrogénio e anion
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superoxido pelos neutréfilos, que provavelmente sdo responsdveis pela morte de bactérias
fagocitadas (JUNQUEIRA, CARNEIRO, 2004).

Os basofilos por sua vez, estdo localizados imediatamente na parte externa de muitos
dos capilares do organismo e diferentemente dos demais granuldcitos, ndo s&o encontrados no
tecido conjuntivo e é a menor célula granulocitica, possuindo um ntcleo volumoso, bilobado
ou multilobado, cromatina nuclear perifericamente condensada em granulos citoplasmaticos
menores do que os outros granuldcitos. Constituem menos de 1% dos leucdcitos do sangue,
sendo dificeis de ser encontrados nos esfregacos de sangue, apresentando a funcdo de secretar
mediadores inflamatérios que aumentam a permeabilidade vascular e fatores quimiotaticos

que recrutam outras células inflamatdrias (RANG et al., 2007).

Os eosinofilos sdo leucocitos multifuncionais e residem principalmente na mucosa do
trato gastrointestinal e, normalmente, constituem apenas 1-5% de células nucleadas do
sangue. Eles desempenham um papel importante na defesa do hospedeiro contra infecgoes
parasitarias e sdo importantes efetores em uma variedade de reacdes alérgicas
(ROTHENBERG et al., 2001; VENGE, 2004). Liberam também citocinas pré-inflamatorias,
como na regulacdo do sistema de adesdo, modulacdo na migracdo celular, ativagcdo e
regulacdo da permeabilidade vascular, secrecdo do muco e constricdo do musculo liso. Além
disso, os eosindfilos podem iniciar respostas imunes antigeno-especifica pela ativacdo das
células apresentadoras de antigenos (RORHENBERG; HOGAN, 2006).

Os mondcitos sdo celulas de ndcleo ovoide em forma de rim ou de ferradura, que
representam o estagio mais maduro. Os mondcitos do sangue representam uma fase na
maturacdo da célula mononuclear fagocitaria originada na medula Gssea. Essa célula passa
para 0 sangue, onde permanece por alguns dias, e atravessando a parede dos capilares e
vénulas, penetram no tecido conjuntivo e em alguns oOrgdos, transformando-se em
macrofagos, o que constitui uma fase mais avancada da célula mononuclear fagocitaria.
Assim, o monocito faz parte do sistema mononuclear fagocitario (JUNQUEIRA,
CARNEIRO, 2004).

Os linfécitos tém nicleo esférico e citoplasma escasso, que aparece como anel delgado
em volta do nucleo. Séo divididos de acordo com suas propriedades e nos receptores
localizados em suas membranas em 2 tipos: Linfécito B e Linfocito T. Quando entra em
contato com antigenos, os linfocitos B se dividem e se diferenciam em células plasmaticas,

que sintetizam e secretam anticorpos para o sangue, linfa e fluido intercelular. Os linfécitos T
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sd0 o0s responsaveis pelas respostas imunitarias de base celular, que ndo dependem dos
anticorpos circulantes (JUNQUEIRA, CARNEIRO, 2004).

Os fendmenos celulares da inflamagéo envolvem a ativagdo das capacidades celulares
de movimentacdo, adesdo e englobamento de particulas. O principal fendmeno é a saida de
leucdcitos da luz vascular e sua migracdo para o local lesado (Figura 3). Os leucécitos podem
sair do interior do vaso para o foco infeccioso atraidos por agentes quimiotaticos, tanto de
origem endd6gena (produtos liberados pelas proprias células atraves da cascata do sistema do
complemento, da lipoxigenase, citocinas, etc.) quanto de origem exdgena (agentes liberados
pelo microrganismo invasor). Além disso, 0s agentes quimiotaticos podem ser de acao direta,

que atraem diretamente a célula imune ou de acdo indireta, que agem estimulando as células

residentes (macréfagos, mastocitos, fibroblastos, etc) a liberar agentes quimiotaticos como o
lipopolissacarideo bacteriano, IL-1 e TNF-o (RIBEIRO et al., 1991).
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Figura 3 - Seqiiéncia de eventos leucocitarios na inflamaco. A figura representa as etapas de rolamento, adesdo
e migracdo celular ativadas ap6s a invaséo tecidual por bactérias, bem como a liberagdo de mediadores locais,
que estardo estreitamente relacionados aos eventos vasculares e celulares da resposta inflamatéria, adaptado de
DELVES;ROITT, (2000).

Com a descoberta de integrinas, selectinas e seus ligantes respectivos, e quimiocinas e
seus receptores, a cascata de adesdo leucocitaria emergiu como um conceito que comegou a
explicar o recrutamento de subconjuntos de leucocitos para locais especificos (LEY et al.,
2007). Os leucocitos séo recrutados para o local da inflamacdo em uma série de passos

adesivo que permitem que eles se locomovam ao longo da fronteira das paredes endoteliais,
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atravessam o endotélio e a membrana basal endotelial e migram através do tecido intersticial
(MULLER, 2011).

A migracéo celular é iniciada com o rolamento dos leucdcitos ao longo do endotélio
por interacdes com receptores, principalmente da familia das selectinas, mas também ICAM 1
e 2, VCAM-1, PCAM, CD31 e JAM, entre outros receptores. As selectinas sdo glicoproteinas
transmembranares do tipo 1, dependentes de célcio, sendo denominadas em relagdo as células
onde sdo predominantemente expressas. A P-selectina, expressada constitutivamente, é
estocada em plaquetas e no endotélio, sendo liberada imediatamente ap6s o estimulo. Ja a E-
selectina é sintetizada de novo e expressa no endotélio a partir da estimulacdo por mediadores
pré-inflamatorios, sendo de grande importancia no recrutamento de células inflamatorias,
principalmente na inflamag&o cronica da artrite reumatoide (AR). A L-selectina é a Gnica que
medeia recrutamento de linfécitos em vénulas maiores de tecidos linfaticos, sendo que em
condicdes inflamatorias parece exercer um papel secundario as demais selectinas (KELLY et
al, 2007).

Assim, a tradicional cascata de adeséo de leucdcitos tem sido tema de diversos
trabalhos, onde novos dados juntam-se aos antigos aumentando a cascata em diversos passos,
incluindo rolacéo lenta, o fortalecimento da ades&o, rastejamento intraluminal e paracelular e
transmigracédo celular (MULLER, 2011).

1.4.3 Mediadores quimicos

Vérios sdo o0s mediadores quimicos envolvidos no desenvolvimento do processo
inflamatério. Eles podem ser de origem tissular, como aminas vasoativas (histamina e
serotonina), fator de ativacdo plaquetéria, eicosanoides, citocinas, radicais livres superdéxidos,
oxido nitrico e neuropeptideos (BOOTHE, 1989; ADAMS, 1992; GUYTON; HALL, 1997;
TASAKA, 2002), ou de origem plasmatica (proteases plamaticas), como o sistema de
coagulacdo-fibrinolitico, o sistema do complemento e o sistema das cininas (TASAKA,
2002).

Histaminas e serotoninas sao liberadas na degranulacdo de mastdcitos e plaquetas e
apresentam efeitos complexos sobre a vasculatura, provocando aumento da permeabilidade

vascular e vasodilatacdo ou vasoconstricdo. As consequéncias imediatas de sua liberacdo
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podem resultar em problemas vascular e respiratério durante o choque anafilatico
(MEDZHITOV, 2008).

O fator de ativacdo plaquetéaria (acetil-gliceril-éter-fosfricolina - PAF) é um potente
mediador lipidico pré-inflamatério que atua em concentracfes extremamente baixas. Apesar
da denominacdo, o PAF tem acdo sobre diferentes tipos de células e é importante para o
processo inflamatério tanto agudo quanto crénico. O PAF foi o primeiro mediador
inflamatorio lipidico, derivado de fosfolipidios a ser descoberto (BENVENISTE, 1974), que
funciona como um mediador intercelular e também como mensageiro intracelular (SNYDER,
1994). A sinalizacdo do PAF resulta da sua ligacdo a receptores especificos acoplados a
proteina G e ndo de efeitos diretos sobre a membrana plasmaética de células alvo. A ligacdo do
PAF aos seus receptores promove amplas acfes, sendo capaz de produzir muito dos
fendmenos da inflamacdo, incluindo ativacdo de neutréfilos e quimiotaxia, alteracdo da
permeabilidade vascular e ativacdo plaquetéria. E pelo menos 1.000 vezes mais potente que a
histamina (MONTRUCCHIO et al., 2000).

Os eicosanoides sdo oriundos do metabolismo do acido araquiddnico (AA), mas para
que isso ocorra 0 AA deve estar na forma livre, e sua liberacdo ocorre através de hidrélise
catalisada por fosfolipases especificas (Figura 4). Isso ocorre devido a algum estimulo
hormonal, ou a outros, como por exemplo, uma fosfolipase especifica presente na maioria dos
tipos celulares de mamiferos, que vai hidrolisar os fosfolipidios de membrana liberando o
acido araquidénico (SILVA et al., 2002). O &cido araquidénico livre pode ser metabolizado
por duas classes principais de enzimas, as ciclooxigenases (COX) e pelas lipoxigenases
(COUTINHO et al., 2009). Os eicosandides sdao os mediadores quimicos mais estudados até
hoje. Eles sdo lipidios insaturados, derivados da cisdo do AA, a partir de enzimas especificas.
Ao contrario da histamina, os eicosanoides ndo sdo pré-formados nos tecidos, sendo a sua
producdo vinculada a uma série de estimulos. Desta forma, uma lesdo qualquer que danifique
a membrana das diferentes células do organismo sera capaz de liberar fracGes de fosfolipidios,
através da acdo enzimatica da fosfolipase A2 (PLA2) que, no estado ndo ativado, encontra-se
na forma esterificada, ligada a membrana celular (BOCHSLER; SLAUSON, 2002). Sendo
responsaveis por um amplo espectro de atividades bioldgicas, os eicosandides sdo potentes
mediadores pro-inflamatérios e a sua supressao tem sido um importante alvo terapéutico
(KATZUNG, 2006). A enzima cicloxigenase tem papel fisiologico importante na producéo de
PG’s, uma classe de composto com a¢oes fisiologicas importantes, produzidas por todos 0s
tecidos dos mamiferos (KVATERNICK et al., 2007). Com grande diversidade de receptores
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especificos e varios mecanismos reguladores, as PGs atuam como: papel central na
inflamacdo, coagulacdo sangiinea, angiogénese, ovulacdo, parturicdo, metabolismo 06sseo,
crescimento e no desenvolvimento neuronal, na cicatrizacdo de feridas, na funcéo renal, no
tonus vascular e nas respostas imunes (KUMMER; COELHO, 2002; KVATERNICK et al.,
2007). As lipoxigenases, presentes principalmente no citosol, sdo encontradas nos pulmdes,
plaquetas, mastdcitos e leucocitos. A principal enzima do grupo é a 5-lipoxigenase, que atua
sobre o0 &cido aracdénico produzindo o acido 5-hidroperoxieicosatetraenoico (5-HPETE), que
é convertido em leucotrieno A4 (LTA4). O LTA4 pode ser convertido em leucotrieno B4
(LTB4) que € um importante agente responsavel pelo aumento da permeabilidade vascular,
causa aderéncia, quimiotaxia e ativacdo de polimorfonucleares e mondcitos, além de estimular
a proliferacdo de macrofagos e linfocitos e a producdo de citocinas por essas células
(GOODMAN et al., 2009).
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2007).
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As citocinas sdo polipeptideos ou glicoproteinas extracelulares, hidrossolaveis,
variando entre 8 e 30 kDa. Séo produzidas por diversos tipos de células no local da les&o e por
células do sistema imunoldgico através da ativacdo de proteinoquinases ativadas por
mitdgenos. Diferentemente dos hormdnios classicos, as citocinas ndo sdo armazenadas como
moléculas preformadas e atuam especialmente por mecanismos parédcrino (em células
vizinhas) e autécrino (nas préprias células produtoras) (LIN et al., 2000; SOMMER et al.,
2010). Diferentes tipos de células secretam citocinas, e uma Unica citocina pode agir em
diversos tipos de células, fendmeno denominado pleiotropia. As citocinas sdo redundantes em
suas atividades, ou seja, acdes semelhantes podem ser desencadeadas por diferentes citocinas.
Com frequéncia, sdo formadas em cascata, ou seja, uma citocina estimula suas células-alvo a
produzir mais citocinas (ZHANG; AN, 2007). Essas substancias se ligam a receptores
especificos, ativando mensageiros intracelulares que regulam a transcricdo génica. Dessa
forma, as citocinas influenciam a atividade, a diferenciacéo, a proliferacdo e a sobrevida da
célula imunolégica, assim como regulam a producéo e a atividade de outras citocinas, que
podem aumentar (pro-inflamatérias) ou atenuar (anti-inflamatodrias) a resposta inflamatoria.
Algumas citocinas podem ter acdes pro- (Thl) ou anti-inflamatérias (Th2), de acordo com o
microambiente no qual estdo localizadas. Dentre as consideradas pro-inflamatorias, temos as
interleucinas (IL) 1, 2, 6, 7 e TNF-a. As anti-inflamatorias séo 1L-4, IL-10, IL-13 e FTC-p
(fator transformador de crescimento ) (OLIVEIRA et al., 2011).

As principais espécies reativas de oxigénio (ROS) formadas “in vivo” incluem o O,.
(superoxido anion radical), peroxido de hidrogénio (H20,), acido hipocloroso (HOCI) e o
radical hidroxila (HO-). O radical superéxido é uma das ROS formados durante o burst
oxidativo que ocorrem em numerosos eventos fisioldgicos. Valko, (2007) descreve que a ROS
desencadeia alguns sinais de transducdo, ou seja, sdo capazes de transmitir sinais para dentro
da célula e podem atuar em diferentes niveis da cascata de sinalizacdo dos mediadores
guimicos. Em concentracbes moderadas, essas moléculas participam de fungdes importantes
em nosso organismo como na mediacdo de processos de sinalizacdo celular, eliminacdo de

micro-organismos invasores e modulacao dos processos inflamatérios (DROGUE, 2002).

O oxido nitrico € um mediador de pequeno peso molecular com diversas fungdes que
incluem vasodilatacdo, inibicdo da agregacao plaguetéria e remodelacdo vascular. Ele é um
radical livre formado endogenamente por uma familia de enzimas, 0xido nitrico sintases
(NOS, EC 1.1413.399) (EISERICH et al., 1998), através da conversdo de L-arginina em L-

citrulina (Figura 5). Nos liquidos orgéanicos, o NO produzido se oxida nos anions nitrito (NO*
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) e nitrato (NO*), seqgiiencialmente (IGNARRO, 1990, MONCADA et al., 1991). Foram
identificadas trés diferentes isoformas de NOs em células de mamiferos (produtos de
diferentes genes): NOS endotelial (eNOS ou NOS III) em células endoteliais, epiteliais e
midcitos cardiacos; NOS neuronal (NNOS ou iNOS) em neurbnios, células musculares
esqueléticas e neutrdfilos (GREENBERG et al., 1998) e a NOS induzida (iNOS ou NOS 1),
em macrofagos, hepatdcitos, células musculares lisas (TITHERADGE, 1999). O NO esta
envolvido em diversos processos fisioldégicos e patoldgicos. Sua importancia bioldgica é
representada pela capacidade de atuar como um importante segundo-mensageiro, ativando ou
inibindo moléculas-alvo envolvidas em diferentes processos como regulacdo do tdnus
vascular, controle imunolégico e neurotransmissio (RATHEL et al., 2003; BARRETO et al.,
2005).
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Figura 5 - Biossintese do NO, adaptado de AKTAN, 2004.

Os neuropeptidios liberados de neurbnios sensitivos contribuem para as reacdes
inflamatdrias, constituindo a inflamacdo neurogénica. Essas substancias podem ser
armazenadas de forma ativa em vesiculas secretoras (por exemplo, a substancia P) ou geradas
por processamento proteolitico de precursores inativos no fluido extracelular (por exemplo,
por produtos de degradacdo de cininas, fibrinopeptideo A, fibrinopeptideo B e fibrina). A
substancia P € liberada pelos neurbnios sensoriais e podem causar degranulacdo dos
mastocitos, liberando histamina e outros mediadores e produzem contracdo da musculatura
lisa e aumento da secrecdo de muco. Outros peptideos vasoativos sdo gerados através da
proteolise pelo fator de Hageman, da trombina ou plasmina e causam vasodilatacdo e aumento
da permeabilidade vascular (seja diretamente ou induzindo a liberacdo de histamina por
mastocitos). O fator Hageman tem um papel fundamental na coordenacdo desta resposta, e

atua em ambas como um sensor de dano vascular e indutor da inflamag&o. O fator Hageman
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ativa a cascata de calicreina, cininas e o principal produto desta cascata, a bradicinina, afeta o

sistema vascular, bem como tendo um potente efeito pré-algico (estimulando a dor).

1.4.4 A via da hemoxigenase

A enzima hemoxigenase (HO; codificadas pelos genes HMOX) sdo evolutivamente
conservadas, esta enzima catabolizam grupamentos heme originando produtos como: ferro
(Fe), monodxido de carbono (CO) e biliverdina (que € convertida em bilirubina). A expressdo
de genes HMOX onipresente na maioria dos organismos Vivos sugere que esta reacao
enzimatica apareceu cedo durante a evolugdo. O substrato da enzima HO existe
essencialmente como um grupo prostético de hemoproteinas, uma estratégia evolutivamente
conservada, que permite a incorporacdo de Fe®* na estrutura terciaria de proteinas
(GOZZELINO et al., 2010).

Trés isoformas da HO ja foram identificadas em mamiferos: HO-1, HO-2 e HO-3. As
trés enzimas sdo produtos de diferentes genes e seus padrdes de expressao variam amplamente
entre diferentes tipos celulares e tecidos. As hemoxigenases estdo ancoradas no reticulo
endoplasmatico por uma seqiiéncia hidrofobica de aminoacidos localizada na extremidade
carboxi-terminal da proteina (TERRY et al., 2002).

Em condicdes fisiologicas normais a maioria das células expressa niveis baixos ou
indetectaveis de HO-1. Por outro lado, HO-2 encontra-se expressa constitutivamente e a
expressdo de HO-3 necessita ainda de maior caracterizacdo. Os niveis transcricionais de HO-2
sdo regulados positivamente apenas como resultado da acdo de poucos agentes, como opiatos
e glicocorticdides adrenais (LI;CLARK, 2000; LIU et al., 2002).

Grupamentos heme livre podem ser moléculas citotdxicas envolvidas na patogénese de
um amplo espectro de doencas. VVarios mecanismos ocorrem para proteger o individuo contra
estes grupamentos livres. As enzimas HO-1 atuam com o Unico mecanismo conhecido que
permite a extracdo eficiente do atomo de Fe reativo heme, fornecendo 0s meios para a
neutralizacdo subsequente e, eventualmente, o reaproveitamento desse atomo de Fe. Por esta
razdo, a expressdo da HO-1 parece ser essencial, apesar da existéncia de outros mecanismos,

para proteger contra os grupamentos heme livres e, portanto, exercem efeitos contra a
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patogénese de uma variedade de doencas auto-imunes inflamatérias (GOZZELINO et al.,
2010).

De acordo com os resultados encontrados por Gomes et al. (2010) a via da
hemoxigenase desempenha um papel protetor contra danos gastricos induzidos por etanol
devido a mecanismos que podem ser dependentes (CO) ou independentes (biliverdina)
através da ativacdo de GC. Embora existam muitos mecanismos atraves dos quais esse efeito
pode ocorrer, 0s dados encontrados suportam a hipétese de que a diminuigdo da producéo de

radicais livres é de primordial importancia.

Muitas evidéncias indicam um papel chave da HO-1 no processo anti-inflamatério e
como agente imunomodulador, dessa forma, a inducdo de HO-1 em células mieldides e
endoteliais possuem grande potencial terapéutico para o tratamento de doencas inflamatorias
(PAINE et al., 2010).

Outro aspecto de regulacdo dessa via refere-se a inibicao de sua atividade por meio de
substancias denominadas metaloporfirinas que sdo produzidas sinteticamente e representam
uma classe de compostos onde, no lugar do atomo de ferro do anel heme ha outro metal
inserido. Esta substituicdo do ferro pode ser por cobalto, zinco, estanho e outros. Estes
compostos foram identificados como inibidores competitivos da via da hemoxigenase
(MITRIONE et al., 1988).

Zinco protoporfirina (ZnPP) € uma metaloporfirina (MP) encontrada em concentragcdes
mais elevadas no organismo em anemia de desordens cronicas, deficiéncia de ferro, e
intoxicacdo por chumbo. Além disso, ZnPP sdo potentes inibidores da hematopoiese em
animais e na medula 6ssea em humanos. Um mecanismo pelo qual a ZnPP poderia alterar o
ciclo celular € via heme oxigenase (HO-1), onde o ZnPP compete com a heme (substrato
natural) pelo sitio ativo da enzima HO-1, dessa forma tornando-a inibida (BLUMENTHAL et
al. 2005).

1.5 Farmacos utilizados na Dor e na Inflamacéo

Substancias derivadas de produtos naturais tém sido utilizadas desde o inicio dos

tempos para varias finalidades incluindo o tratamento da dor. A farmacologia da dor tornou-se
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um campo complexo e com grande potencial a ser explorado, dessa forma, novos alvos de
drogas estdo sendo identificados (MCCURDY; SCULLY, 2005).

Os principais grupos de farmacos que sdo usados no combate a dor e nos distarbios
inflamatorios s@o os opidides, anti-inflamatdrios ndo-esteroidais (AINES) e glicocorticdides.

Opidides € 0 nome comum para todos 0s compostos que tém a mesmo mecanismo de
acdo dos componentes do Opio, obtidos da semente de papoula, Papaver somniferum
(MCCURDY:; SCULLY, 2005). Eles sdo usados para o tratamento da dor que ndo é sensivel a
outros analgésicos, incluindo a dor moderada, severa e dor neuropatica (MOORE, 2009). Os
opidides apresentam 3 tipos de receptores: receptor pu, que é responsavel pela maioria dos
efeitos analgésicos; receptor 8, que sdo mais importantes a nivel periférico, mas também pode
contribuir para a analgesia; receptor k, que contribui para analgesia a nivel espinhal ¢ podem
desencadear sedacéo e disforia, mas produzem menos efeitos adversos e nao contribuem para
a dependéncia. Os receptores o ndo sdo verdadeiros receptores de opidides, mas se encontram
em locais de interacdo de alguns opidides. Esses receptores sdo amplamente distribuidos nos
mamiferos e tém sido encontrados em todos os vertebrados. Ha uma densidade relativamente
alta no cérebro e na medula espinhal mais tambem s&o encontradas no sistema gastrointestinal
e nas celulas do sistema imunolégico (MCCURDY; SCULLY, 2005). Os opidides variam nao
somente em sua especificidade para os receptores, mas também em sua eficacia nos diferentes
tipos de receptor. Deste modo, alguns agentes atuam como agonistas em um tipo de receptor e
como antagonista em outro. Os agonistas puros sdo substancias semelhantes a morfina e tém
afinidade pelos receptores p e em geral, afinidade mais baixa pelos sitios 6 € k. A morfina é
um dos opidide mais utilizados que promove analgesia intensa e de longa duragcdo, sem
provocar bloqueio simpéatico ou motor, além de ser antinociceptiva, a morfina também reduz o
componente afetivo da dor (RANG et al.,, 2007). No entanto, a morfina ocasiona alguns
efeitos indesejaveis, como: euforia, nauseas, vomitos, depressdo respiratoria, dependéncia
fisica e psicologica, reducdo da motilidade gastrointestinal e espasmos do musculo liso,

levando a constipacdo e algumas vezes espasmo biliar e uretral (SILVA et al., 2004).

Os AINEs possuem varias acdes terapéuticas. Estas podem ser de carater periférico,
como efeito antitrombotico e antiendotoxico, ou podem atuar sobre o sistema nervoso central,
na forma de antipiréticos e também de analgésicos. Estas acGes decorrem, na sua maioria, da
acdo inibitdria sobre as enzimas que degradam o acido araquiddnico: a cicloxigenase (COX-1
e COX-2) e lipoxigenase (TASAKA, 2002). A inibicdo da sintese de prostandides
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(prostaglandinas, prostaciclinas e tromboxanos) como mecanismo de agdo dos AINEs foi
inicialmente descritas por John R. Vane em 1971 (KATZUNG, 2004). A aspirina (ou acido
acetilsalicilico) é derivada do &cido salicilico, extraido da casca da arvore de salgueiro. Ela foi
o0 primeiro anti-inflamatdrio ndo-esteroidal estudado com efeitos ndo seletivos para a COX-2,
porém, existe diversos outros anti-inflamat6rios como o paracetamol, que apesar de apresentar
fraca atividade anti-inflamatoria possui menores efeitos adversos. A indometacina também se
destaca como importante ferramenta farmacoldgica atuando em modelos classicos de
nocicepcdo e inflamagao utilizando animais em laboratorio. Esse farmaco é derivado do &cido
indolacético, que apresenta propriedades, analgésicas, anti-inflamatérias e antipiréticas,
inibem a enzima COX-2, necessaria para a formagao de PG’s e outros autacdides (RAFFIN et
al., 2003).

Os glicocorticoides ou anti-inflamatorios esteroidais, ou hormonais, sdo amplamente
utilizados no tratamento de distarbios inflamatorios, alérgicos, hematologicos entre outros. Os
glicocorticoides sdo substancias imunossupressoras e anti-inflamatorias potentes, eficazes e
amplamente utilizadas em processos inflamatorios agudos e crénicos (PERRETTI,
GETTING, 2000). Os efeitos dos glicocorticoides sdo mediados, em sua maioria, por
receptores de glicocorticdides (GR) amplamente distribuidos, pertencentes a superfamilia dos
receptores nucleares. Evidéncias sugerem que o GR suprime a inflamacdo por trés
mecanismos: efeitos gendmicos diretos e indiretos e ndo gendmicos (KATZUNG, 2004;
RHEN; CIDLOWSKI, 2005). O complexo GR-glicocorticoide interage com regides
promotoras de genes alvos e regulam sua transcricdo. Na auséncia do ligante hormonal, o0 GR
encontra-se principalmente no citoplasma em complexos oligoméricos com proteinas do
choque térmico (Hsp). A ligacdo do ligante ao receptor permite a dissociacdo do receptor das
Hsp. Posteriormente, o complexo ligante-receptor € transportado para o nlcleo, onde interage
com o DNA e proteinas nucleares. No nucleo, o complexo se liga como homodimeros a
sequéncias de DNA conhecidos como elementos de resposta dos glicocorticdides. O
complexo resultante recruta proteinas co-ativadoras ou co-repressoras que modificam a
estrutura da cromatina, facilitando ou inibindo o inicio da transcricdo génica pela RNA
polimerase 1l (HEBBAR; ARCHER, 2003). Os glicocorticoides podem agir também por
mecanismo ndo gendmicos, atraves de receptores na membrana celular e segundos
mensageiros. A ativacdo da NOS endotelial via PI3K-Akt- e NOS e também a liberacdo da
anexina-1, sdo mecanismos ndo gendmicos dos glicocorticdides (RHEN; CIDLOWSKI,

2005). A eficacia dos glicocorticdides em aliviar desordens inflamatdrias resulta dos efeitos
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pleiotropicos do receptor de glicocorticoide. No entanto, esses efeitos pleiotropicos
promovem diversos efeitos adversos como retardo do crescimento em criangas,
imunossupressdo, hipertensao, inibicdo da cicatrizacdo, osteoporose e distdrbios metabdlicos.
Esses efeitos adversos limitam a terapia prolongada com glicocorticdides (KATZUNG, 2004;
RHEN; CIDLOWSKI, 2005; GOODMAN et al., 2006).
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2. RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

A natureza tem sido uma fonte de medicamentos por milénios, e durante o século
passado, muitos medicamentos Uteis tém sido desenvolvidos a partir de fontes naturais, em
particular as plantas (NEWMAN; GRAGG, 2010). A importancia de substancias ativas
derivadas de vegetais esta citada na literatura desde 1990 onde, segundo Barreiro (1990)
medicamentos essenciais foram originados a partir de substancias naturais bioativas como:
morfina, cujos derivados diretos sdo utilizados por suas propriedades analgésicas e sedativas;
digitoxina utilizada como cardioténico desde 1250; quinina, largamente utilizada na
quimioterapia; atropina, responsavel pela introducdo de diversas substancias sintéticas com
propriedades antiespasmaddicas; cocaina substancia protdtipo dos anestésicos locais, dentre

outros.

As plantas possuem macromoléculas de grande interesse biotecnologico que incluem
grupos como, polifendis, estrogenos, lectinas, oligossacarideos e 4acidos graxos
poliinsaturados. Aléem disso, elementos de natureza protéica, glicidica, lipidica e outros
constituintes quimicos, mostram-se possuidores de atividades bioldgicas in vitro e in vivo
(ORZECHOWSKI et al., 2002). Portanto, a bioprospeccao de novos compostos biologicos,
principalmente de organismos aquaticos, com possiveis usos nas ciéncias medicas e na
biotecnologia, vem se expandindo nos ultimos anos (TARANTINO, 2005). Segundo Haefner.
(2003), esses bioprodutos tornaram-se candidatos a novas drogas, onde a maioria dessas
moléculas ja se encontra no estagio pré-clinico e algumas ja estdo no mercado, como a

citarabina, ou previstas para serem aprovadas em breve, como ET743 (YondelisTM).

Para encontrar novos anti-inflamatorios e analgésicos, os cientistas continuam a usar
bioprodutos para promover as varias fases da inflamacdo (PATHER, et al., 2011). Segundo
Cardozo et al. (2007), a aplicacdo de compostos isolados de diversas classes de algas tem
visado a obtencdo de importantes novos agentes, citando-se, como exemplo, os PS, os quais
apresentam diversas atividades bioldgicas, como a anti-inflamatéria e antinociceptiva por
serem substancias ndo toxicas (ANANTHI, et al., 2010). Diante disso, acredita-se que as

algas marinhas sejam importantes fontes alternativas na geracéo de tais medicamentos.

Assim, o papel bioldgico e farmacoldgico dos PS de algas marinhas fazem parte de
uma area de estudos ainda considerada pouco explorada quando comparada aos estudos

realizados com plantas superiores. Principalmente com algas marinhas verde, onde existe
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apenas um unico relato na literatura dessas algas possuirem atividades anti-inflamatéria e
antiniciceptiva. Portanto, pesquisas adicionais tornam-se necessarias para investigacdo de suas

atividades biologicas e seus mecanismos de agéo.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Isolar, fracionar e avaliar os efeitos na nocicepcdo e inflamacdo de uma fracdo

polissacaridica da alga marinha verde Caulerpa racemosa em modelos cléssicos de

nocicepc¢do (em camundongos) e inflamacéo aguda (em ratos).

3.2 Especificos

v

Extrair por digestdo enzimatica e avaliar o rendimento dos polissacarideos sulfatados

totais da alga C. racemosa (Cr-PST);

Fracionar os Cr-PST por procedimentos de cromatografia de troca idnica em DEAE-

celulose;

Determinar a composicdo quimica dos Cr-PST e das fracGes obtidas por cromatografia
(DEAE-celulose);

Investigar o efeito antinociceptivo de uma fracdo obtida por cromatografia em DEAE-
celulose (Crll), em camundongos, através dos testes de contor¢des abdominais, placa

quente e formalina;

Avaliar os efeitos antiinflamatorio e pro-inflamatério da Crll, em ratos, utilizando o

modelo de peritonite e edema de pata;

Avaliar a toxicidade da Crll por dose repetida em camundongos, através da analise de
parametros bioquimicos e histoldgicos dos o6rgdos (coracdo, figado, baco, timo,

linfonodo e rim).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

4.1.1 Alga marinha

A alga marinha Caulerpa racemosa (Forsskal) J. Agardh foi coletada na praia de
Pedra Rachada no municipio de Paracuru-Ce em maré de sizigia (Figura 6). Apos a coleta as
algas foram acondicionadas em sacos plasticos sendo transportadas para o laboratorio de algas
marinhas da Universidade Federal do Cearda (UFC) onde foram lavadas, para a remocdo de
areia e epifitas, secas a temperatura ambiente (25 °C) e posteriormente maceradas com

nitrogénio liquido, sendo acondicionadas em potes de vidro a temperatura ambiente.

Classificagao: B

Reino: Plantae

Classe: Bryopsidophyceae
Ordem: Bryopsidales
Familia: Caulerpaceae

Género: Caulerpa

Fsnécie: Calllerna racemnsa

Figura 6: Espécime da alga Caulerpa racemosa (Forsskal) J. Agardh (A) e sua classificagdo taxondmica (B).

4.1.2 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss (machos e fémeas) pesando entre 20 e 25 g, e
ratos Wistar (machos) pesando entre 180 e 250 g, provenientes do Biotério Central da

Universidade Federal do Ceara e mantidos em salas com temperatura ambiente controlada e
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livre acesso a racdo e a agua no Biotério do Departamento de Bioquimica e Biologia
Molecular.

Os ensaios com 0s animais seguiram os padrdes exigidos de ética e biosseguranca, e
somente foram iniciados apds aprovacdo da comissdo de ética em pesquisa animal (CEPA)
desta instituicdo, como parte do projeto “Bioprospeccao de polimeros de algas marinhas com
potencial biotecnoldgico” aprovado sob o processo de nimero 80/10.

4.2. Métodos

4.2.1 Extracéo, fracionamento e analises bioquimicas dos polissacarideos sulfatados

4.2.1.1 Extragéo dos polissacarideos sulfatados totais

Para extracdo dos polissacarideos sulfatados totais, 5 g de alga seca foram hidratadas
em 250 mL de tampdo acetato de sddio 0,05 M, pH 6,0 com 1020 mg de papaina, 5 mM de
cisteina e 5 mM de EDTA, mantendo-se em banho a 60 °C por 6 horas e posteriormente
filtrado. O residuo obtido foi lavado com agua destilada, submetido a outra filtragem e o
filtrado obtido reunido ao da primeira filtragem. Os polissacarideos sulfatados foram
precipitados com 16 mL de uma solucéo a 10% de cloreto de cetilpiridinio (CPC), por 2 horas
a temperatura ambiente A solucdo foi entdo centrifugada (2.560 x g; 20 min, 5 °C), o
sobrenadante foi descartado e o precipitado obtido foi lavado com 610 mL de uma solucdo
0,05% de CPC, centrifugado nas mesmas condi¢cdes descritas anteriormente e dissolvido em
172 mL de uma solucdo de NaCl 2 M: etanol (100:15,v/v). Seguidamente os PS foram
precipitados novamente com 305 mL de etanol absoluto (24 hs a 4 °C). O precipitado obtido
apos centrifugacdo foi lavado duas vezes com 305 mL de etanol 80% e uma vez com etanol
absoluto, sempre seguido de centrifugacfes nas mesmas condigcdes descritas anteriormente
(Figura 7). O material obtido foi entdo dialisado contra agua destilada, liofilizado e
denominado de polissacarideos sulfatados totais (Cr-PST) (FARIAS et al., 2000).
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ALGA SECA (5 g)

+ Tampdo MaOAC pH 8,0, contenda papaina, 60 +C, § horas
Filtracdo em nylon

RE SIDUO FILTRADO

(DE SCARTADO) Centrifugscso 6000 xg
20 min., 6°C

| |

RE SIDUOC SOBRENADANTE |
(DESCARTADOD) ‘

EXTRATO TOTAL

+CPC 10 %, 25°C, 2 horas,
Centrifugacéo 6000:xg, 20 min_, §°C

l |

SOBREMNADANTE FRECIFITADO
(DE SCARTADO) Lavagem o CPC 0,05% (3X),
Centrifugacdo 6000x g, 20 min., § °C|

l

FRECIFITADO SOBRENADANTE
+ MaCl 2M-etanol absoluto (100:15wv) (DE SCARTADO)
Etsnolabsoluto, 24 horasa 25 °C,
Centrifugagdo 6000 xg, 20 min., § °C SOBREMADANTE
l [DE SCARTADO)
SOBERENADANTE PRECIPITADO
(DESCARTADO)
Lavagens o/ etanol B0% (2x) PRECIPITADO

e etanolabsoluta (1)

o } Poli ideos Sulfatados Totais (P 5T
Centrifugagao 6000 x g, 20 min., §°C plissacantess su os 1= J

Figura 7 — Fluxograma de extracdo dos polissacarideos sulfatados totais.

4.2.1.2 Fracionamento dos polissacarideos sulfatados totais

Cerca de 5 mg dos Cr-PST foram dissolvidos em 10 mL de tampéo acetato de sddio 50
mM, pH 6.0, a solucéo foi centrifugada 2x e o precipitado descartado, o0 sobrenadante obtido
foi aplicado em coluna de DEAE-celulose equilibrada com o mesmo tampdo. A coluna foi
lavada com o tampdo de equilibrio e as fracdes de polissacarideos sulfatados foram eluidas
por “step wise” com NaCl nas concentragdes de 0,25; 0,5; 0,75; 1,0; 1,25 e 1,5 M adicionado
ao tampao de equilibrio. As fracGes foram monitoradas através da propriedade metacromatica
usando o azul de 1,9-dimetilmetileno e as leituras realizadas em epectrofotdmetro
(Armersham Biosciences Ultrospec 1100 pro) a 525 nm (FARNDALE et al., 1986). As
fraces sulfatadas majoritarias foram dialisadas contra agua destilada, liofilizadas e estocadas

para uso posterior.
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4.2.1.3 Andlise da composi¢do quimica

Para a anélise dos percentuais de carboidratos totais nos Cr -PST e fracOes obtidas por
DEAE- celulose, foi utilizado o método de DUBOIS et al. (1956). As leituras foram
realizadas em espectrofotometro (Armersham Biosciences Ultrospec 1100 pro) a 490 nm,
utilizando-se a D-galactose como padréo.

O teor de sulfato total, tanto do Cr-PS como das fragdes obtidas por DEAE- celulose,
foi determinado por hidrolise &cida (2-4 mg/mL de HCI 1 M, 5 horas, 105 °C) por
turbidimetria a 360 nm pelo método da gelatina-bario (DODGSON, 1961). As leituras foram
realizadas em espectrofotometro (Armersham Biosciences Ultrospec 1100 pro) a 360 nm,
utilizando-se o sulfato de sédio como padréo.

A avaliacdo de contaminantes protéicos foi realizada segundo o método de Bradford
(1976). A concentracdo de proteinas foi estimada em relacdo a uma curva padrao, obtida com

albumina sérica bovina.

4.2.1.4 Eletroforese em gel de agarose

As fracbes do Cr-PST (10 pg) foram analisadas em eletroforese em gel de agarose
0,5% em tampéo 1,3 - acetato diaminopropano 0,05 M (pH 9,0). As fracGes foram aplicadas
no gel e a corrida foi realizada em voltagem constante (110 V) durante 60 min. Apos a
corrida, os PS presentes no gel foram fixados com uma solucédo de N-cetil-N,N,N-brometo de
trimetilamdnio 0,1% ( cetavlon) por 24 horas. Em seguida, o gel foi corado com azul de
toluidina 0,1% e, finalmente, descorado com uma solucdo contendo etanol absoluto, agua
destilada e acido acético concentrado (4,95: 4,95: 0,1; v/v/v) como descrito por Farias et al.
(2000).

4.2.2 Modelos de nocicepcéo
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Os ensaios de nocicepcdo foram realizados utilizando camundongos Swiss machos
pesando entre 20-30 g com um n=6. Os animais receberam os seguintes tratamento 30 min
antes do estimulo nociceptivo: Crll (0,01; 0,1 e 1,0 mg/kg; i.v.), salina estéril (NaCl 0,15 M;
i.v.) como controle negativo, indometacina (5 mg/kg; s.c.), um anti-inflamat6rio néo-

esteroidal, e morfina (5 mg/kg; s.c.), um agonista opidide, como controles positivos.

4.2.2.1 Testes de contorcdes induzidas por acido acético

A finalidade deste teste é avaliar a atividade analgésica periférica da fracdo Crll
administrada por via endovenosa sobre a inducdo dos estimulos nociceptivos, através de um

modelo de nocicepc¢ao quimica (KOSTER et al.,1959).

O teste de contor¢des abdominais induzidas por acido acético € um modelo classico de
nocicepc¢do periférica, onde, apos a injecdo intraperitoneal do agente nociceptivo, observam-
se respostas que consistem em uma sequéncia de contor¢ées no abdémen acompanhadas por

extensdo dos membros inferiores (Figura 8).

Figura 8 — Comportamento de um camundongo apresentando contor¢do abdominal seguida por extensdo das
patas posteriores induzida por acido acético a 0,8%.

As contorcbes abdominais foram induzidas através da injecdo de &cido acético 0,8%
(v/v) administrado i.p. (0,1 mL/10g de peso corporal). Logo apds a administragdo do acido
acetico foi feita a contagem do ndmero de contor¢des abdominais durante 30 min

consecutivos.
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O percentual de inibicdo da nocicepcdo foi calculado através da comparacdo das
médias das contor¢des obtidas do grupo controle positivo (injetado apenas com &cido acético)
com o grupo experimental (pré-tratado com Crll).

4.2.2.2 Teste da formalina

E caracterizado por apresentar resposta bifasica distinta, sendo a primeira fase
considerada neurogénica e a segunda fase inflamatéria em resposta a um estimulo quimico
(BRAGGIO et al., 2002).

Este teste foi realizado seguindo a metodologia de Dubuisson; Dennis (1977)
modificado por Hunskaar et al. (1985), sendo caracterizado por uma injdria tecidual local da
pata, que induz dor tonica e inflamatéria localizada. Para isto, 20 pL da solugdo de formalina
2% foi injetada na pata direita de camundongos Swiss machos e o tempo de lambedura foi
registrado simultaneamente durante os primeiros 5 min (12 fase, que corresponde ao estimulo
quimico direto dos nociceptores — fase inicial) e durante 5 min, ap6s um periodo de 20 min (22
fase, que envolve a inflamacéo — fase tardia) (Figura 9).

Figura 9 — Comportamento de um camundongo lambendo a pata traseira ap6s aplicacdo de formalina a 2%.

4.2.2.3 Teste da placa quente
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A atividade analgésica central foi avaliada pelo teste da placa quente, segundo o
método de Eddy; Leimbach (1953), que consiste em registrar o tempo (S) que 0s animais,
quando em contato com uma placa de metal aquecida (51+ 1 °C), levam para manifestar uma
resposta, que corresponde ao ato de retirar ou lamber a pata traseira e/ou saltar. Este teste é
especifico para verificar a nocicepgao central. Os animais primeiramente foram familiarizados
com a placa quente, para observacdo do tempo de reagdo controle. Os animais que
apresentaram um tempo de reacdo superior a 10 s foram descartados do teste. As respostas ao
estimulo térmico foram registradas nos intervalos de 30, 60 e 90 min apds os tratamentos,
sendo o tempo de reagdo observado por no maximo 40 s em cada intervalo (Figura 10).

Figura 10 - Comportamento do animal durante o teste da placa quente.

4.2.3 Modelos de Inflamacéo

Os ensaios de inflamacdo foram realizados utilizando ratos Wistar (machos, 180-250
g, n=6). Os animais receberam 0s seguintes tratamentos, 30 min antes do estimulo
inflamatério, Crll (0,01; 0,1 e 1,0 mg/kg; i.v.), salina estéril (NaCl 0,15 M; s.c.) como
controle negativo e dexametasona 1 h antes (1 mg/kg; s.c.), um glicocorticéide, como controle

positivo.

4.2.3.1 Modelo de Peritonite
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Os animais receberam por via i.p, o estimulo inflamatério Carragenana (Cg) (700
pg/cavidade) dissolvidos em salina estéril. Apds 4 horas da injecdo de carragenana, 0S

animais foram sacrificados por deslocamento cervical.

Em seguida, o liquido da cavidade peritoneal foi coletado através de uma lavagem, por
injegdo de 10 mL de salina (NaCl 0,15 M), contendo 5 Ul/ml de heparina. Os abdomens dos
animais foram levemente massageados e através de uma incisdo foram recuperados entre 7 e

10 mL de fluido peritoneal, com pipeta Pasteur plastica.

A contagem total dos leucécitos foi realizada conforme metodologia descrita
anteriormente por Souza; Ferreira (1985). Neste procedimento, 20 pL do fluido coletado de
cada animal foram diluidos em 380 uL do reagente de Turk e posteriormente usado para a

contagem total de leucocitos em cadmara de Neubauer.

A contagem diferencial das células, neutrofilos, foi realizada através de esfregacos
corados em laminas. Para tanto, 50 pL do exsudato foram centrifugados em citocentrifuga
durante 10 min. Apds este processo, os esfregacos foram corados por Hematoxilina e Eosina
(HE) e as células contadas através de microscopia Optica. Os resultados foram expressos

como média + E.P.M. do niimero de células x 10% /mm® de fluido peritoneal.

4.2.3.2 Modelo de edema de pata

O edema de pata induzido por carragenana foi realizado segundo o método de Winter
et al. (1962). A carrageana (700 pg/pata) foi administrada por via subcutdnea. Um grupo
adicional recebeu apenas solucdo salina estéril (NaCl 0,15 M), grupo controle. os volumes da
pata direita traseira de cada animal foram medidos através de um plestismémetro antes da
injecdo do estimulo inflamatério (tempo zero) e nos intervalos de 30 minutos, 1, 2, 3, 4 e 5
horas apds administracdo do agente inflamatério. O edema foi calculado como a diferenca
entre 0 volume do liquido deslocado pela pata no tempo zero e em um determinado tempo
apos o estimulo. Ao término do ensaio, 0s animais foram eutanasiados com cloral hidratado
(20%) e a porcdo inferior da pata foi extraida e congelada a (-80 °C) para posterior dosagem

da mieloperoxidase.



60

4.2.3.3 Determinacéo da atividade da enzima mieloperoxidase

A mieloperoxidase (MPO) é uma enzima encontrada predominantemente nos granulos
azurofilos dos neutroéfilos e, portanto, tem sido amplamente utilizada como um marcador

bioquimico da infiltragdo de neutréfilos em varios tecidos.

A determinacgéo da atividade da MPO no tecido foi realizada segundo Bradley et al.
(1982). Dessa forma, cada 50 mg de tecido da pata foi homogeneizado em 1 mL de tampéo
fosfato de potassio 50 mM, pH 6,0, contendo 0,5% de brometo de hexadecitrimetilaménio,
utilizando um homogeneizador Polytron (dois ciclos de 10 s). Apos centrifugacdo a 4000 g
por 12 min a 4 °C , amostras dos sobrenadantes (7 puL) foram adicionadas ao tampao fosfato
(200 pL) contendo diidrocloreto de o-dianisidina 1 mM e peroxido de hidrogénio 0,0005%
em microplaca de 96 pogos. A absorbancia foi medida a 450 nm, tomando duas leituras em
intervalos de 60 s. Durante o ensaio, & medida que o peroxido de hidrogénio é degradado
ocorre a producdo do anion superoxido, responsavel pela conversdo de o-dianosidina em um
composto de coloracdo marrom. Foi considerado que 1 unidade de MPO converte 1 pmol de
H,0, em 1 min a 22 °C causando uma mudanca na absorcdo de 1,13 x 10 nm/min. Os

resultados foram expressos como unidade de MPO/mg de tecido.

4.2.3.4 Edema de pata induzido por dextrana

O modelo de edema de pata induzido por dextrana foi realizado segundo Maity et al.
(1998). A dextrana (300 pg/pata) foi administrada por via intraplantar. Os volumes da pata
direita traseira de cada animal foram medidos através de plestimdmetro antes da injecdo do
estimulo inflamatério (tempo zero) e nos intervalos de 30 min, 1, 2, 3 e 4 horas apos a
administracdo do agente inflamatério. O edema foi calculado como a diferenca entre o
volume de liquido deslocado pela pata no tempo zero e em um determinado tempo apds o

estimulo.
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4.2.3.5 Analise do envolvimento da via da hemoxigenase-1 (HO-1) na atividade anti-
inflamatoria da fragéo Crll

A anélise do envolvimento da via da hemoxigenase (HO-1) na atividade anti-
inflamatoria da fracdo Crll, foi realizada segundo metodologia descrita por Vanderlei et al.
(2011), na qual os animais foram pré-tratados (s.c.) com ZnPP IX (3 mg/kg,), seguido de
injecdo (i.v.) da fracdo Crll (0,1 mg/kg) 60 min apds a aplicacdo do ZnPP IX. Passado 30
min, carragenana (700 pg/pata) foi injetada (i.p.). O volume da pata foi medido
imediatamente antes do estimulo (tempo zero) e nos seguintes intervalos de tempo (30
minutos, 1, 2, 3 e 4 h) usando um pletismémetro. Os resultados foram expressos como a
variacao no volume da pata (ml), calculado como a diferenca para o volume basal (0 h).

4.2.3.6 Avaliacéo do efeito da Crll

Para avaliar se a Crll possui um efeito edematogénico, ou ndo, foi realizado o ensaio

de edema de pata utilizando a propria Crll na pata traseira direita do animal.

Utilizaram-se as dose (0,01; 0,1 e 1,0 mg/kg; i.pl.) e o volume da pata foi medido
através de um plestimométro antes da injecdo da Crll ou salina estéril (NaCl 0,15 M; i.pl.)
indicando o tempo zero e em intervalos de tempo selecionados (30 min, 1, 2, 3, 4, 5, e 6
horas). Os resultados foram expressos como a variacdo do volume da pata (mL), calculado

como a diferenca do volume basal (tempo zero).

4.2.3.7 Participacdo de mediadores inflamatorios no modelo de edema de pata induzido por
Crll

Para avaliar a participacdo de diferentes mediadores inflamatorios, foram realizados
ensaios utilizando-se a maior dose de Crll (1,0 mg/kg; i.pl.). O volume da pata foi medido

através de um plestimométro antes da injecdo da Crll ou salina estéril (NaCl 0,15 M s.c.)
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indicando o tempo zero e posteriormente em intervalos de tempo selecionados (30 min, 1, 2,
3, 4, 5, e 6 horas). Como controles positivos foram utilizados os mediadores inflamatorios:
indometacina (5 mg/kg; s.c. 1 h), pentoxifilina (90 mg/kg; s.c; 1 h), meclizina (40 mg/kg; s.c.;
1 h) L-name (30 mg/kg; i.v.;30 min) ou dexametasona (1 mg/kg; s.c.; 1 h) antes da aplicacéo
da Crll. Os resultados foram expressos como a variacdo do volume da pata (mL), calculado
como a diferenca do volume basal (tempo zero).

4.2.3.8 Avaliagdo do potencial anti-inflamatério da Crll em modelo de edema de pata

induzido por Crll

A Crll (1 mg/kg/pata) foi administrada por via intraplantar e como pré-tratamento 0s
animais receberam a Crll (0,01; 0,1 e 1,0 mg/kg; i.v.) 30 min antes da aplicacdo do estimulo
edematogénico. Os volumes da pata direita traseira de cada animal foram medidos através de
plestimémetro antes da injecdo do estimulo inflamatorio (tempo zero) e nos intervalos de 30
min, 1, 2, 3, 4, 5 e 6 horas ap0s a administragdo do agente inflamatério. O edema foi
calculado como a diferenca entre o volume de liquido deslocado pela pata no tempo zero e em

um determinado tempo apds o estimulo.

4.2.4 Avaliacéo da toxicidade por dose repetida

Para a avaliacdo estimativa e preliminar das propriedades toxicas, a Crll foi
administrada por um periodo de curta duracdo. Dessa forma, grupos com 6 camundongos
machos (20-25 g) foram tratados por via i.v com Crll nas doses repetidas de 1,0 mg/kg
durante sete dias consecutivos onde era feita a observacdo de alguma mudanca fisica, sendo
mantidos no biotério do Departamento de Bioquimica com livre acesso a dgua e racdo. No
sétimo dia, os animais foram anestesiados e amostras de sangue foram coletadas do plexo
retro orbitario e centrifugadas para a obtencdo do plasma para posteriores dosagens
bioguimicas de Ureia, Fosfatase Alcalina e Transaminases Glutdmico-Oxaloacético/AST e —
Piravica/ALT. Em seguida, os camundongos foram eutanasiados por deslocamento cervical,

seguido da retirada dos 6rgéos coracdo, baco, linfonodo, rim e figado para posterior pesagem,
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mantendo correlagdes com as respectivas massas corpéreas. Os 6rgdos removidos foram
fixados com formalina 10%. O material foi entdo desidratado com concentragdes crescentes
de etanol (70 a 100%) e processado para inclusdo em parafina. Os blocos foram cortados em
seccOes de 5 pm de espessura, corados com hematoxilina e eosina e observados em

microscopio trinocular.

Todos os parametros toxicoldgicos observados foram comparados a de animais que
receberam apenas salina como controle negativo (NaCl 0,15 M) nas mesmas condi¢cdes que 0s

animais tratados e animais que nao receberam nenhum tratamento (grupo sem tratamento).

4.2.4.1 Analises Bioquimica e Enzimatica do Plasma

Com a finalidade de observar possiveis alteracdes, apds administracdo diaria de Crll
(1,0 mg/kg; i.v) durante sete dias, obteve-se o plasma a partir do sangue coletado e desse total,
50 pL de plasma foram utilizados para a dosagem de ureia, segundo a especificacfes descritas
no Kit da Labtest® (Cat. 27, ANVISA 10009010011). As leituras foram realizadas utilizando-
se a absorbancia de 600 nm em espectrofotdmetro Spectronic 20. Este ensaio baseia-se em um
sistema enzimatico-colorimétrico, cuja intensidade da cor formada é proporcional a

quantidade de ureia na amostra.

A dosagem de fosfatase alcalina foi realizada com a finalidade de observar possiveis
alteracdes na funcdo hepatica dos animais, apds administracdo diaria de Crll 1,0 mg/kg; i.v
durante sete dias, onde obteve-se o plasma a partir do sangue coletado e do qual, 25 pL de
plasma foram utilizados para a dosagem, sendo esta realizada segundo as especificacdes
descritas no Kit da Labtest® (Cat. 40, ANVISA 10009010081). Trata-se de um método
colorimétrico, cuja absorbancia foi medida no comprimento de onda a 590 nm em

espectrofotbmetro Spectronic 20.

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 € liberada no sangue quando

ocorre lesdo hepatica. Portanto, sua mensuracéo é util na deteccdo de lesdo celular hepatica.
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O procedimento para a dosagem da enzima Transaminase Glutdmico Oxalacética
(TGO/AST) consistiu em adicionar 50 pL do substrato TGO (solucdo de 0,2 M de L-
aspartato, 0,002 M a-cetoglutarato, tampdo fosfato 0,1 M, pH 7,4 e em seguida, coloca-lo
em banho-maria a 37 °C por 2 min, seguido da adicdo de 10 puL da amostra (plasma) de cada
animal e incubado a 37 °C por 30 minutos. Posteriormente, foram adicionados 50 pL do
reagente de cor (solucdo 0,001 M de 2,4 Dinitrofenilhidrazina), a amostra foi homogeneizada
e deixada em repouso a temperatura ambiente (20-30 °C), durante 20 minutos. Em seguida,
foram adicionados 500 pL de hidréxido de sddio 0,4 M e a solucdo foi deixada em repouso
durante 5 minutos, a temperatura ambiente (20-30 °C). As absorbancias foram lidas em
espectrofotbmetro a 505 nm. Para a dosagem de Transaminase Glutdmico Pirlvica
(TGP/ALT), o procedimento consistiu em adicionar 50 pL de substrato TGP (solugéo de 0,2
M de L-alanina, 0,002 M a-cetoglutarato, tampéo de fosfatos 0,1 M ph 7,4) colocar em
banho-maria a 37 °C, seguindo da adi¢do de 10 puL da amostra (plasma), homogeneizagéo e
incubacgédo a 37 °C durante 30 minutos. Posteriormente, foram adicionados 50 pL do reagente
de cor (solucédo 0,001 M de 2,4 Dinitrofenilhidrazina), homogeneizado e deixado em repouso
a temperatura ambiente (20-30 °C), durante 20 minutos. Em seguida, foi adicionado 500 pL
de hidréxido de sodio 0,4 M e a solucdo deixada em repouso durante 5 min, a temperatura
ambiente (20-30 °C). As absorbancias foram lidas em espectrofotometro Spectronic 20 a 505

nm.

4.2 5 Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como média + E.P.M. (Erro Padrdo da Média). Para a
verificacdo das diferencas estatisticas entre os grupos foi realizada Analise de Variancia
(ANOVA) e teste de Bonferroni. Foi considerado significante p<0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Rendimento dos polissacarideos sulfatados totais e das fracdes obtidas por

cromatografia de troca ibnica

A partir da extracdo de 5 g de alga seca C. racemosa, obteve-se 110 mg de Cr-PST,
perfazendo um rendimento de 2,2%. Este rendimento é considerado baixo quando comparado
aos PS obtidos para algumas espécies de algas vermelhas e pardas. Como por exemplo, a alga
vermelha Halymenia pseudofloresia utilizando-se 0 mesmo procedimento de extragéo
enzimatica, com excecdo da secagem que foi realizada em estufa a 60 °C por 24 h, apresentou
um rendimento de 40,5% (RODRIGUES et al., 2009), e os PS totais da alga marinha parda
Lobophora variegata obtidos por extracdo enzimatica apresentaram 28,4% (ALENCAR,
2007).

Os PS totais da alga C. racemosa, obtidos por precipitacdo com etanol, dialise e
liofilizados (JI et al., 2008) apresentaram um rendimento entre 7 a 8% do peso seco da alga.
Enguanto, Rodrigues et al., (2010), utilizando o0 mesmo procedimento de extracdo enzimatica
do estudo em questdo, obtiveram um rendimento de 4,1%. Como é possivel observar,
variacdes de rendimentos sdo encontradas na literatura podendo ser justificado por diferentes

metodologias de extracdo empregadas e a variagdes sazonais das algas (Bird, 1988).

Segundo Rodrigues e Farias (2007) geralmente algas verdes (Chlrophytas) tém
apresentado rendimentos inferiores aos obtidos para algas vermelhas e pardas, estando de
acordo com os estudos realizados por Bezerra-Neto, (2005) onde a alga verde Caulerpa
sertularioides apresentou um rendimento de (7,1%) e as espécies de algas Codium fragile e
Codium vermilara, pertencentes ao género Codium, apresentaram um rendimento de 6,7 e
6,8% respectivamente (CIANCIA et al., 2007).

Mais recentemente o polissacarideo da alga marinha verde Caulepa cupressoides
pertencente a0 mesmo género da alga em estudo apresentou um rendimento de 3,17%
(RODRIGUES et al., 2012), corroborando assim, com o fato de algas marinhas verdes

apresentarem um baixo rendimento de PS totais.
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No presente estudo, o fracionamento dos Cr-PST foi realizado, através de
cromatografia de troca-ibnica em coluna de DEAE-celulose, resultando em trés fracGes
sulfatadas majoritarias denominadas de F I, F 1l e F 111, eluidas respectivamente com 0,5; 0,75
e 1 M de NaCl. (Figura 11), cujo rendimentos obtidos apos dialise e liofilizacdo foram de
10,5; 20,5 e 17,6%, respectivamente.
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Figura 11 - Cromatografia de troca i6nica dos Cr-PST em coluna de DEAE-celulose. As fracBes majoritérias
foram eluidas por “step wise” com NaCl (=) nas concentracbes de 0,5; 0,75 e 1 M e monitoradas por
metacromasia com DMB (¢—¢#).

5.2 Analise da composic¢do quimica

Os teores de carboidratos totais nos Cr-PST e nas fragbes F I, F 11 e F I11 foram 55, 30,
53 e 49,3%, respectivamente. Os teores de sulfato nas amostras hidrolisadas de Cr-PST e nas
fracdes F I, F 1l e F Il foram de 15,17; 5,91; 20,84 e 28,39% respectivamente. Nao foram
encontrados teores de contaminantes protéicos em nenhuma das amostras avaliadas,

comprovando dessa forma, a eficiéncia do método de extracdo empregado (Tabela 1).
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Tabela 1 — Composi¢cdo quimica dos PS da alga Caulerpa racemosa.

Carboidratos Sulfato . .
Caulerpa . . Proteinas totais
racemosa totais livre (%)
(%) (%) °
Cr-PST 55 15,17 0,05
Fracéo | 30 5,91 -
Fracéo Il 53 20,84 -
Fracao Il 49 28,39 -

(-) Néo detectado

5.3 Eletroforese em gel de agarose

O procedimento de eletroforese em gel de agarose mostrou diferentes padrdes de
densidade de cargas negativas entre os Cr-PST e as fracdes obtidas por cromatografia de troca
ionica em DEAE-celulose (Figura 12). Como pode ser observado na Figura 2, a fracdo F Il
mostra-se mais concentrada, possivelmente por apresentar uma predominancia de
grupamentos urdnicos e sulfatos na sua estrutura quimica, enquanto a F 111 encontra-se menos
concentrada, possivelmente por apresentar um baixo teor de grupamentos urénicos na sua
estrutura quimica. A auséncia da revelacao da fracdo F I no gel possivelmente foi ocasionada

por haver menos grupos sulfatados na estrutura quimica do polissacarideo desta fracao.

©,

&

©

Cr-PST FI FII F III origem
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Figura 12 - Eletroforese em gel de agarose 0,5% dos Cr-PST e das fracdes F I, F Il e F Ill da alga Caulerpa
racemosa obtidas por cromatografia em DEAE-celulose, corada com azul de toluidina.

Como mostrado anteriormente, a fracdo F Il apresentou um maior rendimento de PS
apos o fracionamento por cromatografia de troca idnica em DEAE-celulose, desta forma esta
fracdo foi escolhida para ser utilizada nos ensaios de atividade antinociceptiva, anti-
inflamatoria e pré-inflamat6ria. Nas descricdes posteriores, esta fracdo passara a ser
denominada de CrllI.

5.4 Atividade antinociceptiva

O efeito antinociceptivo da Crll foi investigado atraves da utilizacdo de modelos
classicos de testes nociceptivos, induzidos por estimulos quimicos como o das contorc¢oes
abdominais induzidas por acido acético e do tempo de lambedura da pata induzida por
formalina 2%, bem como estimulo fisico induzido pelo calor, através do teste da placa
quente. Vale salientar, que é frequente o uso de biofarmacos utilizando-se estes modelos na
averiguacdo da verdadeira natureza da substancia investigada. Os estimulos quimicos
utilizados neste trabalho provavelmente sdo os que mais se aproximam da dor clinica aguda
(LE BARS et al., 2001).

5.4.1 Testes de contorg¢des induzidas por acido acético

O pré-tratamento (i.v.) dos animais com a Crll nas doses de 0,01; 0,1 e 1,0 mg/kg foi
capaz de reduzir (p < 0,05) o nimero de contor¢des abdominais induzidas por acido acético
0,8% em 32; 49 e 60%, respectivamente quando comparados ao grupo controle (Figura 13),
demostrando assim, que a Crll foi capaz de inibir de forma dose-dependente as contor¢des. A
morfina e indometacina, utilizadas como controles positivos, reduziram as contor¢ées em 96 e

45%, respectivamente.
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Figura 13 - Atividade antinociceptiva da fracdo Crll em modelo de contorcdes abdominais induzidas por acido
acético. Os animais foram tratados 30 min antes da aplicacéo de acido acético (0,8%; i.p.) com salina (NaCl 0,15
M; i.v.), morfina (5 mg/kg; s.c.), indometacina (5 mg/kg; s.c.) e Crll (0,01; 0,1 e 1,0 mg/kg; i.v.). As barras
representam a média + E.P.M (n=6) do nimero de contor¢Bes. * indica diferenca estatistica significante (p <
0,05) quando comparado ao grupo controle salina (ANOVA,; Bonferroni).

Portanto, os resultados demonstraram que a Crll foi capaz de reduzir a nocicepgéo
causada por um estimulo quimico obtendo um resultado melhor que a indometacina na dose

de 1,0 mg/kg, onde esta, diferiu estatisticamente indometacina.

A Crll na dose de 1,0 mg/kg (60%) apresentou resposta antinociceptiva semelhante
quando comparada aos polissacarideos sulfatados (3,0 mg/kg.) obtidos da alga marinha verde

C. cupressoides, pertencente ao mesmo género (57%) (Rodrigues et al., 2012).

No entanto a alga marinha vermelha Champia feldmannii, quando utilizada na dose de
1,0 mg/kg (i.p.), mostrou um maior efeito na inibicdo das contragdes abdominais,
apresentando 80% de inibicdo (ASSREUY et al., 2008).

Este teste € um modelo tipico de dor inflamatoria, largamente utilizado na busca por
novos agentes com propriedades analgésicas periféricas e anti-inflamatorias (LE BARS et al.,
2001). Trata-se de um modelo de nocicepc¢do periférica, no qual a irritacdo local desencadeia
a liberacdo de varios mediadores como a bradicinina, substancia P e prostaglandinas, bem
como citocininas. Tais mediadores ativam nociceptores quimiossensiveis que contribuem com
o desenvolvimento da dor de origem inflamatoria, sendo uma ferramenta para a avaliacdo da
atividade analgésica e anti-inflamatéria de novos compostos (IKEDA et al., 2001). Contudo,

0 modelo das contor¢Bes abdominais induzidas por &cido acético também é conhecido por ser
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inespecifico (HENDERSHOT; FORSAITH, 1959). Assim, com a finalidade de averiguar
melhor os efeitos analgésicos da Crll, esta foi avaliada no teste da formalina (2%).

5.4.2 Efeito da Crll sobre o tempo de lambedura da pata induzido por formalina

O modelo de nocicepcao induzida por formalina, amplamente utilizado como modelo
de dor persistente (SHIELDS et al., 2010), foi utilizado neste estudo para avaliar a
propriedade antinociceptiva de Crll . Segundo Braggio et al. (2002), este teste é especifico e
caracteriza-se por apresentar resposta bifasica distinta, sendo a primeira chamada de

neurogénica e a segunda denominada de inflamatoria.

A figura 14 representa o efeito da Crll sobre o tempo de lambedura da pata. Na
primeira fase do teste da formalina, a Crll ndo reduziu significativamente o tempo de
lambedura em relacdo ao controle, tendo esta demonstrado efeito somente na segunda fase do
teste na qual as doses de 0,01; 0,1 e 1,0 mg/kg reduziram o tempo de lambedura em 97; 97 e
98%, respectivamente. Como esperado, o controle positivo morfina (5 mg/kg; s.c.) reduziu
significativamente a resposta ao estimulo em ambas as fases, onde a reducdo do tempo de
lambedura variou de 96% na primeira fase a 99% na segunda fase. Enquanto, o controle
positivo indometacina utilizada na mesma dose (5 mg/kg; s.c.) apresentou reducdo no tempo

de lambedura somente na segunda fase (92%).

Tem sido relatado que farmacos que agem primariamente no sistema nervoso
central inibem igualmente ambas as fases, enquanto os que agem perifericamente como, anti-
inflamatdrioos nao-esteroidais e corticosteroides que inibem predominantemente a segunda
fase (HUNSKAAR et al., 1985; BITENCOURT et al., 2008). Portanto, como o efeito da Crll
ocorre somente na segunda fase do teste, com propriedades semelhantes aos anti-
inflamatdrios ndo-esteroidais e corticosterdides, sugerindo assim, um efeito periférico (dor

inflamatdria) sobre os nociceptores.



71

A
. 90~
% 80 #
E 704 13% 15 T
g L
a il
£ 50-
T 404
QD
T 304
o
2 207 oo
Q 1“' *
~ -
0- —— S T
Salina 0,01 0,1 1,0 Morf Indo
C. racemosa
B

0 =] OO W
o o o O
' [ ' ']

L ]
o o
L

[~ ]
=]
']

97%
*

—
(=]
'l

§7% 0aL 9%
* *

Tempo de lambedura (s)
b=
[

NS
Salina 0,01 0.1 1,0 Morf Indo

C. racemosa

Figura 14 — Atividade antinociceptiva no teste da formalina da Crll. (A) Primeira fase. (B) Segunda fase. Os
animais foram tratados 30 min antes da injecdo de formalina (2,0%), salina (NaCl 0,15 M; i.v.), morfina (5
mg/kg; s.c.), indometacina (5 mg/kg; s.c) ou Crll (0,01; 0,1 e 1,0 mg/kg, i.v.). Imediatamente apés a
administracao da formalina o tempo de lambedura foi registrado por cerca de 5 min (12 fase) e de 20 & 25 min (22
fase). As barras representam a média + E.P.M. (n=6) do tempo (s) de lambedura. * indica diferenca estatistica
significante (p < 0,05) do controle salina, # indica diferenca estatistica significante (p<0,05) do controle morfina
(ANOVA,; Bonferroni).

Esses dados corroboram com os dados da literatura, onde, fracdes polissacaridicas
sulfatadas das algas marinhas vermelha Solieria filiformes (9 mg/kg, i.v. — 86%) e
Acanthophora muscoides (9 mg/kg, i.v. — 93%) apresentaram redu¢do no tempo de lambedura
de patas somente na segunda fase do ensaio da formalina (ARAUJO et al., 2011;

QUINDERE, 2011). Vale salientar que a alga em estudo, apresentou um resultado semelhante
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utilizando uma dose 900 vezes menor do que as utilizadas nos trabalhos de Aradjo et al., 2011
e Quinderg, 2011.

5.4.3 Efeito Crll no teste da placa quente

O teste da placa quente € um método amplamente utilizado em estudos de nocicepcao
experimental em ratos e camundongos (GUNN et al., 2011), sendo considerado um teste
padronizado e de referéncia na avaliacdo de farmacos analgésicos de efeito central, no qual
agentes opidides exercem seus efeitos analgésicos via receptores supra espinal
(NEMIROVSKY et al., YALCIN et al., 2009). No entanto, esse método é insensivel a
analgésicos ndo-esteroidais como inibidores da ciclo-oxigenase (LE BARS et al., 2001).

A morfina inibe a transmissdo dos impulsos nociceptivos atraves do corno dorsal e
suprime os reflexos nociceptores espinais, inibindo a liberacdo da substancia P. Os efeitos
mais importantes da morfina estéo relacionados ao SNC e ao sistema gastrointestinal (RANG
et al., 2007).

Este ensaio mostrou que Crll em todas as doses avaliadas ndo promoveu aumento da
média do tempo de reacdo ao estimulo térmico, quando comparado ao grupo controle morfina
(5 mg/kg), que induziu um aumento significativo do tempo de reacdo ao estimulo térmico
(Figura 15). Contrariamente ao observado com a salina (NaCl 0,15 M, i.v.), Crll (0,01;0,1e
1,0 mg/kg; i.v.) e indometacina (5 mg/kg; s.c), o controle positivo morfina (5 mg/kg; s.c),
mostrou um elevado efeito antinociceptivo, justificado pelo aumento na média do tempo de
reacdo durante os tempos de 0, 30, 60 e 90 min. Portanto, os resultados obtidos com a Crll
neste modelo, sugerem que sua atividade antinociceptiva ndo esta relacionada aos receptores
opidides centrais e que possivelmente atue por mecanismo periférico. Estes resultados
mostraram-se semelhantes aos obtidos para a atividade antinociceptiva de acdo periférica de
uma fracdo polissacaridica sulfatada da alga Solieria filiformes (ARAUJO et al., 2011), mas
diferem da fracdo polissacaridica obtida por Rodrigues et al. (2012), em que, os PS da alga
verde Caulerpa cupressoides foram capazes de prolongar significativamente o tempo, em

segundos, da resposta aos estimulos térmicos.
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Figura 15 — Efeito da Crll no teste da placa quente em camundongos. Foram aplicados, morfina (5 mg/kg, s.c.),
indometacina (5 mg/kg, s.c.), Crll (0,01; 0,1 e 1,0 mg/kg, i.v.) ou salina (NaCl 0,15 M, i.v.). Os valores
representam a média + E.P.M. (n=6) do tempo de reacdo (s). * p < 0,05 comparado com o controle salina.
(ANOVA,; Teste de Bonferroni).

5.5 Atividade anti-inflamatoéria

Considerando que o emprego comercial de farmacos anti-inflamatorios ndo-esteroidais
podem desencadear diversos efeitos indesejaveis, existe um grande interesse atual no
desenvolvimento de novos agentes terapéuticos a partir de fontes naturais (IWALEWA et al.,
2007; SIQUEIRA et al., 2011).

Como neste estudo, 0s ensaios de nocicepcdo (acido acético, formalina e placa quente)
sugeriram efeitos antinociceptivos de acdo periférica, tornou-se necessario a realizacdo dos

ensaios de inflamacao.

5.5.1 Ensaio de migracao celular induzida por carragenana (Cg)

O primeiro ensaio utilizado para avaliar o efeito anti-inflamatério da Crll foi a

migracdo de neutrofilos induzida por Carragenana (Cg) em ratos.
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O efeito inflamatorio da carragenana envolve a acdo de uma série de mediadores, com
a liberagdo inicial de histamina, serotonina e bradicinina, seguida pelo aumento nos niveis de
prostaglandinas que coincide por sua vez, com a migracdo de leucécitos, que amplificam a
resposta inflamatdria na medida em que desencadeiam a producdo de outros mediadores
(NANTEL et al., 1999).

O modelo de peritonite € bem caracterizado como um modelo experimental de
inflamacdo aguda que permite a quantificacdo e correlacdo de migracdo de células em
conjuntos com varios mediadores inflamatorios (MONTANHER et al, 2007). A Crll foi
testada inicialmente neste modelo com a finalidade de avaliar possiveis alteracfes na
quimiotaxia de leucdcitos. A carragenana induz a migracdo de neutréfilos para a cavidade
peritoneal de ratos por um mecanismo indireto, através da ativacdo de macrdfagos e

mastocitos residentes.

Neste modelo, a inflamacdo pode ser bloqueada por um pré-tratamento com farmacos
anti-inflamatorios néo-esteroidais ou por inibidores seletivos da COX-2, como também

podem ser inibidos por glicocorticoides, tais como a Dexametasona (Dexa).

A administracdo (i.v.) da Crll (0,01; 0,1 e 1,0 mg kg) 30 min antes do estimulo
inflamatdrio, reduziu de forma significante a migracdo de leucocitos para a cavidade
peritoneal, induzida por Cg, em 31; 48 e 42%, respectivamente (Figura 16), quando
comparados ao grupo Cg. Além disso, todas as doses testadas ndo diferiram estatisticamente

da dexametasona (47%).
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Figura 16 — Efeito da Crll no modelo de peritonite induzida por carragenana. Os valores representam a média +
E.P.M. (n=6) do total de células. * p < 0,05 comparado com o grupo controle carragenana (700 ug). (ANOVA;
Teste de Bonferroni).
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A fim de confirmar que a reducdo de leucdcitos presentes na cavidade peritoneal dos
ratos era devido a redugdo de neutrofilos, foi realizado a contagem diferencial destas celulas.
De acordo com a figura 17, Crll (0,01; 0,1 e 1,0 mg kg) foi capaz de reduzir
significativamente a quantidade de neutréfilos presentes na cavidade abdominal em todas as
doses (46, 57 e 34%, respectivamente). Assim, sugere-se que o0 pré-tratamento dos ratos com
Crll atenuou a interagdo leucocito-endotélio (rolamento e adesdo) e a transmigracao
neutrofilica em resposta a injecdo do estimulo inflamatério, indicando que Crll apresenta
efeitos anti-inflamatdrios, podendo portanto, atuar sobre a dor inflamatoria.

34%
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Figura 17 — Efeito da Crll no modelo de peritonite induzida por carragenana, na migracdo de neutréfilos. Os
valores representam a média + E.P.M. (n=6) da contagem de células. * p<0,05 comparado com o grupo controle
carragenana (700 pg), # p < 0,05 comparado com o grupo controle dexametasona. (ANOVA,; Teste de
Bonferroni).

Utilizando este mesmo modelo, os PS totais da alga marinha vermelha Gracilaria
cérnea quando injetados em uma dose trinta vezes maior (3 mg/kg) em relacdo a Crll (0,1
mg/kg) e por via distinta (s.c) também inibiram de forma significativa (p<0,05) a migracdo
leucocitaria (52,7%) (COURA et al., 2011). Vale ressaltar ainda, que uma reducdo na
migracdo leucocitaria (52%) também foi obtida para uma fracdo polissacaridica sulfatada
obtida por cromatografia de troca idnica da alga marinha vermelha Gracilaria birdiae, em

concentracBes cem vezes maior (10 mg/kg), por via subcutanea (Vanderlei et al, 2011).

Diferentemente ao obtido para Crll, Assreuy et al (2008) relataram que uma fracdo
polissacaridica sulfatada obtida por cromatografia de troca ibnica em DEAE-celulose da alga

marinha vermelha C. feldmannii apresentou atividade pré-inflamatéria (0,9 mg/kg; s.c.)
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estimulando significativamente, em cerca de seis vezes, a migracdo de neutrofilos apds 1 h de

injecdo do estimulo inflamatdrio.

Vale salientar que algas do género Caulerpa sdo descritas na literatura por possuirem
atividade anti-inflamatdria. Segundo Rodrigues et al, (2011), a fracdo F Il da alga verde
Caulerpa cupressoides var. lycopodium nas dose (3; 9 e 27 mg Kkg; s.c.) foi capaz de inibir
significativamente (p < 0,05) e de forma dose-dependente a migracdo de neutrofilos em 64;
69 e 73%, respectivamente, quando comparados ao grupo Cg. Em outro estudo, foi
demonstrado que extratos alcod6licos e metandicos da alga marinha verde Caulepa mexicana,
utilizados no modelo inflamatério de peritonite induzido por Zymosan em camundongos,
foram capazes de suprimir a migracdo de células para a cavidade peritoneal (BITENCOURT
etal., 2011).

Entretanto, estudos citados na literatura sobre inflamacdo relacionando espécies de
algas verdes, pertencentes a outros géneros, apresentaram atividade pro-inflamatoria. Como
por exemplo, polissacarideos obtidos por extracdo aquosa da alga marinha verde Ulva rigida
quando utilizado em ensaios imunoestimulantes foram capazes de induzir cerca de duas vezes
a expressao de quimoquinas inflamatdrias. Onde, macréfagos induziram a producéo de 6xido
nitrico, sendo esse efeito dependente da sulfatacdo da molécula, um aumento na COX-2,
estimulacdo da secrecdo de PGE2 e expressdo de iNOS (LEIRO et al., 2007). Da mesma
forma, uma galactana sulfatada piruvatada isolada da alga marinha verde Codium fragile
também ocasionou uma estimulacdo da producdo de 6xido nitrico sintase e a expressdo de
varias citocinas (IL-1p, IL-6, IL-10 e TNF-a) (LEE et al., 2010). Dessa forma, os efeitos
encontrados para esses PS (U. rigida e C. fragile) podem estar associados a propriedades

imunoestimulantes, dependentes da ativacdo de macréfagos.

Portanto, estudos ainda precisam ser realizados para um maior entendimento sobre os
mecanismos de acdo dos PS no processo de migracdo de células inflamatorias, e suas acoes

anti e pré-inflamatorias.

5.5.2 Edema de pata induzido por carragenana (Cg)
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O edema de pata induzido por carragenana também é considerado um modelo bastante
utilizado na determinacéo da atividade anti-inflamatdria de novos farmacos. Este edema é um
fenbmeno temporal e envolve a participacdo de varios mediadores. Dentre estes, histamina,
serotonina, bradicinina e prostaglandinas que estdo envolvidas no aumento da permeabilidade
vascular, seguido da infiltracdo celular, principalmente de neutréfilos, contribuindo para a
resposta inflamatoria (DIROSA et al., 1971; POSADAS et al., 2004).

A Crll (0,01; 0,1 e 1,0 mg/kg; i.v.) quando avaliada no modelo de edema de pata em
ratos, também demonstrou ser capaz de diminuir o curso temporal do edema no decorrer de 5

horas do ensaio ap6s a administracdo de Cg (700 pug) (Figura 18).

-&= Salina
=i— Cg (700 pg/pata)
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Cg + Crll (1 mg/kg)
—a— Cg + Crll (0,1 mg/kg)
== Cg + Crll (0,01 mg/kg)

Tempo (hora)

Figura 18 - Efeito da Crll no modelo de edema de pata induzido por carragenana (Cg). Os animais (6/grupo)
foram tratados 30 min antes da injecdo de carragenana (700 pg/pata; i.pl.) com solucdo salina (NaCl 0,15 M;
i.v.), dexametasona (1 mg/kg; s.c.) e Crll (0,01; 0,1 e 1,0 mg/kg; i.v.). O edema de pata foi medido 30 min, 1, 2,
3, 4e 5 h apos injecdo de Cg e expresso como o aumento do volume da pata (ml). As barras representam a média
+ E.P.M. (n=6) do volume do edema. * indica diferenca estatistica significante (p < 0,05) quando comparado ao
grupo controle carragenana (ANOVA,; Bonferroni).

O edema provocado por Cg evolui em quatro fases distintas. A primeira hora, apés a
injecdo desse agente flogistico, é caracterizada pelo aumento da permeabilidade vascular, cujo
evento parece ser mediado por histamina e serotonina. Enquanto na segunda hora, 0 processo
de permeabilidade vascular é coordenado por citocinas inflamatdrias. Observa-se que o pico
de maior intensidade do curso do edema ocorre na terceira hora, sendo mediadas pelas
prostagandinas, enquanto na quarta hora, os principais mediadores sdo tromboxanos e

leucotrienos (DI ROSA et al., 1972). Esses mediadores sdo eicosandides oriundos do acido
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araquidonico pela via da ciclo-oxigenase (COX) (RANG et al., 2007), promovendo, assim,
eventos inflamatorios caracterizados por migracdo de neutrofilos, edema e dor (CUNHA et
al., 2008).

O resultado obtido no edema induzido por carragenana apresentou seu pico na 3 h,
estando de acordo com a literatura, neste tempo, Crll nas doses 0,01; 0,1 e 1,0 mg/kg; i.v.
reduziram significativamente o edema (p < 0,05) em 60, 73 e 79, respectivamente (figura 19)
e ndo diferiram significativamente entre si. Vale ressaltar que este efeito mostrou-se
semelhante ao observado nos animais tratados com dexametasona (82%), sugerindo multiplos
mecanismos de acgéo para Crll, tais como, inibi¢do das vias da cicloxigenase e lipossigenase,
citocinas e expressdo de moléculas de adeséo.

Salina Cg Dexa 001 01 1,0

C. racemosa

Cqg (700ug/pata)

Figura 19 — Efeito da Crll na terceira hora ap6s a administragdo do estimulo carragenana. As barras representam
a média = E.P.M. (n=6) do volume do edema. * indica diferenca estatistica significante (p < 0,05) quando
comparado ao grupo controle carragenana (ANOVA; Bonferroni).

PS totais (2,5; 5; 10 ou 20 mg kg-1) da alga marinha parda Turbinaria ornata, quando
administrados por via oral, também demonstraram ser capazes de inibir a formacdo do edema
de pata induzido por Cg em ratos, em 34,59; 51,88; 60,09 e 43,02%, respectivamente
(ANANTHI et al., 2010).

O tratamento oral com fra¢cdes polissacaridicas sulfatadas obtidas por cromatografia de
troca ibnica em DEAE-sepharose da alga marinha parda Padina tetrastromaticae (20mg/kg)

também mostrou um efeito significativo na diminuicdo do edema de pata induzido por Cg. Os
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resultados obtidos foram melhores quando comparados ao resultado de um farmaco comercial
anti-inflamatorio, o diclofenaco, utilizando na mesma dose (MOHSIN; KURUP, 2011).

Contrariamente ao resultado encontrado para a Crll, fracbes polissacaridicas, obtidas
da alga marinha vermelha Acanthophora muscoides, ndo foram capazes de reduzir o edema

induzido por carragenana nas doses utilizadas (1, 3 e 9 mg/kg; s.c.) (QUINDERE, 2011).

5.5.3 Determinagéo da atividade da enzima mieloperoxidase

Para comprovar o efeito anti-inflamatorio apresentado por Crll no modelo de edema
de pata induzido por Cg, nossos estudos estenderam-se em correlacionar o influxo de

neutrofilos através da atividade da MPO, como mostrado a seguir.

A infiltracdo neutrofilica pode ser avaliada pela determinacdo da atividade da MPO
em tecidos, em que os niveis teciduais da MPO correlacionam-se com a severidade da doenca
(POSADAS et al., 2004).

De acordo com a figura 20, os grupos tratados com Crll (0,01; 0,1 e 1,0 mg/kg; i.v.),
foram capazes de inibir a atividade da MPO (p < 0,05) em 45, 71 e 74%, respectivamente,
comprovando a diminuicéo da infiltracdo de neutréfilos quando comparado com o grupo Cg.
Como esperado, o grupo controle positivo dexametasona (Dexa, 1 mg/kg, s.c.) também inibiu
significativamente a atividade da MPO em 79%. Os resultados obtidos corroboram com os
dados encontrados no ensaio de edema de pata, induzido por Cg, que mostrou atividade anti-

inflamatdria para todas as doses de Crll (0,01; 0,1 e 1,0 mg/kg).
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Figura 20 — Atividade da mieloperoxidase (MPQO) no sobrenadante do tecido da pata. Crll (0,01; 0,1 e 1,0 mg/kg;
i.v.), dexametasona (Dexa, 1 mg/kg, s.c.) ou salina estéril (NaCl 0,15; s.c.) foram administradas 30 min, 1 h e 1h,
respectivamente, antes da injecdo s.c. de carragenana (Cg) (40 pL; 700 pg/pata). Os resultados foram expressos
em unidades de atividade da MPO/ mg de tecido. Os dados foram expressos como média + E.P.M. (n=6). *p <
0,05 comparando com o controle carragenana (ANOVA, Teste de Bonferroni).

5.5.4 Edema de pata induzido por dextrana

A dextrana é um agente pré-inflamatorio que promove a liberacdo de aminas
vasoativas, como histamina e serotonina causando um edema osmotico, sendo caracterizada
por um aumento da permeabilidade vascular e ocasionando baixos niveis de proteinas e de
neutrofilos (LO et al., 1982).

Como mostrado na Figura 21 o tratamento com Crll nas doses (0,01; 0,1 e 1,0 mg/kg;
i.v.) demonstrou ser eficaz em reduzir a formacdo do edema induzido por dextrana de maneira
significativa, principalmente na primeira hora do curso do edema, onde, Crll em todas as
doses foi capaz de reduzir o volume deslocado pela pata em 47, 59 e 47%, respectivamente
(Figura 22) e ndo diferiram estatisticamente entre si. Nos primeiros 30 min e na segunda hora,
apenas as doses de 0,1 e 1,0 mg/kg apresentaram efeito anti-edematogénico significativo (p <
0,05).
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Figura 21 - Efeito da Crll no modelo de edema de pata induzido por dextrana. Os animais (6/grupo) foram
tratados 30 min antes da injecdo de dextrana (300 ug/pata; i.pl.) com solucdo salina (NaCl 0,15 M; i.v) ou Crll
(0,01; 0,1 e 1,0 mg/kg; i.v.). O edema de pata foi medido 30 min, 1, 2, 3, 4 e 5 h ap6s a injecdo de dextrana e
expresso como o aumento do volume da pata (ml). As barras representam a média + E.P.M. (n=6) do volume do

edema. * indica diferenca estatistica significante (p < 0,05) quando comparado ao grupo controle dextrana
(ANOVA,; Bonferroni).
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Figura 22— Efeito da Crll apés 1 h da administracdo do estimulo dextrana. As barras representam a média +

E.P.M. (n=6) do volume do edema. * indica diferenca estatistica significante (p < 0,05) quando comparado ao
grupo controle dextrana (ANOVA; Bonferroni).

Estudos realizados com plantas superiores demonstraram que o extrato bruto aquoso

liofilizado das folhas de Bryophillum calycinum, administrado por via oral em diferentes
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doses, apresentou efeito inibitorio anti-inflamatorio sobre o edema de pata induzido por
dextrana, sendo, que este efeito, foi obtido apenas para a dose de 0,5 g/kg, apresentando uma
inibicdo de 31,17% para o pico maximo do edema (SOUSA et al., 2005). Segundo Sartori et
al (2003), um granulado composto pelos extratos secos de duas plantas, Calendula officinalis
e Matricaria recutita, nas doses de100 mg/kg e 250 mg/kg inibiu o edema de pata induzido
por dextrana em 50% e 35%, respectivamente.

Recentemente, os PS totais da alga vermelha G. cornea (3, 9, e 27 mg/kg)
demonstraram ser eficazes em reduzir a formacao do edema induzido por dextrana de maneira
significativa (p < 0,05). Sendo, o melhor resultado de inibi¢cdo obtido para a dose de 3 mg/kg
nos primeiros 30 min (52,8%) (COURA et al., 2011).

Portanto, os resultados do efeito antiedematogénico, obtidos para Crll, sugerem que o
edema de pata induzido por dextrana pode esta relacionado com os eventos inflamatorios que
envolvem a inibicdo do edema osmético, podendo estar relacionados com a inibi¢éo de varios

mediadores, tais como, histamina, serotonina e bradicinina.

5.5.5 Analise do envolvimento da via da hemoxigenase (HO-1) na atividade anti-

inflamatoria da Crll

Um dos mecanismos envolvidos na resolucdo da inflamacéo consiste na expressdo da
enzima hemoxigenase-1 (HO-1), uma proteina produzida em resposta a varios agentes
oxidantes. Em condicGes inflamatdrias, a HO-1 torna-se a enzima limitante no catabolismo
dos grupos Heme livres dando origem a quantidades equimolares de mondxido de carbono
(CO), ferro (Fe) e biliverdina (BV). Estes produtos reduzem a reacdo inflamatoria e evitam o
desenvolvimento de doengas inflamatorias (ROSARIO, 2008). Alem disso, esses produtos
mostram acdo na protecdo celular: a biliverdina, convertida para bilirrubina sob acdo da
biliverdina redutase, confere a acdo antioxidante; a ferritina é a forma inativa do ferro e
participa do desequilibrio redox e finalmente o mondxido de carbono possui acédo
vasodilatadora. Entretanto, a base molecular para o efeito protetor da HO-1 € ainda complexa
e provavelmente multifatorial (DEZOTI et al., 2009).
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Diante deste contexto, foi realizado um ensaio utilizando o ZnPP IX (zinco
protoporfirina), como um inibidor seletivo da HO-1 com alta especificidade. De acordo com a
figura 23, Crll (0,1 mg/kg; i.v.) quando administrada em ratos, que receberam um pré-
tratamento com ZnPP IX (3 mg/kg; s.c.), ndo foi capaz de inibir o edema induzido por
carragenana (700 pg/pata) em comparagdo ao grupo que recebeu apenas Crll (0,1 mg/kg; i.v.)
isoladamente como pré-tratamento. Este resultado sugere que a inibicdo da via da
hemoxigenase (HO-1) esta associada a inibicdo da resposta anti-inflamatoria da Crll.
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Figura 23 — Atividade da HO-1 no edema de pata induzido por carragenana em ratos. Antes de receber uma
injecdo de carragenana (700 pg/pata, i.pl.), os grupos de animais receberam Crll (0,1 mg/kg; i.v.) com ou sem
ZnPP 1X (3 mg/kg, s.c.). Outro grupo recebeu apenas solucdo salina sem Cg. As barras representam a média +
E.P.M. (n=6) do volume do edema. * indica diferenca estatistica significante (p < 0,05) quando comparado ao
grupo controle carragenana. # indica diferenca estatistica significante (p < 0,05) quando comparado ao grupo Cg
+ Crll (0,1 mg/kg) + ZnPP IX (3 mg/kg) (ANOVA; Bonferroni).

Segundo Vanderlei et al. (2011), alguns PS de algas marinhas podem apresentar acao
anti-inflamatoria pela via da hemoxigenase (HO-1), corroborando com os resultados

encontrados no presente estudo.

5.6. Avaliacao do efeito da Crll

Apesar dos nossos resultados demonstrarem que Crll apresentou atividade anti-

inflamatdria, em modelos de peritonite e edema de pata induzido por dextrana e carragenana,
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resolvemos também investigar seu potencial pré-inflamatério, visto que, diversos PS de algas

marinhas demonstraram apresentar o referido efeito.

A Crll na dose de 1 mg/kg por pata foi capaz de provocar edema de pata quando
comparada aos animais que receberam o mesmo volume de salina estéril (NaCl 0,15 M) na
pata. Entretanto, doses de concentragdes menores (0,1 e 0,01 mg/kg por pata) ndo induziram
efeito edematogénico (Figura 24)
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Figura 24 - Efeito da injecdo intraplantar da Crll no modelo de edema de pata. Os animais receberam solucéo
salina (NaCl 0,15 M; i.pl.) como controle negativo e Crll (0,01; 0,1 e 1,0 mg/kg por pata; i.pl.). O edema de pata
foi medido 30 min, 1, 2, 3, 4, 5 e 6 h apos a injecdo intraplantar da Crll e expresso como o aumento do volume
da pata (ml). As barras representam a média + E.P.M. (n=6) do volume do edema. * indica diferenca estatistica
significante (p < 0,05) quando comparado ao grupo controle salina (ANOVA; Bonferroni).

O mesmo efeito edematogénico também foi observado para uma fracao polissacaridica
(0,1. 0,3 e 0,9 mg/kg) obtida por cromatografia de troca ibnica em DEAE-celulose da alga
marinha vermelha C. feldmannii, que se mostrou pro-inflamatéria, induzindo a formacéo do
edema em todas as doses testadas, sendo o efeito mais pronunciado na maior dose. Além
disso, uma fracdo polissacaridica obtida por cromatografia de troca ibnica da alga S. filiformes
também se mostrou pré-inflamatéria quando administrada por via s.c. na pata (1 mg/kg)
(ASSREUY et al.,, 2008; 2010). Mais recentemente, Araujo et al (2011), em estudos
realizados com S. filiformes, demonstraram que esse efeito, provavelmente esta relacionado

com a liberacdo de prostaglandinas, NO e citocinas primarias (IL-1 e TNF-a).

Respostas pro-inflamatorias também tém sido descritas para plantas superiores, como

para o latex de Cryptostegia grandiflora apresentou um aumento na permeabilidade vascular,
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na migracao de neutrofilos para a cavidade abdominal e apresentou efeito edematogénico no
ensaio de edema de pata (ALBUQUERQUE et al., 2009).

5.6.1 Participacao de mediadores inflamatorios no edema de pata induzido por Crll

Com o intuito do melhor esclarecimento do efeito edematogénico da Crll, foi
investigado a participacdo de mediadores inflamatorios no edema de pata induzido por injecéo
intraplantar da Crll.

Alguns mediadores inflamatorios originam-se a partir do citoplasma das células, sendo
liberados na forma de precursores e ativados por protedlise. A maioria destes mediadores
realiza suas funcbes quando ligados a receptores especificos presentes em células-alvo. Um
mediador quimico pode estimular a liberacdo de mediadores pela prépria célula alvo, sendo
que, uma vez ativados, podem ter efeitos diferentes, dependendo do tecido atingido. A

maioria dos mediadores possui potencial de ocasionar efeitos nocivos as células.

Para um melhor entendimento sobre os mediadores inflamatorios que participam do
processo inflamatorio desencadeado pela administracdo da Crll (1 mg/kg por pata; i.pl.), no
modelo de edema de pata, utilizou-se como pré-tratamento os anti-inflamatorios:
indometacina (5 mg/kg; s.c. 1 h), um dos derivados dos acidos indol-acéticos, que atua
inibindo reversivelmente a ciclo-oxigenase (COX-2) que atua também na liberacdo de
prostaglandinas; pentoxifilina (90 mg/kg; s.c; 1 h), inibidor de sintese de citocinas como
TNF-a, IL-1, IL-6; meclizina (40 mg/kg; s.c.; 1 h), com acdo anti-histaminica; L-NAME (30
mg/kg; i.v.;30 min), um analogo da L-arginina, que inibe de maneira competitiva e nao
especifica as diferentes isoformas de NOS e dexametasona (1 mg/kg; s.c.; 1 h), um

glicocorticdide com acdo nédo especifica para diversos mediadores quimicos.

Os resultados demonstram que apenas a dexametasona e a indometacina foram
capazes de inibir significativamente (p<0,05) a formacdo do edema em todos 0s tempos
(Figura 25), sugerindo que sua acdo inflamatoria pode estar envolvida com a liberacdo de

mediadores provindos da via das ciclo-oxigenase (COX-2, prostaglandinas e tromboxanos).
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Figura 25 — Efeito do pré-tratamento com anti-inflamatérios no edema de pata induzido por Crll. Os animais
receberam a Crll (1,0 mg/kg por pata; i.pl.) como agente inflamat6rio e como pré-tratamento meclizina (40
mg/kg; s.c.; 1 h), pentoxifilina (90 mg/kg; s.c; 1 h), dexametasona (1 mg/kg; s.c.; 1 h), indometacina (5 mg/kg;
s.c. 1 h) e L-NAME (30 mg/kg; i.v.;30 min). O edema de pata foi medido 30 min, 1, 2, 3, 4, 5e 6 h apés a
injecdo da Crll e expresso como o0 aumento do volume da pata (ml). As barras representam a média £ E.P.M.
(n=6) do volume do edema. * indica diferenca estatistica significante (p < 0,05) quando comparado ao grupo
controle Crll 1,0 mg/kg por pata (ANOVA, Bonferroni).

5.6.2 Avaliacdo do potencial anti-inflamatdrio da Crll (i.v.) em modelo de edema de pata

induzido por Crll (i.pl.)

Como, anteriormente Crll (i.v.) apresentou atividade anti-inflamatéria em modelos
classicos de inflamacéo, resolvemos analisar o seu potencial anti-inflamatério no modelo de

edema de pata induzido por Crll (1,0 mg/kg por pata).

De acordo com a figura 26, Crll em todas as doses utilizadas (0,01; 0,1 e 1,0 mg/kg;
30 min) por via endovenosa, ndo foi capaz de inibir o edema induzido na pata do animal
quando administrada por via intraplantar (1,0 mg/kg por pata) em todos os tempos analisados
(30 mim, 1, 2, 3, 4, 5, e 6 h).
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Figura 26 — Efeito do pré-tratamento com Crll (i. v.) no edema de pata induzido por Crll (i.pl.). Os animais
receberam a Crll (1,0 mg/kg por pata; i.pl.) como agente inflamatério e a Crll (0,01; 0,1 e 1,0 mg/kg; i.v.; 30
min) como anti-inflamatério. O edema de pata foi medido 30 min, 1, 2, 3, 4, 5 e 6 h apds a injecéo intraplantar
da Crll e expresso como o0 aumento do volume da pata (ml). As barras representam a média + E.P.M. (n=6) do
volume do edema.

Dessa forma, os resultados sugerem que a acdo anti-inflamatéria da Crll ndo esta
envolvida com a inibicdo dos mediadores inflamatorios provindos da via das ciclo-oxigenases
(COX-1 e COX-2) e nem da inibicdo da liberacdo de prostaglandinas, corroborando com os
resultados encontrados para a acdo anti-inflamatdria da Crll onde foi sugerido o envolvimento

da expressao da enzima Heme Oxygenase-1 (HO-1).

5.7 Avaliacéo da toxicidade por dose repetida

No desenvolvimento de novos agentes terapéuticos, os estudos de toxicidade com

animais representam ferramentas importantes para avaliar a seguranca desses novos produtos.

Dessa forma, apds a realizacdo dos testes de atividade antinociceptiva, anti-
inflamatéria e pro-inflamatéria foram avaliados alguns parametros da toxicidade por dose
repetida (7 Dias consecutivos) da Crll na maior dose utilizada nas atividades descritas
anteriormente (1,0 mg/kg; i.v.). Ndo houve mortalidade entre 0s animais e 0S mesmos nao

apresentaram alteracGes fisicas (erecdo de pelos, mucosa, olhos, etc.) ou comportamentais.
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Apos o sacrificio e retirada dos 6rgdos, ndo foram observadas alteragdes significantes
na massa corporal nos grupos que receberam Crll, quando comparados aos seus respectivos

controles (Tabela 2).

Antes do sacrificio, os animais tiveram seu sangue coletado para a verificagdo de
alteracbes enzimaticas importantes presentes no plasma sanguineo. Observou-se através das
analises bioquimicas obtidas pelas dosagens bioquimicas, que a Crll ndo alterou de forma
significativa as concentracdes de uréia, mostrando que ela ndo provocou possiveis alteracées
renais. Os resultados obtidos pelas dosagens das transaminases glutdmico oxaloacética,
glutdmico piravica fosfatase alcalina mostraram auséncia de alteracGes hepéticas e Osseas,
uma vez que ndo houve diferenca estatistica entre o grupo controle salina, sem tratamento e
Crll. (Tabela 2).

Como pode ser observado na tabela 2 os animais tratados com Crll ndo tiveram
alteracdes significativas em relacdo ao peso relativo dos orgdos (figado, coracdo, rim e
linfonodo) em relagdo aos animais dos grupos controles, sem tratamento e salina. Contudo,
houve diferenca significativa (p < 0,05) do peso do bago dos camundongos tratados com Crll
em relacdo aos animais que nao receberam tratamento (sem tratamento), para ambos 0s sexos.
Entretanto, os animais que receberam salina ndo tiveram diferencas significativas em relacao
ao peso do baco dos camundongos tratados com Crll. Coura et al. (2011) em um ensaio de
toxicidade subcronica utilizando o PS total da alga G. cornea, obtiveram aumento no peso do
baco quando comparado ao peso do baco do grupo controle salina, e sugeriram que esse

aumento pode ser atribuido a imunoestimulacéo.



89

Tabela 2 — Anélises bioquimicas e do peso corporal e dos drgdos de camundongos submetidos ao ensaio de
toxicidade por dose repetida. Os animais foram pesados e injetados com Crll (1,0 mg/kg, i..v.) diariamente
durante sete dias. Posteriormente, os animais foram anestesiados e amostras de sangue coletadas para dosagens
bioquimicas (AST, ALT, ALP e uréia). Os animais foram eutanasiados e o0s 0rgaos pesados. Os dados foram
expressos como média + E. P. M. (n=6).

Paramétros Tratamento (1 mg/Kg; i.v.)
Machos
Sem
tratamento Salina C. racemosa
Peso corporal médio (g) antes 32,03+0,51 27,75+0,60 30,29 +0,28

Peso corporal médio (g) depois 35,62+0,78 29,83+0,89 33,51+0,52
Coragéo (g/ 100 g peso corporal) 0,61+£0,03 0,65+003 0,69+0,03
Figado (g/ 100 g peso corporal) 6,32 £0,2 594+£0,11 5,83%0,19
Baco (g/ 100 g peso corporal) 0,31+£0,02 0,39+0,01 0,46+0,03
Rim (g/ 100 g peso corporal) 0,90+0,02 096+0,03 0,96+0,02
Timo (g/ 100 g peso corporal) 0,29+0,03 0,30x0,01 0,29+0,04
Linfonodo (g/ 100 g peso

corporal) 0,28+0,03 0,27+£0,02 0,28+0,02
Ureia (mg/dl) 51,08 + 3,14 38,00 +2,59 45,37 + 3,23

73,34 + 83,81 +
AST (UI/L) 99,48 + 15,95 17,97 12,70

57,11 + 107,1+
ALT (UI/L) 84,84 + 19,83 10,49 26,59

104,60 +
ALP (UI/L) 106,30 = 7,72 4,44 99,71 £5,77

Fémeas
Sem
tratamento Salina C. racemosa

Peso corporal médio (g) antes 27,00+ 0,25 27,86 £0,37 24,83 +0,30

Peso corporal médio (g) depois 29,12 +0,26 30,83 +0,57 26,51 +0,30
Coracéo (g/ 100 g peso corporal) 0,68+0,05 0,75+0,01 0,76 £0,02
Figado (g/ 100 g peso corporal) 559+0,14 570+£016 5,21+0,11

Baco (g/ 100 g peso corporal) 0,36 £0,00 0,47+0,03 0,54+0,02
Rim (g/ 100 g peso corporal) 0,79+0,02 0,82+£0,03 0,83%0,01
Timo (g/ 100 g peso corporal) 0,31+£0,02 0,39+0,05 0,42 £0,02
Linfonodo (g/ 100 g peso
corporal) 0,3 +0,02 0,27 £0,02 0,24 £0,02
Ureia (mg/dl) 35,95+156 40,71+237 3507 +3,17
93,72 +
AST (UI/L) 71,83+10,35 75,43 +8,28 11,47
65,92 +
ALT (UI/L) 1145+8,95 54,37 +8,40 10,50
104,5 £

ALP (UI/L) 107,5+6,28 80,31 +6,60 12,93
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Adicionalmente, foram realizadas analises histoldgicas dos 6rgdos a fim de verificar, a
presenca ou ndo, de alguma anormalidade na morfologia das células e tecidos. Para tanto, 0s
tecidos foram fixados, cortados, e corados com hematoxilina-eosina (HE) para observagéo de
possiveis lesdes em microscopia trinocular. Os resultados demonstraram que 0s 6rgédos: rim,
timo, baco, linfonodo, coracgdo e figado ndo apresentaram alteracGes significativas em nenhum

dos grupos avaliados.

Embora ainda seja restrito os relatos no que concerne a seguranca de compostos de

algas marinhas em animais, alguns estudos ja foram descritos sobre 0s seus possiveis efeitos.

Araujo et al (2011) avaliaram o potencial toxico dos PS da alga marinha vermelha S.
filiformes em um ensaio de toxicidade subcrOnica durante catorze dias. Os resultados
mostraram que repetidas injecdes de polissacarideos sulfatados (9 mg/kg; i.p.) durante 14 dias
consecutivos ndo produziram quaisquer sinais de toxicidade em camundongos. A massa
corporal e os pesos umido do figado, rim e coragdo foram normais. Os niveis séricos dos
marcadores enzimaticos da funcdo hepatica, ALT e AST, ndo diferiram dos respectivos

controles. A reducdo nos niveis de uréia no plasma nao indicaram toxicidade.

Os PS da alga marinha vermelha G. cornea também foram injetados em ratos (9
mg/kg, i.p.) por 14 dias consecutivos e estes ndo produziram sinais significativos de
toxicidade (COURA et al., 2011). Aléem destes, polissacarideos sulfatados (10 mg/kg; i.p.) da
G. birdiae, também apresentaram o mesmo padrédo de auséncia de toxicidade, com excecao de
um aumento no peso do baco (VANDERLEI et al., 2011).

As analises histoldgicas dos tecidos retirados dos 6rgdos dos animais nao revelaram
nenhum dano (Figura 27). Entratanto, o figado apresentou uma Vacuolizagéo citoplasmatica
discreta (setas brancas na Figura 27) principalmente na regido em torno das veias central e
regido subcapsular do figado . Este mesmo resultado foi visto por Vanderlei et al (2011) com
polissacarideos da G. bidie e foi sugerido pelos autores tratar-se de uma resposta a uma leséo

e portanto ser reversivel.

Podemos concluir, que diante dos dados bioquimicos obtidos para Crll, esta, ndo

apresentou toxicidade.
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Sem tratamento
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Figura 27 — Fotomicrografias de luz de 4 um de espessura dos 6rgdos. Rim, coracdo, timo, bago, linfonodo e
figado (notar discreta vacuolizacdo citoplasmatica indicado por setas brancas) de camundongo Swiss ap6s 7 dias
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de administracdo i.v.. da Crll (1,0 mg/kg) e salina (NaCl; 0,15 M) como também do grupo dos animais que nao
receberam nenhum tratamento. Aumento de 400X.
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6. CONCLUSAO

A alga marinha verde Caulerpa racemosa apresentou baixo rendimento de PS totais
(2,2%) por digestdo proteolitica. A cromatografia de troca ibnica (DEAE-celulose) mostrou-

se eficiente no fracionamento destes polissacarideos

A Crll, por via endovenosa, demonstrou atividades: antinociceptiva em modelos
classicos de dor, mediante acdo periférica; anti-inflamatéria em modelos experimentais em
ratos, induzido por agentes flogisticos, onde, sua acdo provavelmente estd relacionada a
integridade da via da hemoxigenase (HO-1) e pré- inflamatéria quando aplicada em patas de
ratos, cuja acdo pode estar relacionada com a liberagdo de mediadores provindos da via da
ciclo-oxigenase (COX-2) e prostaglandinas.

A Crll (1 mg/kg; i.v.) mostrou-se atoxica em camundongos quando administrada ao

longo de sete dias consecutivos.
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