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Resumo

Polissacarideos sulfatados (PLS) tém nitidamente diversas propriedades farmacologicas.
No presente estudo, investigamos as atividades anti-inflamatdria e antinociceptiva
anteriormente inexploradas da fracdo PLS isolado da marinha alga vermelha Digenea
simplex. Observou-se que a fracgdo de PLS reduzem o edema induzido por carragenina
em uma maneira dependente da dose, e inibiu a inflamag&o induzida por dextrano, por
histamina, por serotonina e por bradicinina. A fragdo tambeém foi capaz de inibir a
migracdo de neutréfilos tanto em pata do rato quanto na cavidade peritoneal dos
mesmos. Este efeito foi acompanhado por uma diminui¢&o nos niveis de IL-1 e TNF - 8
- o no fluido peritoneal. O pré - tratamento de ratinhos com PLS ( 60 mg / kg) reduziu
significativamente contor¢des abdominais induzidas por acido acético. Esta mesma dose
de PLS também reduziu o tempo total de lambedura em ambas as fases do teste de
formalina, e aumentou a laténcia em teste da placa quente. Portanto, concluimos que o
PLS extraido de D. simplex possuem atividades anti-inflamatoria e antinociceptiva e

podem ser Uteis como agentes terapéuticos contra doengas inflamatorias .

Palavras-chave:  polissacarideos  sulfatados; agdo  anti-inflamatoria;  efeito

antinociceptivo .



Abstract

Sulfated polysaccharides (PLS) have notably diverse pharmacological properties. In the
present study, we investigated the previously unexplored anti-inflammatory and
antinociceptive activities of the PLS fraction isolated from the marine red alga Digenea
simplex. We found that the PLS fraction reduced carrageenan-induced the edema in a
dose-dependent manner, and inhibited inflammation induced by dextran, histamine,
serotonin, and bradykinin. The fraction also inhibited neutrophil migration into both
mouse paw and peritoneal cavity. This effect was accompanied by decreases in IL1-
and TNF-a levels in the peritoneal fluid. Pre-treatment of mice with PLS (60 mg/kg)
significantly reduced acetic acid-induced abdominal writhing. This same dose of PLS
also reduced total licking time in both phases of a formalin test, and increased latency in
a hot plate test. Therefore, we conclude that PLS extracted from D. simplex possess
anti-inflammatory and antinociceptive activities and can be useful as therapeutic agents

against inflammatory diseases.

Key words: Sulfated polysaccharides; anti-inflammatory action; antinociceptive effect.
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1. INTRODUCAO

1.1. Algas Marinhas

O termo alga refere-se a um grupo polifilético, com organismos que ndo
compartilham uma origem comum, mas que seguem multiplas e independentes linhas
evolucionarias. As algas sdo consideradas organismos taléfitos (ndo sdo diferenciados
em raizes, caules e folhas), fotossintetizantes (exceto algumas espécies parasitas) que
possuem em comum o pigmento clorofila a e, com raras excec¢des, ndo apresentam um
envoltorio de células estéreis nas células reprodutivas (Lee, 2008). S&o organismos com
estrutura e organizacdo simples e primitiva e que podem assumir formas de vida

planctonica (microalgas) e bentdnica (macroalgas).

Estdo incluidas no reino Pretista, sdo seres avasculares, ou seja, ndo possuem
mecanismos especificos de transporte e circulagdo de fluidos, agua, sais minerais, e
outros nutrientes, como ocorre com as plantas superiores. Podem ser encontradas em
diversos tipos de habitats, ocorrendo em ambientes de agua doce e salgada, sobre
troncos de arvores, rochas, desertos, superficie de neves e geleiras, e fontes termais
(Raven et al., 2007). Nos ecossistemas aquaticos as algas incorporam energia solar em
biomassa, produzem o oxigénio que é dissolvido na agua e usado pelos demais
organismos aquaticos, atuam na mineralizacdo e no ciclo dos elementos quimicos, e
servem como alimento para animais herbivoros e onivoros. Ao morrerem, Sseus
constituintes quimicos sofrem transformacdes nos sedimentos, sdo solubilizados e
reciclados na agua. Estas diferentes “fun¢des” desempenhadas pelas algas nos sistemas
aquaticos dependem da temperatura, da intensidade da radiacdo solar, da concentracdo
de nutrientes na agua e da alimentacdo dos animais presentes no sistema (Vidotti e
Rollemberg, 2004).

A classificacdo desses organismos esta sob constante revisdo a medida que
mais evidéncias genéticas e de ultra-estruturas s@o coletadas (BARSANTI;
GUALTIERI, 2006). A utilizagdo de técnicas avangadas como as de microscopias
eletrbnicas de transmissdo e de varredura e a analise das sequéncias de nucleotideos,
permitem a integracdo de dados moleculares e morfoldgicos, reforcando a seguranca

na identificacdo e classificacdo das espécies (Silva, 2008).



15

As algas marinhas podem variar desde individuos unicelulares microscopicos
(podendo formar coldnias ou viverem isolados) até formas multicelulares complexas
com muitos metros de comprimento. Do ponto de vista botanico, as algas
macroscopicas sdo classificadas de acordo com a estrutura fisica, funcdo e ciclo
reprodutivo em: Chlorophyta (algas verdes), Phaeophyta (algas pardas) e
Rhodophyta (algas vermelhas) (RAVEN, 2001).

As algas verdes podem ser unicelulares ou pluricelulares, podem ser
encontradas em uma ampla variedade de habitat (dgua doce e &gua salgada), como
também na superficie da neve, em troncos de arvores, no solo e em simbiose com
fungos (constituindo os liquens), protozoéarios e celenterados. Apresentam o amido
como polissacarideo de reserva e sua parede celular é constituida de celulose. As algas
pardas sdo pluricelulares e predominantemente marinhas. Compreendem as algas mais
conspicuas das dguas temperadas, boreais e polares, mas também sdo encontradas em
regides tropicais. Existem somente cerca de 1.500 espécies e apresentam a laminarina
como polissacarideo de reserva. Sua parede celular é constituida por celulose e algina.
As algas vermelhas sdo pluricelulares, particularmente abundantes em aguas tropicais
guentes. Possuem 4.000 a 6.000 espécies distribuidas em aproximadamente 680

géneros, dentre os quais poucas sao unicelulares (RAVEN et al., 2007).

1.2. Importancia Econémica das Algas

As algas sdo utilizadas nos mais diferentes setores da economia mundial.
MilhGes de toneladas de algas sdo colhidas, anualmente, em todo o mundo, sendo o0s
principais produtores o0s chinesese, japoneses, seguidos pelos norte-americanos e
noruegueses. Das algas, € possivel obter produtos de baixo custo e em grandes
quantidades e estes produtos tém sido imprescindiveis para a vida do homem moderno,
com valores que ultrapassam alguns bilhGes de ddlares anuais. A exploragcdo comercial
de algas marinhas, em grande parte baseada no cultivo de espécies comestiveis ou
producéo de agar, carragenana e alginatos, se tornou uma industria que gera milhdes de
dolares (VIDOTTI & ROLLEMBERG, 2004).

Nos ultimos anos, empresas farmacéuticas estdo utilizando os organismos
marinhos, incluindo as algas marinhas, em busca de novas substancias naturais, para a

utilizacdo em pesquisas médicas e bioquimicas (SMIT, 2004).
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Desde 1975, trés areas de pesquisa em produtos naturais aquaticos surgiram:
toxinas, bioprodutos e ecologia quimica. Mais de 15 mil novos compostos foram
quimicamente determinados (Cardozo, K.H.M., et.al., 2007). Focalizando bioprodutos,
recentes tendéncias na pesquisa de drogas provenientes de fontes naturais sugerem que,
algas sd@o um grupo promissor para fornecer novas substancias bioquimicamente ativas
(Tringali, 1997; Burja et al., 2001; Hamann Mayer, 2004, 2005, Singh et al. 2005, Blunt
et al., 2005). Estudos com microalgas por exemplo, apontam que estas atendem aos
principais pré-requisitos de uma matéria-prima sustentavel para a producdo de
biocombutiveis por biorrefinarias de algas (KRAFT, M., 2013).

As algas tém atraido grande interesse por serem fonte alternativa de energia
renovavel aos combustiveis fosseis nos Gltimos anos. Tanto as algas assim como outras
plantas, utilizam a fotossintese para converter energia solar em energia quimica. Elas
armazenam esta energia na forma de 6leos, carboidratos e proteinas. Vale ressaltar que,
0 6leo vegetal pode ser convertido em biodiesel (DEMIRBAS; DEMIRBAS, 2011).

No Extremo Oriente e na Asia, o consumo de algas ¢ tradicio, como parte da
dieta da populacdo, enquanto, em paises ocidentais, elas sdo utilizados industrialmente
como uma fonte de hidrocoldides, tais como &gar, carragenana e alginato (Escrig-
Jimenez & Sanchez-Muniz, 2000). O consumo de produtos de algas tem aumentado nos
paises europeus, existindo cerca de 15-20 espécies comestiveis de algas, que sdo
comumente consumidas na Europa. (Dawczynski, Schubert, & Jahreis, 2007). Varios
trabalhos sobre propriedades nutricionais das algas tém mostrado que estas sao pobres
em lipidios, mas ricas em proteinas, polissacarideos ndo amilaceos, minerais e
vitaminas (Darcy-Vrillon, 1993; Mabeau & Fleurence, 1993; Dawczynski et al. 2007).
Os polissacarideos de algas ndo podem ser totalmente digeridos por enzimas humanas
intestinal, e por esta razdo, sdo considerados como fonte de fibras dietéticas e
ingredientes alimentares (Lahaye, 1991; Mabeau & Fleurence, 1993). O consumo
humano de fibras de algas tem sido provado ser de promocdo da saude, reduzindo a
ocorréncia de algumas doengas cronicas (diabetes, obesidade, doencas cardiacas,
cancer), que estdo associados a dietas pobres em fibras dos paises ocidentais (Kuda,
Goto, Yokoyama & Fujii, 1998; Kuda, Yokoyama, Fujii & 1997; Southgate, 1990).

Em virtude da persisténcia e toxicidade ambiental da maioria dos pesticidas
sintéticos, vem sendo observado um maior interesse por compostos naturais nas

aplicagcdes agroquimicas. Biofertilizantes a base de extrato de algas marinhas podem
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substituir os fertilizantes sintéticos convencionais permitindo sua utilizacdo na
agricultura organica (Koyama, R., 2012).

Muitas rodoficeas séo utilizadas comercialmente como alimento para homens e
para 0 gado, na extracdo do agar utilizado na fabricacdo de gomas, laxantes ou, ainda,
como meio de cultura para bactérias. Outro aspecto de interesse econdémico € a extracédo
da carragenana, um hidrocoldide usado na producdo de alimentos, principalmente nas
indUstrias de laticinios (iogurtes, flans, sorvetes, achocolatados) e embutidos (salsichas,
presuntos), na fabricacdo de gelatinas e geléias, e como espessante em sopas e molhos.
A carragenana € usada, também, como emulsificante e estabilizante; sua aplicacédo
substitui o amido e a gordura na preparacdo de certos produtos alimenticios, com a
vantagem de ndo ser energética, ndo ter cheiro, cor nem sabor. Também sdo encontradas
diversas aplicacbes em industrias ndo alimenticias (tintas, téxteis, perfumes) e
farmacéuticas (produtos anticoagulantes e antiinflamatérios). As algas pardas séo
utilizadas na alimentacdo humana e também como fertilizantes, sendo importante fonte
de &cidos alginicos, cujas propriedades coloidais sdo aproveitadas, por exemplo, na
farmacologia em pomadas e suspens@es. Algumas algas verdes e cianoficeas
apresentam, ainda, propriedades larvicidas (VIDOTTI & ROLLEMBERG, 2004).

No tocante a economia, observa-se entdo a grande variedade de espécies de algas
com aplicabilidades diversificadas em varios paises no mundo, da industria alimenticia

a de medicamentos, da cosmética a agricultura.

1.3. Algas Vermelhas

As algas vermelhas ocupam, em sua maioria, ambientes marinhos bentdnicos,
mas ha também, algumas espécies de agua doce (Silva, I. B., 2010). E foi neste
ambiente marinho (oceanos e mares) que vida teve origem. As aguas dos oceanos sdo
comparadas a um meio de cultura de composic¢ao praticamente constante para a grande
maioria de seus parametros, como por exemplo a porcentagem dos sais dissolvidos, que
mantem-se em torno de 3,5%. Este equilibrio é sustentado por uma série de reacfes
quimicas e de processos fisico-quimicos*?. Nesse imenso laboratério, 0s organismos
aquaticos e o ambiente abiotico estdo interrelacionados e interagem entre si. Por isso, 0s
organismos marinhos adaptaram-se as altas concentracbes de sais do meio e

desenvolveram mecanismos para utilizar os solutos disponiveis, onde 0s mais
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importantes ions séo o sulfato, o cloreto, o brometo e o iodeto. Pela abundancia destes
elementos é esperado que 0s organismos marinhos produzam substéancias halogenadas e
sulfatadas em abundancia, com maior ou menor eficiéncia (Carvalho, L. R. & Roque,
N. F., 2000). As Rhodophytas se sobressaem a todos 0s organismos marinhos
produtores dessas substancias, sendo capazes de sintetizar metabdlitos halogenados da
mais fascinante diversidade, que podem pertencer a praticamente todas as classes
quimicas, desde hidrocarbonetos de baixo peso molecular, cetonas simples, fendis,
acetogeninas até sofisticados terpenos® Além disso, sdo eficientes na producdo de
polissacarideos sulfatados (carragenanas e agar), que chegam a representar mais de 70%

do seu peso seco.

As algas marinhas pardas (Phaeophyta) e verdes (Chlorophyta) sdo menos
eficientes na producdo de substancias halogenadas e ambas produzem polissacarideos

sulfatados.

As Rhodophytas se caracterizam por apresentar como principais pigmentos
fotossintetizantes, a clorofila a (clorofila d também ¢é referida), e os pigmentos
acessorios compostos de carotenos (como o betacaroteno) e ficobilinas (ficoeritrina,
ficocianina e aloficocianina), que sdo responsaveis pela coloracdo avermelhada destas
algas. Estes pigmentos permitem que as algas ocupem desde a zona superior da regido
entremarés até grandes profundidades, pois sdo capazes de absorver a luz com menores
comprimentos de onda (SILVA, 1.B, 2010).

O principal produto de reserva das algas vermelhas sdo os granulos de amido das
florideas. Armazenados no citoplasma, o amido das florideas € um composto que
possui propriedades intermediarias entre o amido (que é o produto de reserva das
plantas) e o glicogénio (reserva alimentar dos fungos, bactérias e de muitos organismos
ndo-vegetais).

A parede celular das Rhodophytas, assim como das Phaeophyta e Chlorophyta,
tem como componente principal a celulose (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2001). A
celulose da parede celular das Rhodophytas encontra-se embebida por um material
amorfo e mucilaginoso, responsavel pela flexibilidade, resisténcia e textura das algas.
Os principais componentes mucilaginosos das algas vermelhas sdo o agar, a carragenana
e o alginato (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2001).
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1.4. Polissacarideos sulfatados

Os carboidratos ou sacarideos (do grego sakcharon, aglcar) sdo as moléculas
bioldgicas mais abundantes do planeta. Quando estdo na forma de polimeros eles sdo
conhecidos como polissacarideos e constituem um dos principais quatro grupos de
macromoléculas que compfem os seres vivos. Até 1960 acreditava-se que 0s
carboidratos desempenhavam apenas funcGes passivas como fontes de energia (glicose,
amido, glicogénio) e como materiais estruturais (celulose) (LEHNIGER et al., 2006),
contudo, estes sacarideos podem ser encontrados na natureza desempenhando as mais
variadas funcGes quando associados a moléculas orgéanicas 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) sdo macromoléculas polianiénicas complexas
e heterogéneas formadas por unidades repetitivas de acUcares e carregadas
negativamente devido a presenca de grupos sulfatos.

Os polissacarideos sulfatados vem chamando atencéo dos pesquisadores por estarem
envolvidos em diversos processos celulares (HAN et al., 2005) e por apresentarem
diversas atividades faramacoldgicas (TOIDA et al., 2006; LEE et al., 2004;
ATHUKORALA et al., 2007). Eles ndo sdo encontrados em todos oS seres Vivos,
ocorrendo em todos os representantes do reino animal (BRITO et al., 2008; MOURA,
2004; SANTOS, 2006), no reino protista, sdo encontrados nas macroalgas (MARQUES,
2007; FARIAS et al., 2008; CARDOSO, 2007; AZEVEDO, 2008; MEDEIRQS, 2008)
e ha também registro da presenca de PS em bactéria, a cianobactéria Synechocyistis
aquatilis (VOLK et al., 2006). No reino plantae ha registro de poucas espécies que
sintetizam polissacarideos sulfatados. Aquino (2005) detectou a presenca de PS em 03
especies de vegetais marinhos enquanto Santos (2007) verificou a presenca de PS em
vegetais dulcicolas. Nao ha registro de polissacarideos sulfatados em vegetais terrestres,

fungos ou virus.

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 repeticdes de unidades dissacaridicas
constituidas de um residuo de aglcar ndo nitrogenado (&cido idurdnico, acido glucurdnico,

ou galactose) e de um residuo de hexosamina (glucosamina ou galoctosamina). Os GAGS
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se encontram ligados covalentemente a proteinas, formando um grupo de glicoconjugados

complexos denominados de proteoglicanos (DIETRICH, 1984).

A classificagdo dos GAGS beseia-se principalmente na estrutura quimica dos
polissacarideos sendo considerados os seguintes fatores: tipo de hexosamina encontrada;
acucar ndo nitrogenado; tipo de ligacdo glicosidica e quantidade e posi¢do dos grupamentos
sulfato (PAVAO et al., 1995; NADANAKA et al.,1998; NADER et al., 1999).

Nos vegetais superiores, maiores estudos sdo necessarios para a caracterizacdo dos
polissacarideos sulfatados. Aquino e colaboradores (2005) estudaram trés espécies de
angiospermas marinhas e detectaram a presenca de D-galactana sulfatada. Santos e
colaboradores (2007) também encotraram galactana sulfatada como principal constituinte

de trés especies de macrofitas marinhas.

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).

1.5. Polissacarideos de Algas Marinhas

Polissacarideos sdo polimeros de aglcar que contém mais de 20 unidades
monossacaridicas, podendo ter cadeias de centenas ou milhares destas unidades. Dessa
forma, sdo polimeros de média até alta massa molecular (NELSON & COX, 2002).

As algas marinhas sdo a fonte mais importante de PS de origem nédo-animal e sua
estrutura quimica varia de acordo com as diferentes espécies de algas (COSTA et al., 2010).
Os polissacarideos de algas apresentam em sua estrutura aglcares bastante comuns
como glicose, xilose e galactose, assim como possuem acUcares bastante especificos e
incomuns, diferentes dos encontrados em animais e vegetais terrestres como € o caso da
fucose e da anidrogalactose (ZHANG et al., 2003).

As algas sdo filogeneticamente divididas em 3 classes: Phaeophyceas ou algas
marrons, Rodhophyceas ou algas vermelhas e Chlorophyceas ou algas verdes. Cada
classe apresenta sua peculiaridade devido a presenca marcante de um grupo especifico
de polissacarideo sulfatado, caracteristicos da espécie daquela classe, ndo sendo
encontrado em outros seres vivos. Encontrados na matrix extracelular, estes

polissacarideos parecem desempenhar a funcdo de regulagdo mecénica, osmdtica e
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ibnica nas algas, adaptando-as ao meio ambiente (KLOAREG; QUATRANO, 1998;
ROCHA, et. al., 2006). Ainda com funcdo de osmorregulacdo, as algas biossintetizam
carboidratos de baixo peso molecular e/ou polidis (KARSTEN et al. 1993).

Os PS de algas marinhas vermelhas ocorrem na forma de galactanas sulfatadas
(PEREIRA et al., 2005; SILVA et al., 2010), de fucanas sulfatadas nas algas pardas
(MOURAO, 2004; AZEVEDO et al., 2009) e, nas algas verdes, os mais encontrados
sdo as arabino-galactanas e as raminoses (GHOSH et al., 2004; ZHANG et al., 2008).

Nas algas marrons encontram-se polissacarideos sulfatados que tém como
principal caracteristica a presenga do monossacarideo a-L-fucose sulfatada
(ALBUQUERQUE et. al., 2004). O termo geral para designar esses polissacarideos é
fucana. Quando uma fucana apresenta menos de 90% de residuos de a-L-fucose
sulfatada, elas sdo chamadas de fucoidanas ou heterofucanas (ROCHA et al., 2006).

Os polissacarideos das algas verdes sdo polimeros heterogéneos altamente
ramificados, ricos em galactose, manose, xilose, arabinose, glicose e/ou acidos
urbnicos, porém, homopolissacarideos como xilanas e galactanas podem ser
encontrados e ndo apresentam unidades repetitivas dissacaridicas como ocorre nos
glicosaminoglicanos (MATSUBARA, et al., 2001; FARIAS, et al., 2008).

Das algas vermelhas sdo obtidas as agaranas e as carragenanas, cuja estrutura
basica é composta de uma cadeia linear, formada por unidades de (3-D-galactose ligadas
1—3 (unidade A) a a-D/L-galactose ligados nas posi¢des 1—4 (unidade B) arranjadas
na forma de uma unidade de repeticio (AB)n . As unidades a-D-galactose no
dissacarideo podem ser biologicamente convertidas no derivado 3,6 anidro pela
eliminacdo de grupos sulfato na posicdo 6. Nas agaranas, a unidade B esta presente
como o-L-galactose, que pode estar na forma de 3,6-anidro ou pode ser substituida na
posicdo 6 por grupos sulfato. As carragenanas diferenciam-se das agaranas por
possuirem a unidade B na forma de a-D-galactose. As carragenanas séo encontradas nas
especies Soliera, Eucheuma, Maristiella e Callophucis, e as agaranas nas espécies
Gracilaria, Gelidium e Pterocladias (CUNHA et al., 2009). H4 uma variacdo estrutural
entre os polissacarideos obtidos de galactanas sulfatadas de diferentes espécies de algas
vermelhas coletadas em ambientes diferentes ou em periodos diferentes do ano
(SORIANO, et al., 2005). Além das carragenanas terem grande importancia nas
industrias alimenticias e cosméticas, elas vém sendo utilizadas como ferramentas para

investigar o processo inflamatdrio em ratos e camundongos (LEVY,1969).



22

1.6. Galactanas Sulfatadas de Rhodophytas

As algas vermelhas biossintetizam uma grande variedade de galactanas
sulfatadas que s@o os principais componentes da matriz intercelular. As galactanas
consistem de polimeros de galactose, mais especificamente, por cadeias lineares de
dissacarideos repetitivos. Cada dissacarideo € constituido por duas subunidades, A e
B, e 0 polissacarideo é formado pela alternancia dessas unidades (AB), (FIGURA 01).
A unidade A ¢ representada pela 3-D-galactopiranose ligadas atraves dos carbonos C-
1 e C-3 enquanto a subunidade B é representada pela a-galactopiranose ligadas
através dos carbonos C-1 e C-4. Algumas unidades B podem ocorrer na forma
ciclizada entre os carbonos C-3 e C-6, formando o composto 3,6-anidro-a-L-galactose
(PAINTER, 1983).

Segundo RESS (1961 apud USOV, 1998) o residuo de a-L-galactose 6-sulfato é
0 precursor biologico do residuo de 3,6-anidrogalactose-a-L-galactose. Ha duas
formas de promover essa conversdo. A primeira, natural, a reacdo é catalisada nos
tecidos algais por uma enzima especifica chamada sulfato eliminase. Uma segunda

forma pode ser realizada quimicamente por tratamento alcalino dos polissacarideos.

[ (— 3)-p-D-galactopiranose - (1—4)-a-galactopiranose-(1—) | n
I | | |

| |
Unidade A Unidade B

FIGURA 01: Representacdo esquematica estrutural das galactanas de algas vermelhas

A mais simples classificagdo das galactanas de algas marinhas é feita de acordo
com a estereoquimica da unidade B: sendo a unidade B pertencente a série D, estas
galactanas séo classificadas como carragenanas; sendo a unidade B pertencente a série
L, as galactanas séo classificadas como agaranas. No entanto, estudos estruturais
detalhados demonstram um terceiro grupo de galactanas onde a unidade B apresenta
configuracdo D- e L- na mesma molécula. Polissacarideos com essa estrutura sao
denominados de carragar (CHOPIN et al., 1999) ou hibridos — D/L (STORTZ &
CEREZO, 2000). Uma caracteristica bastante comum nas galactanas de Rhodophytas é
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a possibilidade de substituicdo dos grupos hidroxila por ésteres de sulfato, grupos metil,
grupos acetal de acido piravico e em alguns casos, por monossacarideos adicionais
(PAINTER, 1983; FALSHAL; FURNEAUX; STEVENSON, 2005; USOV, 1998;
MOLLET; RAHAOUI; LEMOINE, 1998; MARINHO-SORIANO, 2001). Esses grupos
substituintes ocorrem nas agaranas e carragenanas de forma bem peculiar: geralmente as
carragenanas tém maior conteudo de sulfato que as agaranas. Por outro lado, as
agaranas apresentam maior grau de substituicdo por grupos metil e piruvatos que as
carragenanas (LAHAYE, 2001).

Com o intuito de facilitar e homogeneizar a escrita das unidades
dissacaridicas repetitivas das galactanas KNUTSEN et al. (1994) desenvolveram uma
nomenclatura simbolica, na qual as unidades A (B-galactopiranose) sdo simbolizadas
pela letra G, e as unidades B quando pertencentes ao grupo das carragenanas Sao
simbolizadas pela letra D (a-D-galactopiranose) e DA (3,6-anidro-a-D-galactose). As
substituicdes por grupos metil, sulfato e xilose recebem o nimero correspondente ao
carbono que esta sendo substituido e as letras correspondentes ao tipo de substituinte M,
S e X, respectivamente. Acetal de &cido pirdvico substituindo as unidades A sdo
representados simbolicamente de GP. Segundo essa nomenclatura, pode-se observar na
TABELA 01 algumas unidades monossacaridicas com suas correspondentes letras

codificadas.
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TABELA 01: Codificacdo dos residuos de agucar e grupos substituintes presentes nas
galactanas (KNUTSEN et al, 1994). NUmeros correspondem o &omo de carbono no
qual o substituinte encontra-se ligado.

Cadigo Unidade monossacaridica correspondente

D (1—4)-a -D-galactopiranosil

DA (1—4)-3,6-anidro-a-D-galactopiranosil

G 3-ligado -p-D-galactopiranosil

L (1—4)-a -L-galactopiranosil

LA (1—4)-3,6-anidro- a -L-galactopiranosil

M O-metil

P 4,6-0-(1-carboxietilideno)

S Ester Sultato

L2M,6S (1—4)-2-O-metil- o -L-galactopiranosil-6-sulfato

—3)-p -D-galactopiranosil 4-sulfato (1—4) 3,6-anidro- o

G4S-DA-G -D-galactopiranosil (1—3) 8 -D-galactopiranosil (1—

A caracterizacdo quimica das galactanas de algas vermelhas, bem como o
namero e os tipos de substituintes, &€ um passo essencial para o estudo das propriedades
e aplicacdes desses polimeros. Métodos quimicos e espectroscdpicos sao as principais
ferramentas para a caracterizagdo de galactanas de Rhodophytas (FALSHAW;
FURNEAUX, 1994; USOV, 1998).

1.6.1. Agaranas

As agaranas formam uma classe de galactanas que ocorrem na matriz
extracelular de diversas espécies de algas marinhas vermelhas (Rhodophyta),
especialmente os membros das familias Gelidiaceae e Gracilariaceae (ARMISEN;
GALACTAS, 1987 apud MARINHO-SORIANO; BOURRET, 2005). Sua fungdo, se
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assemelha a dos polissacarideos de parede celular de plantas terrestres, porém, enquanto
estas requerem uma estrutura rigida capaz de resistir a constante atracdo da gravidade,
as algas marinhas precisam de uma maior flexibilidade em sua estrutura para acomodar

as variacOes nas correntes marinhas e movimento das ondas.

O 4gar consiste em dois diferentes componentes: agarose e agaropectina. A
agarose € um polissacarideo neutro, caracterizado por uma estrutura linear de unidades
repetidas do dissacarideo agarobiose [(1—3)-pB-D-galactose e (1—4)-3,6-anidro-a.-L-
galactose. J& a agaropectina caracteriza-se como um polissacarideo &cido contendo
sulfato, metil, acido piravico e acido D-glucurdnico adicionado a agarobiose (ARAKI,
1966 apud MARINHO-SORIANO; BOURRET, 2005). KNUTSEN, et al (1994)
propuseram que o termo ‘“agarana” deveria ser empregado para designar polissacarideos

constituidos por mondmeros de dissacarideos repetitivos de (— 3)-p-D-galactose ligada

a (1—4)-a-L-galactose (FIGURA 02).

R =H ou CH3;
R’ =H ou SO3

R’ =H ou CH
N -t
n
unidade A unidade B

FIGURA 02. Estrutura basica repetitiva de agaranas, com unidades D- e L-alternantes.

Por outro lado, o termo ‘“agarose” designaria o polissacarideo semelhante as
agaranas, porém, sua unidade B (4-O-ligada) ocorreria na forma de 3,6-anidro-o-L-
galactose, ou simplesmente 3,6-anidrogalactose (FIGURA 03 I). Segundo NOSEDA e
CEREZO (1995) a agarose teria como precursor bioldgico natural o composto a-L-

galactose-6-sulfato. (FIGURA 03 II). A agarose ¢é a galactana com maior propriedade
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gelificante devido a presenca da ligacdo anidrica entre os carbonos C- 3 e C-6 da
unidade B das galactanas. (KNUTSEN et al, 1994).

p
() ™ /(II)

FIGURA 03. Estruturas extremas encontradas em agaranas: Agarose (I); Precursor da

Agarose (I1).

Geralmente, espécies do género Gracilaria produzem agar com baixa qualidade
devido ao alto conteddo de sulfato (MARINHO-SORIANO, 2001). No entanto, a
qualidade do agar pode ser aumentada através do tratamento de hidr6lise alcalina, com
conversdo de L-galactose-6-sulfato para 3,6-anidro-L-galactose (ARMISEN;
GALACTAS, 1987).

Géis de agarose modificados quimicamente sdo utilizados em laborat6rios em
cromatografias de troca-ibnoca (DEAE-Sepharose, CM-Sepharose). Estes géis estdo
entre 0s meios mais utilizados para eletroforese, assim como também o &gar €
amplamente utilizado para solidificar meios de cultura de microorganismos (NOSEDA,
1994).

As agaranas podem ser utilizadas na fabricacdo de céapsulas de vitaminas e
outras drogas, em materiais odontologicos e como base para cosméticos. S&o
igualmente empregados como agentes que impedem a dessecacdo de produtos de
confeitaria, na preparacdo de geléias e sobremesas e como conservantes temporarios

para carne e peixe em regides tropicas (RENN, 1997).
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1.6.2. Carragenanas

As carragenanas sdo polissacarideos sulfatados extraidos de Rhodophytas, com
cadeia linear, solGveis em agua e sdo muito explorados comercialmente devido suas
propriedades gelificantes e estabilizantes (DE RUITER; RUDOLPH, 1997; VAN DE
VELDE et al.,2002). Esse grupo de galactanas é formado por unidades repetitivas de
dimeros contendo (1—3)-B-D-galatopiranose (unidade A) ligadas a (1—4)-a-D-
galactopiranose (unidade B). (FALSHAW, FURNEAUX; STEVENSON, 2005; USOV,
1998; MOLLET; RAHAOUI; LEMOINE, 1998 MARINHIO-SORIANO, 2001; DE
RUITER; RUDOLPH, 1997; VAN DE VELDE et al.,2002). Esta ultima unidade pode
ser encontrada na forma totalmente ciclizada de 3,6-anidro-a-D-galactose, ou ainda na
sua forma precursora de anidro-agicar a-D-galactose-6-sulfato. Geralmente as
carragenanas apresentam uma alta porcentagem de grupos sulfato e uma baixa

porcentagem de grupos O-metil naturais (PAINTER,1983).

R’ =H ou SO35
CH,OR
OR o CH,OR 0
O 7
_ OR OR
O HO
N J J
Y Y
Unidade A Unidade B

FIGURA 04: Padréo estrutural do dissacarideo presente nas carragenanas.

Tradicionalmente, as carragenanas sdo classificadas por letras gregas, que
indicavam o maior componente de uma amostra. Essa identificacdo € bastante utilizada
na ciéncia, legislacdo e regulacdo, porém, apresenta problemas no ponto de vista
cientifico, pois se trata de uma nomenclatura ndo logica, inflexivel, e incapaz de
descrever, sem ambiglidade, polimeros complexos (DE RUITER; RUDOLPH, 1997).
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Tendo em vista esse problema, uma nova nomenclatura foi proposta por KNUTSEN et
al (1994), e atribuia letras-cddigo para identificar cada monémero que compunha a
galactana. Essa nomenclatura baseada em letras-cédigo, apresentada na TABELA 02, é
atualmente adotada pela “International Union of Pure and Aplied Chemistry” (IUPAC),
e proporciona uma classificacdo sistematica para polimeros complexos (VAN DE
VELDE et al., 2002).

TABELA 02: Nomenclatura alternativa para as carragenanas proposta por Knutsen et
al (1994), modificada por Cauduro et al. (2000)

Unidade A (1—3) Unidade B (1—4)  Carragenana Familia
G4S DA K (kappa) Kappa
G4S DA2S 1 (iota)

G4S D6S n (mu)

G4S D2S,6S v (nu)

G4S D2S o (omicron)

G DA S (beta) Beta

G D6S v (gamma)

G D2S,6S d (delta)

G DAZ2S a (alpha)

G2S D2S,6S A (lambda) Lambda
G2S DA2S 0 (theta)

G2S D2S & (xi)

GP,2S D2S 7 (pi)

G6S DA ® (omega) Omega
G6S D6S W(psi)

Geralmente, as carragenanas naturais sdo misturas de diferentes polissacarideos
sulfatados. Diferentes tipos de hibridos de carragenanas sdo bastante relatados como « /
t- hibrido , « / f-hibrido, & / 6-hibrido, v / i-hibrido, e mais estruturas complexas
contendo unidades metiladas e piruvatadas (VAN DE VELDE, 2008). As misturas e
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propor¢bes de carragenana podem variar de acordo com espécies, ciclo de vida,
condicBes fisiologicas e ambientais. Os estagios do ciclo reprodutivo de espécies da
familia Gigartinaceae afetam as estruturas de suas carragenanas, a alga Gigartina
pistillata biossintetiza na sua fase gametofitica um heteropolissacarideo constituido
majoritariamente por kappa/iota-carragenana, e baixas propor¢des de nu-carragenana.
J4 na fase tetrasporofitica a alga biossintetiza um complexo de lambda/xi/pi-
carragenana, com grande parte das unidades A 2,6-dissulfatadas (AMIMI et al., 2001).

O contetido de —0O-SO3 nos polissacarideos sulfatados pode variar entre O-
41%(m/m), podendo resultar em polimeros altamente carregados negativamente.
Carragenanas comerciais, como a k, 1 € A contém 22, 32 e 38% (m/m) de sulfato,
respectivamente, e massa molecular entre 400 e 600 kDa. A determinacdo do contetdo
de sulfato, bem como as posicOes desses grupos, € importante para o estudo das
propriedades reoldgicas dos polimeros, suas aplicagcfes em alimentos e cosméticos e
suas possiveis aplicacfes medicas (DE RUITER; RUDOLPH, 1997).

Entre as carragenanas, as gelificantes (kappa- e iota-) e as ndo gelificantes
(lambda-carragenana) sao amplamente utilizadas em diversos setores da inddstria. As
carragenanas gelificantes diferem nas propriedades dos hidrogéis (PICULELL,1995)

A lambda-carragenana é a carragenana mais sulfatada (G2S-D2,6S). Hélices
ordenadas ndo sdo formadas por essa estrutura, dessa forma, a lambda-carragenana néo
forma gel. As espécies formadoras de gel geralmente apresentam a unidade B na forma
de 3,6-anidrogalactose (PICULELL, 1995).

As carragenanas do tipo k € 1 tém a propriedade de formar gel devido a presenga
de um residuo de 3,6-anidrogalactose na unidade B do dissacarideo enquanto a A-
carragenana, caracteriza-se pela alta viscosidade, e pela incapacidade de formar gel (DE
RUITER; RUDOLPH, 1997; VAN DE VELDE et al., 2002).

As carragenanas podem ser usadas como géis, espessantes ou em suspensao,
elas estabilizam emulsdes e controlam a sinerese (perda de agua), proporcionando
dispersdo, ligacdo e corpo ao produto final. O principal uso das carragenanas, em
particular na industria alimenticia € em produtos derivados do leite (GUISELEY et
al.,1980)
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1.6.3. Hibrido D/L

Alem dos principais tipos de galactanas (agaranas e carragenanas), um terceiro
tipo foi identificado. Trata-se de um grupo de galactanas que apresentam caracteristicas
tanto de agaranas quanto de carragenanas. Inicialmente, esse novo grupo foi chamado
de carragar (CHOPIN; KERIN; MAZEROLLE, 1999), mas, posteriormente, STORTZ e
CEREZO (2000) propuseram o nome galactana DL-hibrida. A principal caracteristica
das galactanas DL-hibridas estd na unidade B da estrutura regular das galactanas, que
pode ocorrer tanto na forma D quanto na forma L. Dessa forma, a determinacdo das

unidades enantioméricas é o ponto fundamental para a caracteriza¢éo dessas galactanas.

[ (— 3)-p-D-galactopiranose - (1—4)-a- D/L-galactopiranose-(1—) | n

Unidade A Unidade B
(D-) (D-eL-)

FIGURA 05: Representacdo esquematica estrutural das galactanas DL-hibridas de

algas vermelhas

As galactanas DL-hibridas sdo definidas de acordo com a proporcdo da
configuracdo presente na unidade B das galactanas. Quando a molécula € constituida
principalmente por carragenanas (a-D-galactose), a galactana hibrida é denominada
carragenana-hibrida-D/L, mas quando as principais unidades dissacaridicas sdo
moléculas de agaranas (o-L-galactose), o polimero hibrido é denominado de agarana-
hibrida-D/L (ESTEVEZ; CIANCIA; CEREZO, 2004).

A recente descoberta das galactanas do DL-hibridas proporcionou o estudo mais
minucioso das algas consideradas anteriormente como agarofitas ou carragendfitas
exclusivas. Apesar de o género Gymnogongrus ser considerado como carragenofito,
ESTEVEZ, CIANCIA e CEREZO (2004) encontraram uma galactana DL-hibrida, com
maiores quantidades de agaranas e carragenanas tipicas e menores quantidades de
agaranas com padrdo ndo usual. A alga Kappaphycus alvarezii apresentou uma

galactana DL-hibrida constituida de agaranas e agarana-k-carragenana, € marcante
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presenca de Ca** e Mg®*. Os cétions divalentes atuariam como agente agregante entre
galactanas hibridas (ESTEVEZ; CIANCIA; CEREZO, 2004).

1.7 EFEITOS BIOLOGICOS DOS POLISSACARIDEOS DAS RODOPHYTAS

Os polissacarideos derivados de algas marinhas, além de serem muito requeridos
pela inddstria, tém surgido nos ultimos anos como uma fonte rica e importante de
compostos naturais bioativos e, por esta razdo, a producdo e as aplicacbes 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 contaminacdo por particulas virais por serem de origem ndo-animal
(LEITE et al., 1998) e toxicidade relativamente minima (TALARICO et al., 2005).

As atividades bioldgicas dos polissacarideos sulfatados dependem da sua
estrutura quimica, peso molecular e cadeia de conformagdo (WIJESEKARA, et al.,
2011).

Como a heparina e outros PS, as galactanas sdo potentes anticoagulantes que
dependem nédo s6 da densidade de cargas, como também, das posicdes do radical sulfato
na molécula (PEREIRA et al., 2005; FONSECA et al., 2008).

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

As carragenanas sdo conhecidas como poderosos agentes que causam a
inflamacdo, dessa maneira, 0 edema de pata induzido por carragenana constitui um
modelo classico amplamente utilizado no desenvolvimento de medicamentos anti-
inflamatdrios. Foi demostrando na investigagdo comparativa de trés carragenanas
comerciais indutoras de edema de pata, que 1 e A carragenanas t€ém maior potencial
inflamatorio do que a x-carragenana, provavelmente devido ao seu elevado teor de
sulfato (USOV, 2011). Apesar disso, recentemente uma fragdo polissacaridica sulfatada
da alga vermelha Gracilaria birdiae apresentou um efeito anti-inflamatorio, fornecendo
evidéncias, pela primeira vez, que a acdo anti-inflamatoria estd relacionada com a
integridade da via da hemoxigenase, dando uma nova Vvisdo sobre 0s mecanismos de
acao das galactanas sulfatadas (VANDERLEI et al., 2011)
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Segundo Araujo et al. (2011), uma fracdo polissacaridica sulfatada da alga
marinha vermelha Solieria filiformis demonstrou efeito antinociceptivo em modelos
experimentais de nocicepgdo. No entanto, em modelos inflamatdrios possuiu efeito pro-
inflamatdrio sugerindo o envolvimento de mediadores inflamatorios tais como:
prostaglandinas, 6xido 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, varios 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 formacéo 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 alga de importancia econdémica 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 fragdo
polissacaridica apresentou efeito na miocontratilidade no duodeno e reducdo da
distencdo gastrica em ratos (GRACA et al., 2011).

1.8 DOR

A dor é uma experiéncia sensorial desagradavel e de complexa percepcéo,
ocorre desde um pequeno desconforto até um processo destrutivo, com graves danos aos
tecidos, sendo expressa por reagdo organica e emocional. No entanto, a melhor
definicdo para dor foi determinada pela IASP — Associacdo Internacional para Estudo da
Dor, definindo-a como uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel, associada
ao dano tecidual real ou potencial, ou descrita em termo de tal lesdo (RAINVILLE,
2002; ALMEIDA et al, 2004). A dor pode ser diferenciada principalmente em dor
aguda e cronica (OZKAY et al., 2013). A dor aguda, que também é conhecida como dor
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rapida, dor de picadas e dor elétrica, atua como um mecanismo de alerta importante para
a pessoa, instruindo o cérebro para remover o individuo do estimulo da dor particular. A
dor crénica, que também é conhecido como dor em queimagcdo, lenta, forte, latejante e
que pode provocar nduseas, geralmente é associado com a destruicdo dos tecidos. A dor
crénica leva a um sofrimento insuportavel prolongado (OZKAY et al., 2013;
BUSCHMANN et al., 2002; GUYTON and HALL, 2006).

A dor é uma experiéncia subjetiva dificil de definir, podendo ser uma resposta
direta a um evento desfavoravel, associado a danos teciduais, como lesdo, inflamagéo
ou cancer, 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 tratamento da dor é atualmente uma area muito ativa na pesquisa
farmacoldgica, porque compostos analgésicos utilizados clinicamente podem causar
efeitos colaterais inaceitaveis. Em particular, os medicamentos anti-inflamatérios néo-
esteroides (AINES) tradicionais estdo associados com complicacBes gastrointestinais
graves, tais como sangramentos, lesdes e Ulceras. Além disso, por causa dos efeitos
colaterais percebidos e temores de dependéncia e tolerancia associado com potentes
analgésicos opiaceos, seu uso € polémico e restrito. Assim, sdo necessarios mais estudos
para descobrir novas alternativas para o tratamento da dor. Além disso a novos
compostos quimicos sintetizados atraveés de métodos de quimica medicinal, substancias
naturais, obtidos a partir de plantas medicinais ganharam importancia no processo de
descoberta e desenvolvimento de novos candidatos a farmacos analgésicos. (LAPA
FDA etal., 2009; LI et al., 2012; LOSCALZO et al., 2011).

1.8.1. Tipos de Dor
A dor é um fendmeno bioldgico complexo que envolve intrincados componentes
neurofisioldgicos, comportamentais, psicossociais e afetivo (MCDOUGALL, 2011). Do
ponto de vista temporal a dor pode ser classificada em aguda, que € aquela de curta
duracdo, e cronica, dor demorada, que quase sempre denota um estado patoldgico.
Outros tipos de dor que podem ser citados sdo (RANG et al., 2003):

1) Nociceptiva — é a dor cujo mecanismo resulta da ativagdo de
determinadas subpopulagdes de neurbnios sensitivos primarios especificos que
transmitem a informacdo nociceptiva da medula espinhal de onde é
retransmitido para niveis supra-espinhal (JULIUS; BASBAUM, 2001; VERRI et



34

al., 2006). Portanto é uma resposta direta a um evento indesejado associado a
leséo tecidual e difere de dor simplesmente por ndo apresentar o componente
afetivo (RANG et al., 2007). Nociceptores sdo receptores em tecidos que séo
ativados automaticamente por estimulos dolorosos especificos. Ha dois tipos de
nociceptores, os de alto limiar, que respondem a deformacdes mecéanicas e 0s
nociceptores polimodais, que respondem a uma variedade de mediadores
inflamatorios como: ions 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). Os nociceptores polimodais correspondem ao

principal tipo de neurdnio sensitivo periférico que responde a estimulos nocivos.
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Figura 6 — Mediadores inflamatdrios ativando e sensibilizando os nociceptores
Modificado de Julius & Basbaum, 2001.
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O sistema nociceptivo também possui fibras nervosas caracteristicamente
distribuidas nos tecidos, sendo responsaveis pela informacdo dolorosa. Dentre estas
fibras, a A-delta (Ad) e a C estdo associadas a inflamagdo e sdo capazes de transduzir
impulsos provenientes de estimulos quimicos, térmicos e mecanicos, em impulsos
elétricos, que sdo transmitidos ao sistema nervoso central, apds 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).

Ao entrar no corno dorsal da medula espinhal, os impulsos sdo transmitidos através
de neurénios de segunda ordem ao longo de vias ascendentes para o cérebro (Figura 2).
Ao veicular esses impulsos para areas especificas do cérebro, como 0 cortex
somatosensorial e a amigdala os sinais eletroquimicos sdo moldados em uma
experiéncia fisica que incorpora reflexos motores de protecdo e respostas emocionais
(MCDOUGALL, 2011).

Cérebro— Dor
Comportamento
afetivo

Processos ascendentes

Neurdnio de

Ganglio dorsal da
segunda ordem

medula espinhal
(Corpo celular)

Medula espinhal
Aferente
primario

Nociceptor

Opidides e
( Proteases —© Leucacito
)\

Bradicinina
%.r“""‘-r
' ~ Mastocito
13y &

~ Mecdnico

Estimulos Calor ﬂ Citocinas Histamina \

ambientais T Frio @315 ' .

‘ ' Queratindcito
&9/
Quimico “#
- S~ s
Macrofago
‘

’




36

Figura 7 — O caminho no qual a dor percorre, da periferia até o cérebro. Estimulos
nocivos podem ativar os nociceptores causando a sensacdo de dor. Varias células
residentes nas proximidades das terminagdes nervosas podem liberar mediadores que
podem tanto aumentar quanto reduzir o limiar de ativacdo dos nervos. Adaptado de
McDougall (2011).

2) Neurogénica — € aquela que ocorre com o dano diretamente sobre as inervagoes.
A distribuicdo da dor neuropética pode ser variavel de individuo para individuo,
devido a peculiaridades anatdmicas. Existem fibras sensitivas e motoras que
fazem conexdes intradurais entre segmentos de medula (um dano neural perto do
forame intervertebral pode afetar fibras nervosas associadas com mais de um
nivel de medula). Os neurdnios do SNC se tornam sensibilizados depois de
danos dos nervos periféricos e ampliam seus campos receptivos. Em decorréncia
disto, sintomas neuropaticos periféricos podem ir além dos limites dermatomais
tipicos (NEE E BUTLER, 2010).

3) Neuropatica — dor causada por lesdo ou disfuncdo do sistema nervoso, como
resultado da ativacdo anormal da via nociceptiva (fibras de pequeno calibre e
trato espinotalamico) (SCHESTATSKY, P., 2008).

4) Inflamatdria — caracterizada pela sensibilizacdo dos neurdnios produzida pela
ativacdo da cascata de citocininas, as quais sdo substancias de natureza
peptidica, liberadas no tecido inflamatério e de células do sistema
imunobioldgico.

5) Dor psicogénica — é aquela que ndo possui causa organica, mas se expressa em

consequéncias de problemas psicologicos (MENEZES, 1999) .

1.9 INFLAMACAO

O termo inflamacdo 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
producdo e manipulacao.

Os sinais cardeais visiveis da inflamacdo do tecido ja foram descritos por

Cornelius Celsus, e incluem: edema, eritema, calor, dor e perda da fungédo ja sendo
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conhecidos por civilizagdes antigas. Hieroglifos 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 inflamac¢do em si ndo deve ser considerada como
uma doenca, mas como uma operacdo salutar conseqiiente a alguma violéncia ou
alguma doenca” (SERHAN, 2007).

O processo inflamatdrio é 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 biologica tendo como objetivo destruir,
imobilizar ou diluir o agente lesivo, isolar a leséo, inativar as toxinas e preparar o tecido
ou Orgdo para a cicatrizacdo e reparagdo (ROBBINS et al., 2005). No entanto, a
inflamacdo excessiva ou inadequada é a causa de inimeras doencas, incluindo artrite
reumatdide, psoriase e doenca inflamatoria intestinal. Além disso, a inflamacdo é o
maior componente dos danos causados por doencas auto-imunes, e € um colaborador
fundamental para doengas como cancer, diabetes e doencas cardiovasculares (LUCAS
et al., 2006).

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

O processo inflamatério é composto de trés fases, cada qual mediada por
diferentes mecanismos: a fase inicial, chamada de fase aguda que é caracterizada
principalmente por vasodilatacdo local e aumento da permeabilidade vascular,
geralmente tem duracdo relativamente curta e as primeiras manifestacfes clinicas
observadas incluem os sinais cardinais da inflamacdo. Além disso, esta fase apresenta
infiltrado predominantemente neutrofilico; uma fase tardia, com a infiltracdo de
leucdcitos e células fagocitarias; e a fase proliferativa crbénica, na qual ocorre
degeneracéo tecidual e fibrose (SPINOSA et al.; GILMAN et al., 2006).

A resposta inflamatoria aguda para ser bem sucedida deve resultar na eliminagao
dos agentes infecciosos seguido por uma resolucéo e fase de reparacdo, que é mediada
principalmente por macrdfagos recrutados e macrofagos residentes nos tecidos
(MEDZHITOV, 2008). Devido a sua localizacéo estratégica, proximo ao local da lesdo,
as celulas residentes do tecido sdo os indutores primérios da reacdo inflamatdria
(SCHRODER; TSCHOPP, 2010). A resposta de fase aguda também compreende
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mudangas na concentracdo plasmatica de proteinas hepaticas (proteinas de fase aguda),
hormbnios, metabolitos intermediarios, neutrofilia e alteracdo do set point cerebral de
controle dos sinais de doenga, sendo coletivamente chamados de “comportamento de
doenga”. Esse comportamento inclui 0 desenvolvimento de febre, perda do apetite,
aumento do ciclo de sono, diminuicdo da atividade motora, reducdo da libido e
diminuigdo do comportamento de alerta (ROTH et al., 2009).

No caso de uma evolugdo favoravel, o processo inflamatorio passa entdo para a
fase de reparacdo havendo a eliminacdo do agente causal, a formacdo de tecido de
granulacdo e a cicatrizacdo. Se a evolucao for desfavoravel, pode ocorrer supuragéo, ou
seja, 0S micro-organismos superam as defesas orgéanicas, lisando as células
leucocitérias, formando colecdo purulenta ou pode haver a cronificagdo do processo
(SPINOSA et al., 2006; GILMAN et al., 2006; KATZUNG, 2006). Assim, a fase
crénica depende ou ndo 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 proliferagdo de tecido conjuntivo. A inflamacéo
crbnica € considerada um processo prolongado que pode ter semanas ou até anos de
duracdo (BAUHMANN; GAUDIE, 1994).

Os eventos que levam a inflamacdo cronica localizada, especialmente em
infeccbes crbnicas e doencas auto-imunes, sdo parcialmente compreendidos. Muito
menos € conhecido sobre as causas e 0s mecanismos sistémicos de inflamacéo crénica
que ocorre em uma ampla variedade de doencas. Estes estados de inflamacdo crénica
ndo parecem ser causados por instigadores classicos da inflamacdo como infeccGes e
lesGes. Em vez disso, eles parecem estar associados ao mau funcionamento dos tecidos,
isto é, com o desequilibrio homeostatico de um dos varios sistemas fisiol6gicos que nao
estdo diretamente relacionadas funcionalmente a defesa do hospedeiro ou reparo
tecidual (MEDZHITOV, 2008).

As caracteristicas apresentadas tanto pela inflamacdo aguda como cronica

podem ser divididas em eventos vasculares e celulares.

1.9.1. Eventos vasculares

As células endoteliais que revestem o0s vasos sanguineos regulam uma variedade

de fungdes como tonus vascular, coagulacdo do sangue, inflamagdo, angiogénese e a



39

homeostasia do sangue. Um aumento significativo e duradouro da permeabilidade
vascular ¢ uma marca registrada de doencas inflamatorias 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 € um fator
chave na manutencdo do equilibrio de fluidos dos tecidos (WANG; DUDEK, 2009).

ApoGs a lesdo tecidual, os vasos sangiineos locais sofrem uma vasoconstri¢do
transitoria seguida de vasodilatacdo por agdo de uma variedade de mediadores
inflamatdrios produzidos no plasma e/ou pela interacdo do microrganismo com células
teciduais (VANE, 1994). Devido a vasodilatacdo ocorre um aumento do fluxo
sangliineo, o que provoca calor e eritema. Posteriormente, como resultado do aumento
de permeabilidade da microvasculatura e consequente 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 prdprio agente agressor atua sobre a parede vascular, ou indiretos, em
que hd acdo de mediadores quimicos que podem ativar receptores nas células
endoteliais. Neste processo, estdo envolvidos citocinas como a interleucina-1 (IL-1) e 0
fator de necrose tumoral (TNF-a) que causam reorganizacao citoesquelética endotelial;
histamina e leucotrienos que causam contracdo endotelial e fator de crescimento
endotelial, que promove transcitose e neovasculariza¢do, que aumenta o extravasamento
de fluidos. Portanto, sdo varias as substancias quimicas produzidas durante a inflamacéo
gue 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.

1.9.2. Eventos celulares

Dentre as células envolvidas na inflamacéo, algumas estdo presentes nos tecidos
como as células endoteliais vasculares, mastécitos e macréfagos, enquanto plaquetas e
leucdcitos polimorfonucleares (PMN - neutréfilos, basofilos e eosinofilos) e
mononucleares (monadcitos e linfécitos) tém acesso a area de inflamacdo 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.
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Essas células atuam principalmente na homeostasia, regulando a angiogenese,
participando da resposta imune, gerando citocinas que modulam a atividade dos
linfocitos, entre outros.

Os mastocitos por sua vez, caracterizam-se por serem células globulosas,
grandes, com o citoplasma carregado de granulos que contém mediadores quimicos da
inflamag&o como a heparina, histamina, serotonina e fator quimiostatico para neutrofilos
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004). Eles estdo intimamente envolvidos com a
patogenia da inflamacdo aguda, principalmente pela liberacdo da histamina que produz
a vasodilatacdo venular (BOCHSLER; SLAUSON, 2002) e PAF que promove a adesdo
leucocitéria dependente de CD18 (MCNEIL, 1996). Os mastocitos também produzem
as substancias necessarias para os trés fatores essenciais do recrutamento dos leucécitos
que incluem selectinas, moléculas de adesdo e fatores quimiotaticos. Em leucdcitos
recrutados para os tecidos, os 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 macréfagos que colonizam
0s varios orgdos e tecidos. Os macrofagos se originam dos mondcitos do sangue, e
recebem varias denominacdes dependendo de suas caracteristicas. O macréfago tem
papel central nas rea¢es 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 formacdo 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).

Considerando as plaquetas, essas sdo citoplastos anucleadas que tém uma vida
uatil de 8 a 12 dias, s&o bem conhecidos por terem um papel fundamental na hemostasia
e trombose. Mais recentemente, entretanto, tornou-se aparente que elas desempenham
um papel importante na inflamacdo produzindo um grande numero de mediadores
lipidicos e citocinas pro-inflamatdrias, desempenhando um papel vital no recrutamento
de leucocitos no tecido inflamado, posteriormente as plaquetas potencializam o
processo inflamatério por apoptose inibicdo de PMNs, mondcitos e eosinofilos
(O'SULLIVAN; MICHELSON, 2006).
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Os globulos brancos ou leucdcitos 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 infeccdo.
Subtipos de leucdcitos sdo distinguidos por caracteristicas fisicas e funcionais. Eles tém
uma origem comum em células-tronco hematopoiéticas e desenvolvem ao longo de
distintas vias de diferenciagdo 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 mondcitos ou residem nos tecidos como os macrofagos (GEISSMANN et
al., 2010.)

Os neutrofilos tém nucleos formados por 2 a 5 I6bulos (mais freqiientemente 3
I6bulos) (JUNQUEIRA, CARNEIRO, 2004) e constituem na primeira linha de defesa
celular contra a invasdo de microorganismos, ja que sdo 0s primeiros leucocitos a
alcancarem a area de inflamacdo, sendo fagocitos ativos de particulas de pequenas
dimensdes (RANG et al., 2007).

Séo os leucdcitos as células predominantes na circulagcdo, 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 fungbes 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 inflamagdo, pois funcionam
como descarregadores do conteddo dos granulos citoplasmaticos nos vacuolos
fagocitarios, além de reconhecer, aderir e englobar particulas (fagocitose) (HAMPTON
et al., 1998). Durante a fagocitose hd um aumento brusco e acentuado no consumo de
oxigénio, havendo producdo de peroxido de hidrogénio e anion superdxido pelos
neutréfilos, que provavelmente sdo responsaveis pela morte de bactérias fagocitadas
(JUNQUEIRA, CARNEIRO, 2004).

Os baséfilos por sua vez, estdo localizados imediatamente na parte externa de
muitos dos capilares do organismo e diferentemente dos demais granuldcitos, ndo sao
encontrados no tecido conjuntivo e é a menor célula granulocitica, possuindo um nucleo
volumoso, bilobado ou multilobado, cromatina nuclear perifericamente condensada em

granulos citoplasmaticos menores do que 0s outros granuldcitos. Constituem menos de
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1% dos leucocitos 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 eosindfilos 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 infecces parasitarias e sdo importantes efetores em uma variedade de reacGes
alérgicas (ROTHENBERG et al., 2001; VENGE, 2004). Liberam também citocinas
pré-inflamatérias, como na regulacdo do sistema de adesdo, modulagdo na migragdo
celular, ativacéo e regulacéo da permeabilidade vascular, secre¢cdo do muco e constricao
do musculo liso. Além disso, os eosinéfilos podem iniciar respostas imunes antigeno-
especifica pela ativacdo das células apresentadoras de antigenos (RORHENBERG;
HOGAN, 2006).

Os mondcitos sdo células de nucleo 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 déssea. 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 6rgdos, transformando-
se em macrofagos, o que constitui uma fase mais avancada da célula mononuclear
fagocitaria. Assim, o mondcito faz parte do sistema mononuclear fagocitario
(JUNQUEIRA, CARNEIRO, 2004).

Os linfdcitos tém nucleo esférico e citoplasma escasso, que aparece como anel
delgado em volta do nucleo. Sao divididos de acordo com suas propriedades e nos
receptores localizados em suas membranas em 2 tipos: Linfocito 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 sdo os responsaveis pelas respostas imunitarias de base
celular, que ndo dependem dos anticorpos circulantes (JUNQUEIRA, CARNEIRO,
2004).

Os fendmenos celulares da inflamagdo envolvem a ativacdo das capacidades
celulares de movimentacao, adesdo e englobamento de particulas. O principal fenémeno
é a saida de leucocitos da luz vascular e sua migracdo para o local lesado (Figura 3). Os

leucdcitos podem sair do interior do vaso para o foco infeccioso atraidos por agentes
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quimiotaticos, tanto de origem enddgena (produtos liberados pelas proprias células
através da cascata do sistema do complemento, da lipoxigenase, citocinas, etc.) quanto
de origem exodgena (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 (macrdfagos,
mastdcitos, fibroblastos, etc) a liberar agentes quimiotéaticos como o lipopolissacarideo
bacteriano, IL-1 e TNF-a (RIBEIRO et al., 1991).

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 comecou a explicar o recrutamento de subconjuntos de leucécitos 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, atravessam o endotélio e a membrana basal

endotelial e migram através do tecido intersticial (MULLER, 2011).
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FIGURA 08 - SeqUénéia de eventos leucocitérios na inflamacéo. A figura representa as
etapas de  rolamento, adesdo e migracao celular ativadas apds a invasdo tecidual por
bactérias, bem como a liberacdo de mediadores locais, que estardo estreitamente
relacionados aos eventos vasculares e celulares da resposta inflamatéria, adaptado de
DELVES;ROITT, (2000).
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A migracdo celular é iniciada com o rolamento dos leucécitos ao longo do
endotélio por interacbes 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 calcio, sendo
denominadas em relacdo as células onde sdo predominantemente expressas. A P-
selectina, expressada constitutivamente, € estocada em plaquetas e no endotélio, sendo
liberada imediatamente apds o estimulo. J& a E-selectina é sintetizada de novo e
expressa no endotélio a partir da estimulacdo por mediadores pro-inflamatérios, sendo
de grande importancia no recrutamento de células inflamatdrias, principalmente na
inflamacdo cronica da artrite reumatdide (AR). A L-selectina € a Unica que medeia
recrutamento de linfocitos em vénulas maiores de tecidos linfaticos, sendo que em
condi¢des inflamatorias parece exercer um papel secundario as demais selectinas
(KELLY et al, 2007).

Assim, a tradicional cascata de adesdo de leucdcitos tem sido tema de diversos
trabalhos, onde novos dados juntam-se aos antigos aumentando a cascata em diversos
passos, incluindo rolacdo lenta, o fortalecimento da adesdo, rastejamento intraluminal e

paracelular e transmigracao celular (MULLER, 2011).

1.9.3. Mediadores quimicos

Varios sdo os mediadores quimicos envolvidos no desenvolvimento do processo
inflamatorio. Eles podem ser de origem tissular, como aminas vasoativas (histamina e
serotonina), fator de ativacdo plaquetaria, eicosanoides, citocinas, radicais livres
superdxidos, 6xido nitrico e neuropeptideos (BOOTHE, 1989; ADAMS, 1992;
GUYTON; HALL, 1997; TASAKA, 2002), ou de origem plasmatica (proteases
plamaticas), como o sistema de coagulacao-fibrinolitico, o sistema do complemento e o
sistema das cininas (TASAKA, 2002).

Histaminas e serotoninas sdo liberadas na degranulacdo de mastdcitos e
plaquetas e apresentam efeitos complexos sobre a vasculatura, provocando aumento da
permeabilidade vascular e vasodilatacdo ou vasoconstricdo. As conseqiiéncias imediatas
de sua liberacdo podem resultar em problemas vascular e respiratorio durante o choque
anafilatico (MEDZHITQOV, 2008).

O fator de ativacdo plaquetaria (acetil-gliceril-éter-fosfricolina - PAF) é um

potente mediador lipidico pré-inflamatorio que atua em concentracBes extremamente
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baixas. Apesar da denominacdo, o0 PAF tem acdo sobre diferentes tipos de células e é
importante para o processo inflamatdrio 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 ligacao
a receptores especificos acoplados a proteina G e ndo de efeitos diretos sobre a
membrana plasmatica de células alvo. A ligacdo do PAF aos seus receptores promove
amplas acgdes, sendo capaz de produzir muito dos fenédmenos da inflamacéo, incluindo
ativacdo de neutréfilos e quimiotaxia, alteracdo da permeabilidade vascular e ativacédo
plaquetaria. E pelo menos 1.000 vezes mais potente que a histamina (MONTRUCCHIO
et al., 2000).

Os eicosanoides séo oriundos do metabolismo do acido araquidénico (AA), mas
para que isso ocorra 0 AA deve estar na forma livre, e sua liberacdo ocorre através de
hidrélise catalisada por fosfolipases especificas. 1sso 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 araquiddnico (SILVA et al., 2002). O &cido araquiddnico
livre pode ser metabolizado por duas classes principais de enzimas, as ciclooxigenases
(COX) e pelas lipoxigenases (COUTINHO et al., 2009). Os eicosanbides sdo 0s
mediadores quimicos mais estudados até hoje. Eles sdo lipidios insaturados, derivados
da cisdo do AA, a partir de enzimas especificas. Ao contrario da histamina, 0s
eicosanoides ndo sdo pré-formados nos tecidos, sendo a sua producdo vinculada a uma
série de estimulos. Desta forma, uma lesdo qualquer que danifiqgue a membrana das
diferentes células do organismo sera capaz de liberar fracdes de fosfolipidios, através da
acao enzimatica da fosfolipase A2 (PLA2) que, no estado ndo ativado, encontra-se na
forma esterificada, ligada & membrana celular (BOCHSLER; SLAUSON, 2002). Sendo
responsaveis por um amplo espectro de atividades bioldgicas, os eicosanoides sdo
potentes mediadores pré-inflamatdrios e a sua supressdo tem sido um importante alvo
terapéutico (KATZUNG, 2006). A enzima cicloxigenase tem papel fisiolégico
importante na produgdo de PG’s, uma classe de composto com agdes fisiologicas
importantes, produzidas por todos os tecidos dos mamiferos (KVATERNICK et al.,
2007). Com grande diversidade de receptores especificos e VvAarios mecanismos
reguladores, as PGs atuam como: papel central na inflamacéo, coagulacdo sanglinea,

angiogénese, ovulagdo, parturicdo, metabolismo @sseo, crescimento e no
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desenvolvimento neuronal, na cicatrizacao de feridas, na funcédo renal, no ténus vascular
e nas respostas imunes (KUMMER; COELHO, 2002; KVATERNICK et al., 2007). As
lipoxigenases, presentes principalmente no citosol, sdo encontradas nos pulmdes,
plaquetas, mastocitos e leucdcitos. A principal enzima do grupo é a 5-lipoxigenase, que
atua sobre o acido 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 é um importante agente responsavel pelo aumento da
permeabilidade vascular, causa aderéncia, quimiotaxia e ativacao de polimorfonucleares
e mondacitos, além de estimular a proliferacdo de macrofagos e linfdcitos e a producgéo
de citocinas por essas células (GOODMAN et al., 2009).

1.9.3.1. Citocininas

As citocinas sdo polipeptideos ou glicoproteinas extracelulares, hidrossoltveis, variando
entre 8 e 30 kDa. Séo produzidas por diversos tipos de células no local da leséo e por
células do sistema imunoldgico através da ativacdo de proteinoguinases ativadas por
mitogenos. Diferentemente dos horménios classicos, as citocinas ndo sao armazenadas
como moléculas preformadas e atuam especialmente por mecanismos paracrino (em
células vizinhas) e autécrino (nas proprias células produtoras) (LIN et al., 2000;
SOMMER et al., 2010). Diferentes tipos de células secretam citocinas, € uma Unica
citocina pode agir em diversos tipos de células, fenémeno denominado pleiotropia. As
citocinas sdo redundantes em suas atividades, ou seja, agdes 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 diferenciacdo, a proliferacdo e a sobrevida da célula imunoldgica, assim
como regulam a producdo e a atividade de outras citocinas, que podem aumentar (pro-
inflamatdrias) ou atenuar (anti-inflamatérias) a resposta inflamatoéria. Algumas citocinas
podem ter acgBes pro- (Thl) ou anti-inflamatérias (Th2), de acordo com o
microambiente no qual estdo localizadas. Dentre as consideradas pro-inflamatdrias,
temos as interleucinas (IL) 1, 2, 6, 7 € TNF-a. As anti-inflamatorias séo 1L-4, 1L-10, IL-
13 e FTC-p (fator transformador de crescimento ) (OLIVEIRA et al., 2011).
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As principais espécies reativas de oxigénio (ROS) formadas “in vivo” incluem o O2.
(superoxido anion radical), peréxido de hidrogénio (H202), &cido hipocloroso (HOCI) e
o radical hidroxila (HO-). O radical superéxido ¢ uma das ROS formados durante o
burst oxidativo que ocorrem em numerosos eventos fisiologicos. 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 quimicos. Em concentracfes moderadas, essas moléculas
participam de funcbes importantes em nosso organismo como na mediacao de processos
de sinalizacdo celular, eliminacdo de micro-organismos invasores e modulacdo dos
processos inflamatérios (DROGUE, 2002).

1.9.3.2. Oxido nitrico

O o6xido nitrico € um mediador de pequeno peso molecular com diversas funcgdes
que incluem vasodilatacdo, inibicdo da agregacdo plaquetaria e remodelacdo vascular. Ele é
um radical livre formado endogenamente por uma familia de enzimas, dxido nitrico sintases
(NOS, EC 1.1413.399) (EISERICH et al., 1998), através da conversao de L-arginina em L-
citrulina. Nos liquidos organicos, o0 NO produzido se oxida nos anions nitrito (NO2- ) e
nitrato (NO3-), seqliencialmente (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 II1) em células endoteliais, epiteliais
e midcitos cardiacos; NOS neuronal (nNOS ou iNOS) em neurdnios, células musculares
esqueléticas e neutrofilos (GREENBERG et al., 1998) e a NOS induzida (iNOS ou
NOS I1), em macrofagos, hepatécitos, células musculares lisas (TITHERADGE, 1999).
O NO esta envolvido em diversos processos fisioldgicos e patolégicos. Sua importancia
bioldgica é representada pela capacidade de atuar como um importante segundo-
mensageiro, ativando ou inibindo moléculas-alvo envolvidas em diferentes processos
como regulacéo do tonus vascular, controle imunoldgico e neurotransmissio (RATHEL
et al., 2003; BARRETO et al., 2005).
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2. JUSTIFICATIVA

As plantas possuem macromoléculas de grande interesse biotecnoldgico que
incluem grupos como, polifendis, estrogenos, lectinas, oligossacarideos e acidos graxos
poliinsaturados. Além disso, elementos de natureza protéica, glicidica, lipidica e outros
constituintes quimicos, mostram-se possuidores de atividades bioldgicas in vitro e in
vivo (ORZECHOWSKI et al., 2002). Portanto, a bioprospec¢do de novos compostos
bioldgicos, principalmente de organismos aquaticos, com possiveis usos nas ciéncias
médicas 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.

Para encontrar novos anti-inflamatorios e analgésicos, 0s 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 nao toxicas (ANANTHI, et al.,
2010). Diante disso, acredita-se que as algas marinhas sejam importantes fontes
alternativas na geracao 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. Portanto, pesquisas adicionais tornam-se necessarias

para investigacdo de suas atividades biologicas e seus mecanismos de acao.
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3.0. OBJETIVOS

3.1. Geral

Isolar e avaliar os efeitos na nocicepc¢éo e inflamacdo de uma fracéo polissacaridica
da alga marinha vermelha Digenea simplex em modelos classicos de nocicepcdo (em

camundongos) e inflamacdo aguda (em ratos).

3.2. Especificos

e Extrair por digestdo enzimatica e avaliar o rendimento dos polissacarideos

sulfatados totais da alga D. simplex;

e Determinar a composicdo quimica dos polissacarideos sulfatados obditos da
extracdo enzimatica da alga D. simplex;

e Investigar o efeito antinociceptivo do PS de D. simplex, em camundongos,

atraves dos testes de contor¢des abdominais, placa quente e formalina;

e Avaliar os efeitos antiinflamatorio, em ratos, utilizando o modelo de colite e

edema de pata;

e Auvaliar a toxicidade do PS de D. simplex por dose repetida em camundongos,

através da analise de pardmetros bioquimicos e histol6gicos dos 6rgéos.



50

4.0 MATERIAIS E METODOS

4.1. Extracdo dos Polissacarideos

A alga marinha umida Digenea simplex, coletada na regido costeira da Praia
de Flecheiras, Trairi, Estado do Ceara, passou por um processo de lavagem com &gua
destilada para retirada de epifitas e residuos incrustantes, secagem a temperatura
ambiente, exposicdo ao sol para despigmentacdo, seguido por maceracdo com
nitrogénio liquido. A extracdo do polissacarideo de Digenea simplex foi realizada como
previamente reportado (PONTES et al., 2009), com algumas modificagdes.
Inicialmente, a alga triturada (5 g) foi previamente hidratada em 250 mL de tampéo
acetato de sodio 0,1 M (AcNa) (Vetec Quimica) (pH 5,0) contendo EDTA 5 mM
(QEEL) e cisteina 5 mM (Sigma Chemical), e digerida com uma solu¢do de papaina
bruta (30 mg mL™) (Vetec Quimica) durante 6h a 60°C em banho-maria (MARCONI,
modelo MA 159). Em seguida, o material foi filtrado, centrifugado (2725 x g; 4°C; 30
min.) e, ao sobrenadante, foram adicionados 48 mL de cloreto cetilpiridinio (CCP)
(Sigma Chemical) a 10% (24h; 25°C) para a precipitacdo dos carboidratos. Logo ap06s
uma nova centrifugacdo, o extrato polissacaridico foi lavado (200 mL; CCP 0,05%),
dissolvido em uma solucéo (aproximadamente 150 mL) de NaCl 2 M: etanol comercial
(100: 15; v v-1) e novamente precipitado pela adicdo de 200 mL de etanol comercial
(24h; 4°C). Em seguida, o material foi lavado com 200 mL de etanol comercial a 80%
(2 x), etanol comercial (200 mL; 1 x) e, finalmente, submetido & secagem por estufa em
circulacéo de ar (3h; 60°C) (MARCONI, modelo MA 035).

4.2. Métodos Analiticos para Analise dos Polissacarideos

4.2.1. Determinacdo do Rendimento do Polissacarideo Extraido de D. simplex
O rendimento da extracéo foi calculado a partir de 5 g da alga seca triturada em
nitrogénio liquido. Apds a extracdo e secagem dos polissacarideos, estes foram pesados

em balanca analitica e foi calculado o rendimento da extrac&o.

4.2.2. Dosagem de Proteinas

A quantificacdo de proteinas nas amostras de polissacarideos foi calculada por
microanalise elementar a partir da porcentagem de nitrogénio (%N) usando um fator de
corregéo de 6,25, proposto por MARKS, BAUM e SWAIN (1985).
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4.2.3. Dosagem de Sulfato

As dosagens de sulfato nos polissacarideos de D.simplex obtidos por extracéo
enzimatica foram determinadas por microanalise elementar (Perkin Elmer CHN 2400),
proposto por MARKS, BAUM e SWAIN (1985)

4.2.4. Espectroscopia de Absorcéo na Regido do Infravermelho (FT-IR)

Espectros na regido do infravermelho das amostras dos polissacarideos de G.
birdiae foram produzidos com espectrofotdmetro Shimadzu IR (modelo 8300) na regido
de 4000 cm™ a 400 cm™, em pastilhas de KBr.

4.2.5. Ressonancia Magnética Nuclear (RMN *C e 'H)

Espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN) **C e *H foram feitas no
Departamento de Quimica da Universidade Federal do Ceard em espectroscépio da
marca Bruker, modelo AVANCE — DRX — 500.

Para a obtencdo dos espectros de RMN, uma amostra do polissacarideo foi
dissolvida em agua deuterada (D?O - ~30 mg/mL™) em tubos de diametro externo de 5
mm. O ensaio foi realizado a 70° C por 12 horas usando Sodium 2,2 -

dimethylsilapentane - 5 - Sulfonate (DSS) como padrio interno (0.00 ppm para *H).

4.3. Ensaios Bioldgicos
4.3.1. Animais

Foram utilizados ratos Wistar, machos, pesando 180 - 220 gramas, provenientes
do Biotério Central do Campus do Pici da Universidade Federal do Ceara (UFC). Os
animais foram mantidos com &gua e alimentacdo ad libitum no Biotério do
Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Faculdade de Medicina da Universidade

Federal do Ceard. Dezesseis a dezoito horas antes, em todos os experimentos, 0s
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animais foram colocados em jejum, mas com livre acesso a agua. Todos os tratamentos
e procedimentos cirurgicos foram realizados de acordo com o “Guia de cuidados em uso
de animais de laboratorio” do National Institutes of Heath (Bethesda, MD, USA). Todos

0s experimentos foram realizados trés dias ap0s a inducdo da colite.

4.3.2. Aparelhos e equipamentos laboratoriais

- Agitador para tubos de ensaio (Marconi, modelo TE089).

- Agulhas.

- Alicate para deslocamento cervical.

- Balancas analiticas (Marte, modelo AL200 e Ohaus , modelo AS260D).
- Balanca para pesagem de animais (Filizola, modelo ID 1500).
- Béqueres.

- Cémara de Neubauer (0,100/0,0025mm?2)

- Centrifuga excelsa Baby (FANEM , modelo 248 )

- Contador diferencial de células de 8 teclas (Clay Adams)

- Contador de células totais (\VVeeder Root)

- Espatulas

- Estufa (Olidef, modelo A42)

- Freezer

- Geladeira

- Laminas e laminulas para microscopia

- Luvas cirdrgicas

- Material cirurgico (pingas , bisturi e tesouras)

- Micropipetas (Gilson)

- Microscopio dptico binocular (EMBRAEME)

- Papel de filtro

- Pipetas Pasteur de plastico (Sigma )

- Plestimografo (UGO - BASILE)

- Ponteiras.

- Provetas (Simax)

- Seringas 1; 5 e 10 ml (BD PLASTIPAK) e agulhas 29 G e 25 G (Benson-Dickson)
- Tubos de polipropileno para centrifuga de 15 ml (Falcon)

- Tubos de ensaio de vidro e plastico (Gibco)



4.3.3. Solugdes, drogas e corantes utilizados

- Carragenina (BDH Chemicals Ltda, SIGMA)
- Dextrana (Dextran 70 , Pharmacia , UPPSALA)
- Eosina (MERCK)

- Hematoxilina (REAGEN)

- Heparina sodica (5000 ui / ml; Cristalia)

- Cloreto de Sdédio (Vetec)

- Alcool 70% (Alcoollux)

- Naloxona (Sigma)

- PGE2 (Sigma)

- TNBS (Sigma)

- PBS-tween 20, 0,1% (v/v);

- Etanol absoluto (Merck)

Solucéo de Turk (diluidor de glébulos brancos):

- Acido acético Glacial P. A (Merck).........cccocveveiieiieiecieiiennn, 20 ml

e VA T0] =) r- W C 1<) o[ -1 T RO 2,0ml

- AQUA AESEIIATA. ........cvoececeee s 1000 ml
Solucéo para Pletismografo:

- Cloreto de SOAI0 (VELEC )..vecvveiveeieciecie e 45,0 mg
(0] [0 oF: oI o | - T TSR 0,3ml

- AQUA AESEIATA. ........cvoecveceee s 100 ml

Solucéo para o ensaio de mieloperoxidase.

1 Tampéao de brometo de hexadeciltrimetilaménio (HTAB):
HTAB (Sigma) --------=-==mmmmmm oo 5¢;
Tampéo fosfato de potassio ----------------=-----=-mememumm-- 1L.

Peréxido de hidrogénio 0,1%:

Peroxido de hidrogénio 30% (Vetec) ------------======----- 1mL;
Agua destilada --==---====m==mmmmmmmm e 29 mL.
Solugéo de o-dianisidina (DDI):

O-dianisidina (Sigma) -------=----=-======-m=mmmmmm e 16,7 mg;
Tampdo fosfato de potassio ------------===-=m-mmmmmmmemmmnn 10,0 mL;
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Agua destilada ---------=-===mmmmmmm e 90,0 mL.

4.3.4. Grupos experimentais

Grupo 1: Salina administrada via transanal serd o grupo controle.

Grupo 2: Etanol a 50% via transanal, com realizac&o dos protocolos

experimentais sugeridos 3 ou 14 dias ap0s a administracdo dessa substancia.

Grupo 3: Etanol + TNBS (20%) via transanal, com a realizacdo dos protocolos
experimentais sugeridos 3 ou 14 dias ap6s a administracdo dessa solucao.

Grupo 4: Sal + carragenina ou PGE2.

Grupo 5: TNBS + carragenina ou PGE2.

Grupo 6: Etanol a 50% + carragenina ou PGE2.

Grupo7: TNBS+ L-Noarg (antagonista da NOSn) + L-Arginina+ carragenina ou PGE2
Grupo 8: Salina+ L-Noarg (antagonista da NOSi) + carragenina ou PGE2

Grupo 9: TNBS ou salina + Naloxona + carragenina ou PGE2.

4.4 Edema de pata induzido por carragenina ou dextran

Os animais foram divididos nos seguintes grupos: controle (sem colite) +
carragenina ou dextran, TNBS + carragenina ou dextran e etanol a 50% + carragenina
ou dextran. Esses experimentos foram realizados 3 ou 14 dias ap6s a inducdo das
colites. A carragenina (500 pg/pata, 100ul) ou dextran (500 pg/pata, 100ul) foram
administrados intraplantarmente (ipl.). O volume da pata traseira direita de cada rato foi
medido usando pletismémetro (UGO BASILI) antes da injecdo do estimulo
inflamatdrio (tempo zero). Em seguida, foi injetado 0,1 ml do estimulo por via sub-
plantar nos animais nessa mesma pata. O volume da pata foi avaliado 1, 2, 3 e 4 horas
apos a injecao da carragenina ou 30 minutos, 1, 2, 3 e 4 hrs apos a injecdo do dextran,
usando o mesmo pletismdmetro. Foram utilizados esses tempos de medicdo ja que o
pico do edema induzido por carragenina ocorre na 3% h apos a injecao desse estimulo e o
do dextran entre 30 min e 1h apds o estimulo. O edema foi calculado como a variagéo
de volume, isto é, a diferenca entre o volume em um determinado tempo apds o

estimulo e o volume da pata antes do estimulo inflamatorio (tempo zero).
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4.5. Ensaio para mieloperoxidase no colon e na pata de animais com ou sem colite

Mieloperoxidase (MPQO) é uma enzima presente, predominantemente, nos
granulos azurdfilos dos neutrofilos e tem sido utilizada como um marcador quantitativo
da infiltracdo de neutrofilos nos processos inflamatorios em Vvarios tecidos.
Resumidamente, 50 a 100 mg de colon submetidos ao tratamento com TNBS ou etanol
a 50% e dos animais controle (salina), ou a regido subplantar de patas de ratos com ou
sem colite tratadas com carragenina foram colocados num tampédo 1 (NaCl 0,1 M +
NaEDTA 0,015 M/L de NaPO4 0,02 M em pH 4,7). Posteriormente, homogeneizados
num Politron (13000 rpm). Sendo centrifugado a 15 minutos (3000 rpm). Logo em
seguida, o sobrenadante foi retirado e o precipitado, novamente foi centrifugado no
tampdo 1 e colocado para centrifugar nas mesmas condices. O sobrenadante foi, mais
uma vez, retirado e, entdo, o precipitado foi homogeneizado (Politron - 13000 rpm) em
um tampdo 2 [HTAB (0,05%)/200 ml de NaPO4 0,05M]. A proxima etapa foi colocar
esse homogenato para congelar e descongelar em nitrogénio liquido (2X).
Posteriormente, o homegenato foi centrifugado a 10000-20000 rpm por 15 minutos.
Finalmente, o sobrenadante foi pipetado na placa (5-10 ul) + 45 pl de NaPO4 0,08M e
mais a solucao de leitura [TMB 25 ul (5 min) + H202 100 pl (5 min)]. A reacao foi
terminada com o acréscimo de H2SO4 50 ul (4M) e lida em um leitor de placa a 450nm.

Assim, o infiltrado neutrofilico foi obtido a partir de uma curva padrdo de neutrofilos.

4.6 Migracdo de neutrdfilos para a cavidade pleural induzida por carragenina

Os animais foram divididos nos seguintes grupos: controle (sem colite) + salina
estéril (cavidade pleural), controle + carragenina (500 pg/cavidade), colite induzida por
etanol a 50% + carragenina (500 pg/cavidade) e colite induzida por TNBS +
carragenina (500 pg/cavidade). Todos os experimentos foram realizados trés dias apos a
indugdo das colites. Com o0 objetivo de se avaliar a migragdo de neutréfilos para a
cavidade pleural, foram injetados nessa cavidade 500 ug de carragenina diluidos em 1
mL de salina estéril ou apenas 1 mL de salina estéril. Apos quatro horas, a cavidade
peritoneal foi lavada com 10 mL da solucdo de PBS heparinizado, massageada e
incisada com bisturi para coleta do liquido com pipeta Pasteur. As contagens totais e

diferenciais foram feitas de acordo com o método descrito por Souza e Ferreira (1985).
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4.7 Avaliacdo da atividade antinociceptiva da colite induzida por tnbs — participacdo da

via do oxido nitrico

Trés dias apos a inducdo ou ndo das colites, as atividades antinociceptivas das
mesmas foram avaliadas 3 e 4 horas ap6s a inje¢do intraplantar de carragenina
(500pg/pata; 100 pl) ou PGE2 (400ng/pata; 50ul) nas patas direitas de animais com ou
sem colite através da medida da forca em gramas (g), aplicada por meio de um
analgesimetro digital (Insight). Lnoarg (100ug/pata; 100 ul), que € um anatagonista da
enzima oxido nitrico sintetase neuronal, foi administrado subcutdneamente na regido
plantar das patas direitas de ratos 1 hora antes da administracdo da carragenina ou
PGE2. A L-arginina, que € um substrato para enzima Oxido nitrico sintetase, foi
administrada intraperitonealmente 10 minutos antes da injecdo do L-Noarg. Todas essas
drogas foram diluidas em solucdo salina a 0,9%. Nesse teste os animais foram
transferidos para gaiolas individuais onde serdo mantidos previamente por trinta
minutos e condicionados a receber estimulos mecanicos no tempo zero (basal) que é
antes do estimulo hipernociceptivo, e trés ou quatro horas ap6s a administracdo do
estimulo (Carragenina ou PGE2). Os resultados foram expressos como a variagdo da
forca expressa em gramas entre 0s tempos avaliados, isto é, a diferenca entre a media da
forca em gramas antes do estimulo hipernociceptivo e a média da for¢a em gramas num

determinado tempo ap0s o estimulo (3 e 4 horas apds o estimulo).

4.7 Avaliacdo da atividade antinociceptiva — participacdo da enzima guanilato ciclase
soluvel (GMPc)

Trés dias apos a inducdo ou ndo das colites, as atividades antinociceptivas das
mesmas foram avaliadas 3 e 4 horas ap0s a injecdo intraplantar de carragenina
(500pg/pata; 100 pl) ou PGE2 (400ng/pata; 50ul) nas patas direitas de animais com ou
sem colite através da medida da forca em gramas (g), aplicada por meio de um
analgesimetro digital (Insight). Todas essas drogas foram diluidas em solucéo salina a
0,9%. ODQ (8ug/pata, 50ul) foi diluido em uma solucdo de DMSO a 2% em solugéo
salina a 0,9%. Essa droga, que é uma blogueadora especifica da guanilato ciclase

soluvel, foi administrada 30min antes da administracdo de carragenina ou PGE2. Nesse
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teste os animais foram transferidos para gaiolas individuais onde serdo mantidos
previamente por trinta minutos e condicionados a receber estimulos mecéanicos no
tempo zero (basal) que é antes do estimulo hipernociceptivo, e trés ou quatro horas apos
a administracdo do estimulo (Carragenina ou PGE2). Os resultados foram expressos
como a variacdo da forca expressa em gramas entre os tempos avaliados, isto &, a
diferenga entre a media da forca em gramas antes do estimulo hipernociceptivo e a
média da forga em gramas num determinado tempo apds o estimulo (3 e 4 horas ap6s o

estimulo).

4.8 Anélise estatistica

A analise estatistica foi realizada empregando o teste de anlise de variancia
(ANOVA). Quando houve diferenca significativa entre os grupos, foi realizado o teste
de comparacbes multiplas de Kruskal-Wallis/Dunn ou teste de Bonferroni. Os
resultados foram expressos ou como media + E.P.M (variaveis com distribuicdo normal)
ou pela mediana * desvio padrdo (variaveis sem distribuicdo normal), sendo as

diferencas consideradas estatisticamente significativas quando p<0,05.
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5.0 RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1. Andlise estrutural da galactana sulfatada de D. simplex (PLS)
5.1.1. Espectro de FT - IR de polissacarideo soltvel de D. simplex

O espectro de FT - IR de polissacarideo soltvel a partir de D. simplex € descrito
na Figura 9 . As bandas na regido de 1400 - 700 cm™ sdo caracteristicos de
agarocoloides ( Lahaye & Yaphe , 1989 ; Mollet et al , 1998 ; Rochas, Lahaye e Yaphe ,
1986; Chopin & Whalen , 1993; Prado - Fernandes , Rodrigues - . Vazquez, Tojo &
Andrade, 2003 , Maciel et al, 2008 , Melo et al. , 2002). A banda a 1253 e 931
centimetros” ! pode ser atribuida & vibracdo S = O do grupos sulfato C-O-C de 3,6-
anidrogalactose respectivamente . A regido de 800-850 cm™* é usado para caracterizar o
padrdo de sulfato de agarocoloides dos polissacarideos de algas. A presenca de bandas
de baixa intensidade a 850 e 820 cm™ pode sugerir um pequeno grau de substituicdo de

sulfato em C- 4 e C - 6 de galactose .
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FIGURA 9 - Espectro de FT - IR de polissacarideo soltvel da alga marinha D. simplex
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A regido anomérica de RMN de 13C ( Figura 10a ) mostra dois sinais principais,
que foram atribuidas com base nos dados da literatura ( Miller & Furneaux , 1997 ;
Usov , Yarotsky & Shashkov , 1980 ; Lahaye , Yaphe , Viethame & Rochas, 1989 ;
Valente etal ., 1992), C - 1 de - D - galactose ligada a 3,6 a - L - anidrogalactose em
6 102,6 e C - 1 de 3,6- anidro- o - L - galactopiranose em 6 98,4 . A DEPT 135 °
experimento foi utilizado para investigar a presenca de grupos CH2 , considerando que
os sinais de seqliéncia de pulso dos carbonos que carregam dois protons tém amplitude
oposta aos carbonos CH e CH3. A DEPT 135 ° espectro de D. simplex (Fig. 10b )
mostra dois sinais intensos CH2 em 6 61,5 e 69,5 & atribuido a C - 6 da 3 - D - galactose
e 3,6 o - L - anidrogalactose respectivamente . O sinal de baixa intensidade CH2
observado em 4 65.7 pode ser atribuido a C - 6 da o - L - galactose - 6 sulfato .

Os doze principais sinais observados no espectro de RMN de 13C podem ser
atribuidos com base nos dados da literatura ( Miller & Furneaux , 1997 ; Usov ,
Yarotsky & Shashkov , 1980 ; Lahaye , Yaphe , Vietname & Rochas, 1989 ; . Valente et
al , 1992 , . Maceiel , et al , 2008, Melo et al , 2002) a C1 e C- 6 de 3 - D - galactose (
102,5; 70,3 ;82,3;68,9;75.5e61.5)ede, 6 a-L -anidrogalactose ( 98,4 ; 69.9 ;
80.2;77.4;75.7e69.5).

Os espectros de 13C - RMN e de FT-IR indica que a fracdo principal
polissacarideo extraido a partir de D. simplex é uma agarocoloide , corroborando com
estudos prévios de Tomoda et al (1992 ) e El - Sayed (1983 ) .
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5.2. Atividade anti-inflamatoria de PLS no edema da pata induzido pela carragenina e
dextrano

Desde que os PLS derivados de algas passaram a representar um importante
candidato terapéutico para o tratamento de inflamacdo ( Chen , Wu , e Wen , 2008;
Groth , Grunewald , & Alban , 2009) , a atividade anti- inflamatoria de PLS extraidos
de D. simplex foi avaliada usando abordagens farmacoldgicas e moleculares . A Tabela
1 resume os efeitos de PLS no edema da pata em animais experimentais. O tratamento
de ratinhos com carragenina ( 500 ug / pata ) ou dextrano ( 500 mg / pata ) induziu um
aumento significativo no volume da pata ao longo dos intervalos de tempo. Uma
reducéo significativa do edema foi observada em todos os grupos tratados com o PLS
antes do tratamento com carragenina , comecando dentro de 1 h e que se estende até a
quarta hora apos a administracdo do agente inflamatério (p < 0,05) . O efeito maximo
induzido pela administracdo de PLS , em doses de 10, 30 e 60 mg / kg, foi observada
na terceira hora , com taxas de inibicéo de 65,0 % , 66,0 % e 87,5 % , respectivamente ,
em comparagao com 0s animais que receberam carragenano sozinho. O efeito inibitorio
de PLS no edema da pata induzido pela carragenina foi dose dependente. A dose mais
eficaz foi de 60 mg / kg e esta dose foi , portanto, escolhida para posterior avaliacéo ,
incluindo o dos seus efeitos sobre 0 edema da pata induzida por dextrano . A seguir, foi
observado que o PLS também inibiu o edema induzido pelo dextrano. Uma taxa de
inibicdo de 80,6 %, foi observado ap6s a primeira hora , em compara¢do com a
descoberta observada no grupo de controlo tratado com dextrano sozinho. O efeito anti-
edematogénico de PLS contra a inflamagdo induzida por dextrano foi mantida até a
quarta hora de analise em que o edema estava quase completamente ausentes ( 95,6 %
de inibicdo ). E bem documentado que os eventos inflamatorios desencadeados por
administracdo de dextrano para o desenvolvimento de edema via degranulacdo
residente, enquanto que aqueles induzidos por carragenina envolvem migragédo celular
(Lo , Almeida, & Beaven , 1982). Nossos dados estdo de acordo com os de outros
estudos em que foram relatados efeitos anti-inflamatérios do PLS extraidos de algas
marinhas contra - carragena ou inflamagéo induzida por dextrano (Chaves et al, 2013; .
Damasceno et al , 2013. ) . Além disso, PLS ( 60 mg / kg ) foi tdo eficaz como a
indometacina ( p > 0,05 ), um farmaco comercial utilizado como um agente anti-
inflamatorio, reforgando o potencial farmacoldgico de PLS extraido desta espécies de

algas .
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Tabela 1: A atividade anti-inflamatoéria do polissacarideo sulfatado de D. simplex em edema

de pata induzido por carragenina ou dextrano.

Edema de pata em mL (tempo apds administracdo de agentes
Dose
Treatmento inflamatoérios)
(mg/kg)

30 min 1h 2h 3h 4h

Animais tratados com carragenina (500ug/paw)

Controle - 0.065 + 0.088 + 0.100 + 0.106 +
(Cg)® - 0.007 0.003 0.003 0.012
- 0.006 + 0.000 * 0.005 + 0.012 +
Salina -
0.003? 0.000° 0.003? 0.006°
- 0.026 + 0.020 + 0.008 + 0.015 +
Indometacina 10 0.002% 0.005% 0.003% 0.003%
(60.0%) (77.2%) (92.0%) (85.8%)
- 0.055 + 0.051 + 0.035 + 0.046 +
10 0.004 0.011? 0.007%° 0.012%°
(15.4%) (41.5%) (65.0%) (56.6%)
- 0.042 + 0.065 + 0.034 + 0.045 +
PLS 30 0.008* 0.010° 0.005%° 0.009%°
(35.3%) (26.4%) (66.0%) (57.5%)
- 0.043 + 0.030 + 0.012 + 0.016 +
60 0.006° 0.009° 0.007° 0.004°
(33.3%) (66.3%) (87.5%) (84.9%)

Animais tratados com dextrano (500ug/pata)

Controle 0.052 + 0.062 + 0.037 + 0.047 + 0.046 +
(Dx)® 0.004 0.004 0.005 0.005 0.009
0.010 + 0.016 + 0.012 + 0.010 + 0.000 +

Salina -
0.003° 0.006° 0.004° 0.005° 0.000°
0.010 + 0.010 + 0.007 + 0.003 + 0.002 +
Indometacina 10 0.005° 0.004° 0.003° 0.003° 0.002°

(80.8%) (83.9%) (81.0%) (93.6%) (95.6%)
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0.025 + 0.012 + 0.003 + 0.005 + 0.002 +
PLS 60 0.007° 0.006° 0.003° 0.005° 0.002°
(51.9%) (80.6%) (91.9%) (98.9%) (95.6%)

Os valores sdo dados como médias + S.E.M. de cinco animais , tal como analisada por ANOVA de uma
via seguido pelo teste de Newman Keuls ( p < 0,05 ) . PLS : sulfatada fracdo polissacarideos ; Cg :

carragenina ; Dx : dextrano . aComparado grupo com Carragenina ( 1) ; bComparado com PLS 60m

5.3. Efeito de PLS sobre o edema da pata induzido por varios agentes inflamatérios

Em comparagdo com a injecdo da solucédo salina do grupo controle, a injecéo de
varios agentes inflamatdrios na superficie subplantar da pata posterior do rato produziu
um acentuado aumento no volume da pata ( p < 0,05) (Fig. 11).

FIGURA 11.
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A injecdo de PLS ( 60 mg / kg , ip ) reduziu significativamente o edema
induzido por agentes flogisticos durante todos os cursos de tempo testados. Aos 30 min,
0 ponto de tempo do efeito de pico dos agentes testados, o volume do edema no grupo
de PLS foi 0,022 £ 0,004 mL em comparacdo com 0,117 £+ 0,017 mL no grupo de
histamina, o que corresponde a 80,7 % de inibicdo (Fig. 12A).
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O PLS foi mais eficaz do que a indometacina, 0 que produziu apenas uma
inibicdo de 58,9 % . PLS também inibiu significativamente o aumento do volume da
pata de animais tratados com a serotonina ou a bradicinina por 38,0 % e 42,8 % |,
respectivamente (Figl2. B e C ). E bem conhecido que os mediadores quimicos,
incluindo a histamina, a serotonina, e bradicinina estdo envolvidos no edema da pata
induzido por carragenina ( Vinegar et al , 1987; Chen , Tsai , € Wu , 1995). Neste
modelo, o edema é acreditado ser bifasico, com a primeira fase sendo mediado pela
libertacdo de histamina e serotonina, seguido da libertacdo subsequente da bradicinina e
da fase tardia edema ser dependente da producdo de citoquinas por células residentes e
infiltracdo de neutrofilos ( Kulkarni , Mehta, e Kunchandy, 1986; vinagre, Schreiber , e
Hugo, 1969; Barbosa et al, 2009 ). Em contraste, 0 edema da pata induzido por dextrano
¢ mediada pelo aumento da permeabilidade vascular induzida por desgranulacdo de
mastécitos de histamina e serotonina ( Metcalfe , 2008). O fluido edematoso formada
por injecdo de dextrano contém pouca proteina e alguns neutrofilos ( Gupta et al.,
2003). Portanto, podemos inferir que a acdo anti-edematogénico do PLS pode ser por
causa da inibicdo diferencial de mediadores inflamatorios especificos e modulacdo da

infiltrac&o de neutrdfilos no tecido plantar inflamado.

5.4. Efeito de PLS na atividade de MPO induzida por carragenina no tecido da
pata do rato

Como mostrado na fig. 13, a 4 h ap0s o tratamento com estimulos inflamatdrios,
um aumento significativo na atividade de MPO foi encontrado nos animais tratados com
carragenina ( 15,23 + 3,45 UMPO tecido plantar / mg ), em compara¢do com os doentes

tratados com solucéo salina ( 0,68 + 0,11 UMPO / mg tecido plantar ) . Pré - tratamento
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com PLS (60 mg / kg ) reduziu consistentemente a atividade de MPO em tecido da pata
(4,17 £ 0,71 UMPO / mg de tecido ) , o efeito foi semelhante ao da indometacina ( 5,03
+ 1,48 UMPO / tecido plantar mg ) . A resposta inflamatoria induzida pela carragenina
no tecido da pata é conhecido por ser acompanhada por grave infiltracdo de neutrofilos
para o local da inflamagéo ( De Smet , 1997; Souza , Cunha , Mello , & Ferreira , 1988)
. A atividade de MPO foi encontrada nos granulos azurofilicos de neutréfilos |,
indicando isso a infiltracdo de células em tecidos ( Bradley , Priebat , Christensen , e
Rothstein , 1982 ) . Uma vez que os niveis de atividade de MPO em animais tratados
com PLS foram menores do que os dos animais tratados com carragenana sozinho, €

plausivel que esta resposta envolve a inibi¢do da migracao de neutrofilos .

FIGURA 13.
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5.5. Efeito anti - inflamatdrio de PLS na peritonite induzida por carragenina em ratos

A hipétese de que o efeito anti-edematogénico de PLS contra a inflamagéo
induzida por carragenina foi relacionada com uma reduc¢éo da infiltracdo de neutréfilos
para o local da inflamagdo, foi investigada num modelo de rato experimental de
peritonite. Este modelo permite a quantificacdo de células e niveis de varios mediadores
inflamatdrios e € uma ferramenta farmacologica bem caracterizada para o exame da
migracdo de neutréfilos (Montanher, Zucolotto, Schenkel , e Frode , 2007) . Em
comparacdo com 0s animais tratados apenas com solucdo salina, os doentes tratados

com a administracdo intraperitoneal de carragenina apresentaram um aumento
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significativo na contagem de leucdocitos e neutrofilos totais no fluido peritoneal ( 1525 +
185,4 x 103 leucdcitos / ml vs 9050 + 429,1 x 103 leucdcitos / mL ; 370,6 £ 42,9 x 103
neutréfilos / ml vs 7789 + 459,1 x 103 neutréfilos / ml, p < 0,05 ) (Fig. 14 ) . Pré -
tratamento dos animais com 60 mg / kg de PLS reduziu o total de leucdcitos ( 4913 +
668,4 x 103 células / ml ) e a migracdo de neutrofilos ( 3,804 + 1,228 x 103 células /
mL ) a niveis comparaveis com os correspondentes niveis observados na solugdo salina

e grupos de indometacina (p > 0,05) .

FIGURA 14
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5.6. Efeito da fracdo PLS sobre a producéo de citocinas induzida por carragenina

em exsudato peritoneal

A resposta inflamatdria induzida pela carragenina no modelo de peritonite foi
associado com um aumento nos niveis de IL-1 e TNF - 8 - a. (Fig. 15A e B) . Os niveis
de IL-1 e TNF - B - a no fluido peritoneal do grupo controlo de solugdo salina foi 155,4

+ 19,7 pg / ml e 249,5 £ 91,5 pg / ml , respectivamente , 0s correspondentes niveis
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foram mais elevados nos animais tratados com carragenina ( IL1 - B nivel : 1.187 £+ 39,8
pg / mL e TNF- a nivel : 564,9 + 52,3 pg / mL). Carragenina induz a migragdo de
neutrdfilos para a cavidade peritoneal através de um mecanismo indireto que implica a
ativacdo de macrdfagos e a libertacdo de citocinas pré-inflamatorias , tais como IL - 1B
€ TNF - a (Lo etal ., 1982) . Tais aumentos dos niveis de citocinas pode resultar em
extravasamento de proteina do plasma e infiltracdo celular em locais de inflamagéo
(Rosenbaum e dsseo 1991; Thorlacius , Lindbom , & Raud 1997) . No presente estudo,
em comparacdo com o grupo tratado com a carragenina , 0s animais tratados com o PLS
exibiram uma reducdo significativa de ambos os niveis de IL-1 e TNF - B - a em
exsudato peritoneal ( 330,9 £ 45,1 pg/ mL e 81,1 +4,3 pg/ ml, respectivamente ) (p <
0,05) . TNF a e IL - 1B sdo potentes citocinas préinflamatorias que possuam multiplos
efeitos , incluindo ativacdo células inflamatdrias inducdo varios proteinas inflamatorias
edema e neutréfilo migracdo ( Haddad 2002; Hopkins 2003) . Com base nesta
constatacdo, propomos que o tratamento PLS diminui¢do da migracdo de neutréfilos
através da diminuicdo da producdo e libertacdo de citocinas pro-inflamatdrias.

FIGURA 15
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5.7. Efeito antinociceptivo do PLS em contor¢éo induzida por acido acético

Ha uma forte associacdo entre o desenvolvimento da dor e do processo
inflamatdrio ( Bitencourt et al. , 2008) . Foi anteriormente demonstrado que a inibicéo
da migracdo de neutréfilos reduz hipernocicepgdo induzida por diferentes estimulos
inflamatérios ( Hopkins , 2003 ; Tjolsen e Hole, 1997) . Varios estudos tém
demonstrado que o PLS extraido de algas prometem mostrar como agentes
antinociceptivos ( Brito et al , 2013; . Chaves et al , 2013; . . Damasceno et al , 2013).
Assim, no presente estudo, o potencial antinociceptivo do PLS de D. simplex também
foi avaliada por meio de trés modelos bem aceitos dor murinos. A Tabela 2 mostra o
efeito anti-nociceptivo de PLS de contraces abdominais induzidas por acido acético .
Como esperado , a morfina mostrou uma resposta analgésica potente em comparacao
com a observada em animais de controlo ( p < 0,05) . A administracdo de PLS ( 60 mg
/ kg) 30 minutos antes do estimulo doloroso reduzidas significativamente contorgédo
abdominal induzida por &cido acético ( 77,0 % de inibicdo ) em relacdo ao controlo ( p
< 0,05 ) . O teste de contorcdo € comumente usado para 0 rastreio compostos
analgeésicos perifericamente ativos. Agentes algogénico, como o acido acético, provocar
um comportamento estereotipado em ratos caracterizadas por contracfes abdominais,
movimentos do corpo no seu todo, e torcdo dos musculos abdominais dorsais (bares,
Gozariu , & Cadden , 2001). Este modelo envolve diferentes mecanismos nociceptivos ,
tais como a libertagdo de aminas biogénicas ( histamina e serotonina) , bradicinina , e de
PGE2 ( Collier et ai , 1968 ; Duarte , Nakamura , & Ferreira, 1988 ) . Além disso, é
bem estabelecido que a resposta nociceptiva causada por acido acético é também
dependente da libertacdo de algumas citoquinas, tais como TNF - a e IL - 1P através da

modulacdo de macrdfagos e as células localizadas na cavidade peritoneal ( Ribeiro et
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al., 2000) . Assim, pode reduzir PLS contor¢éo por inibicao da libertacdo de mediadores

nociceptivos em resposta ao acido acético.

Tabela 2: Efeito antinociceptivo do PLS de D. simplex induzido por acido acético no modelo

de contor¢des abdominais.

Number of abdominal
Treatment Dose (mg/kg) Inhibition (%)
constrictions (20 min)

Control (acetic acid) - 47.0+£5.6 -
Morphine 5 0.0 £ 0.0° 100
PLS 60 10.8 + 3.6% 77.0

Os valores sdo dados como médias + S.E.M. de cinco animais, tal como analisada
por ANOVA de uma via seguido pelo teste de Newman Keuls (p <0,05). PLS:

sulfatados fracédo polissacarideos. aComparado com acético grupo controle acido.

5.8. Efeito de PLS no teste de formalina

A Figura 16 mostra que a injecdo intraplantar de formalina ( 2,5 % / pata )
aumentou significativamente o tempo total de lamber nas primeira e segunda fases de
tratamento em comparacdo com solucdo salina ( p > 0,05 ) . Este evento foi fortemente
inibida em ambas as fases de pré - tratamento com a fracdo de PLS ( 60 mg / kg ) .
Observou-se que o tempo de lamber dos animais tratados com o PLS foi inibida por
60,5 % e 61,7 % nas primeira e segunda fases , respectivamente , em comparacdo com
os resultados observados no grupo de formalina. O efeito inibitério de PLS foi
semelhante ao observado no grupo de morfina ( Primeira e segunda fases ). Dor
persistente induzida por formalina em ratinho patas envolve duas fases distintas. A
primeira fase ( neurogénica ) caracteriza-se por estimulacdo quimica directa de
nociceptores , e a segunda fase é acompanhada pela libertacdo de mediadores
inflamatdrios , tais neuropeptideos , prostaglandinas, a serotonina , a histamina e a
bradiquinina ( Hunskaar et al , 1985; . Hunskaar , et al , 1987; . Murray , Porreca , e

Cowan , 1988) . Desde PLS exibiram atividade em ambas as fases, suspeita-se que atua
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centralmente, e uma possivel interaccdo com receptores opioides também é indicada (
Shibata, Ohkubo, Takahashi & Inoki, 1989) .

FIGURA 16.
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5.9. Efeito do PLS no teste da placa quente

O efeito da administragdo intraperitoneal de PLS ( 60 mg / kg ) em animais
avaliados no teste da placa quente variou de acordo com o tempo de observacdo
utilizado ( Tabela 3 ) . No tempo zero e 120 minutos , nenhum efeito antinociceptivo
significativa foi observada em relacdo ao grupo controle ( p> 0,05) . Aos 30, 60 , e 90
min , PLS aumentou os tempos de reacgéo de ratinhos de 34,4 %, 122,9 % e 160,5 % ,
respectivamente . A morfina farmaco de referéncia , um agonista receptor opidide ,
induziu um aumento significativo na laténcia , como esperado . O teste da placa quente
é um modelo bem conhecido por nocicepcdo térmica aguda. Aumentos no tempo de
reacao indicam efeitos analgésicos via receptores supra- espinhal e ( Nemirovsky , Chen
, Zelman , e Jurna , 2001). Além disso , o teste ajuda a avaliar especificamente
nocicepgdo central ( Vilela, Padilha , Dos Santos, Silva, & Paiva, 2009) e medir as
respostas complexas para inflamagédo e nocicepcdo promovidas por agentes opioides (

Bhandare , Kshirsagar , Vyawahare , Hadambar , e Thorve , 2010) . Com base nos
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nossos resultados, concluimos que a PLS pode inibir a nocicepcdo tanto por

mecanismos periféricos e centrais

Tabela 3: Efeito antinociceptivo dos polissacarideos sulfatados de D. simplex no teste

da placa quente.

Dose Reaction time (sec)
Treatment
(mg/kg) 0 min 30 min 60 min 90 min 120 min
Saline - 48+1.0 93+14 6.1+1.3 43+1.4 7.2+09
Morphine 5 9.7+20 28.6 249 + 184 + 174 +
6.7% 3.3% 3.2% 8.2
PLS 60 11.4 + 125+ 13.6 11.2 + 11.2 +
0.7 0.72 2.2% 1.5% 1.7

Os valores sdo dados como médias + S.E.M. de cinco animais, tal como analisada por ANOVA
de uma via seguido pelo teste de Newman Keuls (p <0,05). PLS: sulfatados fracéo

polissacarideos. Comparadas com grupo controle salina.
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6. CONCLUSAO

A alga marinha vermelha Digenea simplex apresentou baixo rendimento de PS
totais (1,2%) por digestdo proteolitica.

Os espectros de RMN para **C e de FT-IR indicaram que a fracdo principal do
polissacarideo extraido a partir de D. simplex € uma agarocoldide, com pequeno
grau de substituicdo de sulfatos em C-4 e C-6.
A baixa substituicdo de grupos sulfato foi confirmada pelo baixo teor de sulfatos
(3%) obtido por dosagem de sulfato pelo método da gelatina-bario (DODGSON,
1961).
Observou-se que a fracdo de PLS reduziu o edema induzido por carragenina de uma
maneira dose dependente.
O PLS inibiu a inflamagdo induzida por dextrano, histamina, serotonina e
bradicinina.
A fracdo também inibiu a migracdo de neutréfilos tanto no ensaio de edema de pata
do rato quanto da cavidade peritoneal.
O PLS de D. simplex (60 mg / kg) também mostrou-se eficaz na redugdo do nimero
de contorcdes abdominais induzidas por &cido acético e na reducdo do tempo total
de lambedura de pata em ambas as fases do teste de formalina.
No ensaio da placa quente o PLS de D. simplex aumentou a laténcia nos animais
testados.
Os resultados obtidos neste trabalho, com o PLS extraido de D. simplex, sugerem
eficiéncia na atividades anti-inflamatéria e antinociceptiva da biomolécula
investigada e podem ser U(teis como agentes terapéuticos contra doencas

inflamatorias.
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