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RESUMO

No presente trabalho, uma fracdo polissacaridica sulfatada obtida da alga marinha
Acanthophora muscoides (Amll) foi avaliada atraves de modelos de nocicepcdo e
inflamagdo. A toxicidade sistémica dos polissacarideos sulfatados totais também foi
analisada. A atividade antinociceptiva foi avaliada através dos ensaios de contorcGes
abdominais induzidas por acido acético, teste da formalina e da placa quente. Camundongos
Swiss machos foram tratados com Amlil (1, 3 ou 9 mg/kg; i.v.) 30 min antes de receber
injecdo de &cido acético 0,8% ou formalina 1% ou antes da exposi¢do a um estimulo térmico.
Amll reduziu significativamente o nimero de contor¢cdes abdominais induzidas por &cido
acetico e o tempo lambedura da pata na segunda fase do teste da formalina. No teste da placa
quente, AmIl ndo prolongou o tempo de reacdo dos animais. A atividade antiinflamatdria foi
avaliada através do ensaio de migracdo de celulas através da cavidade peritoneal induzida por
carragenana (700 ng/ cavidade) e dos ensaios de edema de pata induzidos por carragenana
(500 pg/pata) ou por dextrano (400 pg/pata). Ratos Wistar foram tratados com Amll (1, 3 ou
9 mg/kg; s.c.) 60 min antes do estimulo inflamatério. Amll reduziu significativamente a
migracdo de neutrdfilos através da cavidade peritoneal. No ensaio do edema de pata induzido
por carragenana, Amll ndo reduziu a formagdo do edema e a migracéo neutrofilica, analisada
através da determinagdo dos niveis teciduais de mieloperoxidase. Entretanto, Amll inibiu o
edema de pata induzido por dextrano no primeiro intervalo analisado. Adicionalmente,
guando Amll (500 pg) foi injetada (s.c.) na pata, para verificar um possivel efeito
edematogénico, ndo foi observado edema. No ensaio de toxicidade subcronica, camundongos
foram tratados diariamente durante 14 dias com os polissacarideos sulfatados totais de A.
muscoides (20 mg/kg; i.p.). Sinais consistentes de dano sistémico ndo foram observados,
conforme revelado pela avaliacdo do peso corporal e dos 6rgédos figado, rim, coracgéo, baco,
timo, e linfonodo e das andlises bioquimicas, hematoldgicas e histopatoldgicas. Como
concluséo, a fracdo Amll possui propriedades antinociceptiva e antiinflamatéria e representa

um potecial agente terapéutico, justificando estudos futuros.

Palavras-chave: algas marinhas, polissacarideos sulfatados, nocicepgdo, inflamacéo.



ABSTRACT

Herein, a sulfated polysaccharidic fraction obtained from the marine alga Acanthophora
muscoides (Amll) was evaluated using models of nociception and inflammation. The
systemic toxicity of the total sulfated polysaccharides was also assessed. The antinociceptive
properties were assayed using the writhing test induced by acetic acid, the formalin and the
hot plate test. Swiss mice were treated with Amll (1, 3 or 9 mg/kg; i.v.) 30 min prior to either
receiving an injection of 0.8% acetic acid or 1% formalin or prior to a thermal stimulus. Aml|
reduced the number of acetic acid-induced writhes and licking time in the second phase of the
formalin test, but it did not alter the response latency in the hot plate test. The anti-
inflammatory properties were assayed using the carrageenan-induced neutrophil migration
into the peritoneal cavity and carrageenan- or dextran-induced paw edema models. Wistar rats
were treated with Amll (1, 3 or 9 mg/kg; s.c.) 60 min prior to inflammatory stimuli. AmllI
reduced significantly the neutrophil migration into the peritoneal cavity. In the carrageenan-
induced paw edema, AmII did not reduce the edema formation or the neutrophil migration, as
assessed by the determination of myeloperoxidase levels in the paw tissue. However, Amll
reduced dextran-induced paw edema during the first interval analysed. Furthermore, when
AmlI (500 pg) was injected (s.c.) into the paw, to verify a possible edematogenic effect, no
edema was observed. Additionally, when mice were treated with the total sulfated
polysaccharides from A. muscoides (20 mg/kg; i.p.) for 14 days, no consistent signs of
systemic damage were observed, as revealed by body weight, liver, kidney, heart, spleen,
thymus and lymph node wet weight and by biochemical, hematological and histopathological
analyses. In conclusion, Amll has antinociceptive and anti-inflammatory properties and

represents a potencial therapeutic agent warranting future studies.

Keywords: marine algae, sulfated polysaccharides, nociception, inflammation.
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1. INTRODUCAO

1.1 Algas marinhas

1.1.1 Consideragdes Gerais

As algas representam um grupo diversificado de organismos fotossintetizantes,
encontrados em ambientes aquaticos e terrestres Umidos, que ndo apresentam pronunciada
diferenciacdo tissular, e que podem assumir formas de vida planctonica (microalgas) e
bentbnica (macroalgas). O termo alga indica um grupo polifilético, pois inclui organismos que
ndo compartilham uma origem comum, mas que seguem mdaltiplas e independentes linhas
evolucionérias (BARSANTI; GUALTIERI, 2006).

A classificacdo desses organismos estd sob constante revisdao a medida que mais
evidéncias genéticas e de ultra-estruturas sdo acumuladas (BARSANTI; GUALTIERI, 2006).
Avancos como a utilizacdo das técnicas de microscopias eletronicas de transmissdo e de
varredura e a analise de sequéncias de nucleotideos permitem a integracdo de dados
moleculares e morfoldgicos e objetivam reforcar a seguranca na identificagédo e classificacéo
das espécies (SILVA, 2008).

As diversas origens evolutivas e a heterogeneidade das algas refletem-se na
diversidade de tamanho, variando de fitoplancton com apenas 0,2-2,0 mm de didmetro para
algas gigantes com até 60 m de comprimento; de habitats colonizados; de estrutura celular; de
niveis de organizacdo e morfologia; de pigmentos para a fotossintese e de polissacarideos
estruturais e de reserva (BARSANTI; GUALTIERI, 2006).

Dentre as principais divisdes de macroalgas marinhas, podem ser citadas:
Rhodophyta (algas vermelhas), Phaeophyta (algas pardas) e Chlorophyta (algas verdes)
(VIDOTTI; ROLLEMBERG, 2004).

As algas vermelhas sdo particularmente abundantes em aguas tropicais quentes,
embora muitas sejam encontradas em regides frias. A presenga do pigmento ficoeritrina em
suas células é responsavel pela coloracdo avermelhada destes organismos. As algas vermelhas
possuem clorofilas a e d e carotendides, e armazenam amido das florideas como reserva
(DAVIS; VOLESKY; MUCCI, 2003; VIDOTTI; ROLLEMBERG, 2004).
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As algas pardas compreendem as algas mais conspicuas das aguas temperadas,
boreais e polares, sendo também encontradas em regides tropicais. As algas pardas podem
chegar a 60 metros de comprimento e pesar mais de 300 quilogramas (RAVEN; EVERT,;
EICHHORN, 2007). Nestes organismos sdo encontrados os pigmentos fucoxantina,
carotendides, clorofilas a e ¢, e armazenam o polissacarideo laminarana como substancias de
reserva (DAVIS; VOLESKY; MUCCI, 2003; VIDOTTI; ROLLEMBERG, 2004).

As algas verdes acumulam amido no interior de suas células, e contém os
pigmentos clorofilas a e b, carotenos e xantofilas; a presenca de clorofilas a e b sustenta a
idéia de que as algas verdes tenham sido as ancestrais das plantas, por serem estas possuidoras
destes tipos de clorofila (VIDOTTI; ROLLEMBERG, 2004).

1.1.2 Importancia econdmica

As algas marinhas tradicionalmente fazem parte da dieta oriental, especialmente
no Japao, China e Coréia. Nas Ultimas décadas, tem aumentado o consumo direto de algas
marinhas como alimento nos paises ocidentais. As algas sdo conhecidas por sua riqueza de
polissacarideos, proteinas, sais minerais e vitaminas e seu baixo teor lipidico, embora haja
diferencas entre as especies. A maior parte dos polissacarideos de algas ndo € digerida pelos
seres humanos, sendo desta forma considerada fibra alimentar (GOMEZ-ORDONEZ;
JIMENEZ-ESCRIG; RUPEREZ, 2010).

Os ficocoldides (agar, alginato e carragenana) sdo extraidos de algas marinhas
para 0 uso em industrias farmacéuticas, de cosméticos e de alimentos. As propriedades fisico-
quimicas distintas dos alginatos confere-lhes aplicagdes nas inddstrias alimenticias como
agente gelificante e espessante (CARDOZO et al., 2007), farmacéutica, como em
microesferas para a liberacdo de drogas (CHAN; LEE; HENG, 2002) e nas industrias de papel
e téxtil como espessante de corantes (TURK; SCHNEIDER, 2000).

Na industria alimenticia, as carragenanas tém sido utilizadas, por exemplo, para
melhorar a textura do queijo cottage, para controlar a viscosidade e textura de doces e
sobremesas, e como aglutinantes e estabilizadores na industria de processamento de carne
para a fabricacdo de salsichas e hamburgueres de baixos teores de gordura. A industria de
alimentos responde por 70-80% do total da producdo mundial de carragenanas, estimada em

cerca de 45.000 toneladas métricas por ano, dos quais cerca de 45% é destinado para 0s
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produtos lacteos e 30% para carne e seus derivados. O mercado total de carragenanas foi
estimado nos Estados Unidos em 300 milhGes de dolares por ano (CAMPO et al., 2009;
MCHUGH, 2003).

Carragenanas também s&o utilizadas nas industrias farmacéutica e de cosmeéticos.
As carragenanas tém sido utilizadas em preparacOes de creme dental, lo¢cbes e xampus
(CAMPO et al., 2009). Provaram-se Uteis também como excipientes de comprimidos, devido
a boa compatibilidade, robustez e alta viscoelasticidade persistente do comprimido durante a
compressdo, indicando que carragenanas sao excipientes apropriados para formulacGes de
liberacéo sustentada (BHARDWAJ et al., 2000).

O é&gar é industrialmente importante devido a sua viscosidade que lhe confere
propriedades espessantes, estabilizadoras e gelificantes (USOV, 1992). Géis de agar com
forcas superiores a 700 g cm™ em uma solucdo 1,5% sdo referidos como agar de qualidade
elevada e sdo bastante utilizados mundialmente. Geéis de &gar com forca inferior a estes
valores geralmente sdo rejeitados para aplicagdes industriais e destinados para usos
domésticos tradicionais da Asia. No entanto, tem-se demonstrado que géis de menor forga
(30-200 g cm™) podem ser utilizados em novas aplicacdes industriais, incluindo alimentos
liquidos, produtos de confeitaria de textura macia, substitutos de gordura e como
crioprotetores que minimizam os danos no processo de congelamento e descongelamento
(PEREIRA-PACHECO et al., 2007).

O mercado em expansdo dos ficocoloides enfrenta o desafio de obter grandes
quantidades de algas sem prejuizos ao ambiente marinho. Nas Ultimas décadas, o cultivo de
algas foi bastante enfatizado para a producdo de seus valiosos produtos em larga escala
(CARDOZO et al., 2007).

1.2 Caracteristicas estruturais e atividades biolégicas dos polissacarideos sulfatados de

algas marinhas

Os polissacarideos sulfatados estdo presentes nas algas vermelhas na forma de
galactanas (PERCIVAL; McDOWELL, 1967), nas algas pardas na forma de fucoidanas
(BERTEAU; MULLOQY, 2003) e nas algas verdes, na forma de arabino-galactanas e ulvanas
(PERCIVAL; McDOWELL, 1967).
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1.2.1 Galactanas sulfatadas

1.2.1.1 Caracteristicas estruturais de galactanas sulfatadas

As galactanas sulfatadas encontradas nas algas marinhas vermelhas sdo formadas
por galactoses (ou derivados desse monossacarideo) dispostas em uma cadeia linear composta
por unidades dissacaridicas repetitivas de 3-D-galactose ligada através dos carbonos C-1 e C-3
(unidade A) e a-galactose através dos carbonos C-1 e C-4 (unidades B), sendo que algumas
unidades de a-galactose podem ser encontradas na forma de 3,6-anidrogalactose. As
galactanas formam um arranjo alternado de unidades A e B, ou seja, (AB)n (PAINTER,
1983).

As carragenanas e as agaranas sao as galactanas sulfatadas mais conhecidas e
estudadas e diferem na configuracdo enantiométrica da -galactose da unidade B, sendo da
série L para agaranas e D para carragenanas. A unidade A sempre pertence a série D (USQOV,
1984). Estudos estruturais mais detalhados demonstram um terceiro grupo de galactanas, 0s
hibridos D/L, em que as unidades B apresentam configuracdo D e L na mesma molécula
(ESTEVEZ; CIANCIA; CEREZO, 2004).

As carragenanas sdo classificadas em 4 familias, de acordo com a posi¢do dos
grupos sulfato nas unidades A e B e ciclizacdo (presenca de 3,6-anidrogalactose) da unidade
B. A familia Kappa ), apresenta grupos sulfato no C -4 da unidade A e, de acordo com a
posicdo dos grupos sulfatos na unidade B e da ciclizacdo, divide-se carragenanas com
estruturas ideais denominadas: k-, -, u- e v-carragenanas. A familia Lambda (L) possui grupos
sulfato no C-2 de ambas as unidades, e divide-se em A-, & e m-carragenanas (estruturas
naturais) e 6-carragenana (oriunda do tratamento alcalino da A-carragenana). A familia Beta
(B) compreende polissacaileos em que a unidade A ndo é sulfatada. Inclugndo - e o—
carragenanas e seus precursores biologicos y- ¢ d-carragenanas. A familia Omega ()
compreende galactanas que apresentam grupos sulfato no C-6 da unidade A. Nesta familia
estd a carragenana natural o— e seu precursor bioldgicoy —carragenana (STORTZ; CEREZO,
2000).

A classificacdo das agaranas ndo é tdo especifica quanto a das carragenanas
(STORTZ; CEREZO, 2000). As agaranas podem ter quantidades variaveis de diferentes
grupos O-ligados, principalmente éter metilico, éster sulfato, acetal de &cido pirdvico ou

residuos P -D-xilopiranosil. A proporcdo e distribuicdo dos substituintes mencionados na
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cadeia do esqueleto do galactano modificam as propriedades fisico-quimicas dos
polissacarideos (LAHAYE; ROCHAS, 1991; RODRIGUEZ et al., 2009). O maior grau de
substituicdo por grupos sulfato, por exemplo, produz géis de menor forca (VILLANUEVA et
al., 2010).

Atualmente, espécies de ordem Gelidiales (que inclui os géneros Gelidium,
Pterocladia e Gelidiella) e Gracilariales (Gracilaria, Gracilariopsis e Hydropuntia) séo as
mais exploradas comercialmente como matérias-primas para a producdo de é&gar
(VILLANUEVA et al., 2010). Embora o agar de melhor qualidade seja extraido do género
Gelidium, seu alto custo e o esgotamento gradual dos bancos naturais impulsionam a busca de
novas fontes naturais para este polissacarideo (RODRIGUEZ et al., 2009).

1.2.1.2 Atividades bioldgicas de galactanas sulfatadas

Muitas atividades biologicas de galactanas sulfatadas tém sido descritas. Umas
das propriedades mais estudadas é a capacidade de prolongar o tempo normal de coagulacao
sanguinea (MELO et al., 2008; RODRIGUES et al., 2010a). As atividade anticoagulante de
galactanas sulfatadas dependem ndo somente da densidade de cargas, como também das
posicdes dos radicais sulfato na molécula (FONSECA et al. 2008; PEREIRA et al., 2005).

O duplo efeito de polissacarideos sulfatados sobre a trombose venosa foi relatado
para as galactanas sulfatadas de algas Gelidium crinale e Botryocladia occidentalis. A
galactana de G. crinale apresentou discreto efeito pro-trombético em doses baixas, mas em
altas doses foi um potente inibidor da trombose venosa. Ja a galactana de B. occidentalis
mostrou-se antitrombatica em baixas doses, porém apresentou efeito pro-trombotico em altas
doses (FONSECA et al. 2008).

A atividade antiviral é bastante relatada (HARDEN et al., 2009; TALARICO et
al., 2005; YASUHARA-BELL; LU, 2010). Estudos buscam correlacionar estrutura e
atividade antiviral (DUARTE et al., 2004). A carragenana da alga Meristiella gelidium
apresentou atividade anti-herpética (contra HSV-2), com elevado indice de seletividade
(TISCHER et al., 2006). As fracGes polissacaridicas isoladas da alga Grateloupia indica
apresentaram  potente  atividade  anti-herpética, inibindo a adsorcdo viral
(CHATTOPADHYAY et al., 2007).
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A galactana hibrida D/L da alga Cryptonemia crenulata inibiu as etapas de ligacéo
e penetragdo do virus da dengue tipo 2 (TALARICO et al. 2007). Talarico e Damonte (2007)
demonstraram que A ¢ 1-carragenanas sdo potentes inibidores da multiplicacdo do virus da
dengue tipo 2 e 3 em células de rim de macacos (Vero) e em celulas hepéaticas humanas
(HepG2).

FracOes oligossacaridicas sulfatadas de baixo peso molecular da alga Furcellaria
lumbricalis inibiram a B-secretase, que inicia a formacdo de peptideo Ab B-amildide, cujo
excesso e fundamental para a fisiopatologia da doenca de Alzheimer (YANG et al., 2011).

As galactanas sulfatadas da alga Champia feldmannii apresentaram propriedades
imunoestimulantes e antitumorais. Os polissacarideos ndo apresentaram citotoxicidade in
vitro significante, porém apresentaram efeito antitumoral in vivo. Além de aumentarem
significativamente o peso do baco, também foram capazes de reverter a diminui¢cdo no
namero de linfocitos causada pelo tumor Sarcoma 180 e de aumentar 0 numero de anticorpos
totais e especificos para ovoalbumina no soro de animais imunizados (LINS et al., 2009).

Ha poucos estudos sobre atividade antinociceptiva e antiinflamatoria de
polissacarideos sulfatados de macroalgas marinhas. Viana et al. (2002) demonstraram a
atividade antinociceptiva de polissacarideos da alga marinha vermelha Bryothamnion
triqguetrum no ensaio de contorgdes abdominais induzidas por &cido acético. Os
polissacarideos da alga marinha vermelha Bryothamnion seaforthii reduziram o nimero de
contorcBes abdominais induzidas por &cido acético, o tempo de lambedura da pata no teste da
formalina, na primeira e segunda fase, e prolongaram o tempo de reacdo ao estimulo térmico
no teste da placa quente (VIEIRA et al., 2004).

Assreuy et al. (2008) reportaram o efeito antinociceptivo de uma fragdo
polissacaridica sulfatada da alga C. feldmannii no modelo de contor¢fes abdominais
induzidas por &cido acético. A fracdo mostrou-se edematogénica quando aplicada por via s.c.
na pata de ratos e induziu a migracdo de leucdcitos quando administrada na cavidade
peritoneal. Uma frag&o polissacaridica sulfatada da alga Solieria filiformis também apresentou
efeito edematogénico significativo quando aplicado por via s.c. na pata de ratos (ASSREUY
et al., 2010).

1.2.2 Fucoidanas sulfatadas

1.2.2.1 Caracteristicas estruturais de fucoidanas sulfatadas
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Os polissacarideos sulfatados de algas pardas sdo geralmente encontrados na
forma de fucoidanas, representando uma classe de polissacarideos sulfatados ricos em -L-
fucose facilmente extraidos com alga quente ou solucdo acida (BERTEAU; MULLOY, 2003).
Frequentemente estdo presentes na composicdo dos fucoidanas outros monossacarideos como
galactose, manose, xilose, &cido urénico e também grupos acetis (USOV; BILAN, 2009).

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

Segundo recomendacdes da IUPAC, sdo fucanas sulfatadas polissacarideos
baseados principalmente em L -fucose com menos de 10% de outros monossacarideos. Este
termo se aplica as fucanas sulfatadas obtidas de invertebrados marinhos, enquanto o termo
fucoidana refere-se a polissacarideos mais complexos obtidos de algas (BERTEAU;
MULLOY, 2003).

1.2.2.2 Atividades bioldgicas de fucoidanas sulfatadas

As fucoidanas apresentam diversas atividades bioldgicas, dentre as quais as mais
estudadas sdo as atividades anticoagulantes e antitrombdticas. A massa molecular e o
conteudo de sulfato, principalmente a estrutura exata e ndo somente da densidade de cargas,
tém importante relacdo com as atividades (BERTEAU; MULLOY, 2003; BOISSON-VIDAL
et al., 2000).

A galactofucana sulfatada da alga parda Spatoglossum schrdederi ndo apresentou
atividade anticoagulante in vitro, porém apresentou atividade antitrombdtica in vivo. A
galactofucana estimulou a sintese de heparan sulfato pelas células endoteliais, sem estimular a
proliferacdo destas células e sem indicios de citotoxicidade (ROCHA et al., 2005). A
heterofucana A da alga S. schrdederi também se mostrou antitrombética in vivo, sem
apresentar efeito anticoagulante in vitro (BARROSO et al., 2008; LEITE et al., 1998).
Recentemente, esta mesma fucana demonstrou ndo ser genotoxica ou mutagénica
(ALMEIDA-LIMA et al., 2010).
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Azevedo et al. (2009) estudaram a influéncia dos grupamentos sulfatos e da massa
molecular da fucoidana da alga parda Fucus vesiculosus na atividade anticoagulante, na
agregacao plaquetaria e no efeito hemorragico, utilizando polimeros nativos e dessulfatados e
fracdes de diferentes massas moleculares. Foi demonstrado que a massa molecular e o grau de
sulfatacdo sdo pardmetros importantes na atividade anticoagulante e na agregacao plaquetéria,
porém ndo foram observadas diferencas quanto ao efeito hemorragico.

As fucoidanas sdo promissores agentes antiinflamatorios. O tratamento com a
fucoidana da alga F. vesiculosus inibiu a liberacdo de IL-1 e diminuiu a producdo de TNF-a
no fluido cérebro espinhal de coelhos infectados com Streptococcus pneumoniae
(OSTERGARRD et al., 2000). FragOes de baixo peso molecular da fucoidana da alga
Ascophyllum nodosum inibiram as primeiras etapas da via classica de ativacdo do sistema
complemento (TISSOT et al., 2003).

A fucoidana da alga Lobophora variegata inibiu a migracdo de leucdcitos
induzida por tioglicolato e o edema de orelha causado pelo dleo de croéton em animais
sensibilizados (MEDEIROS et al., 2008). Em estudos posteriores, a fucoidana da alga L.
variegata também inibiu 0 edema de pata em ratos induzido por diferentes estimulos:
dextrano, carragenana, zimosan e fosfolipase A,. No ensaio de peritonite, a fucoidana inibiu a
migracdo de neutrofilos induzida por zimosan e reduziu a concentracéo de nitrito do exsudato
peritoneal (SIQUEIRA et al., 2011)

A acdo dos fucoidanas na oncogénese ocorre principalmente através de efeitos
imunoestimulatorios que possibilitam a mobilizacdo das defesas do hospedeiro (AHN et al.,
2008). As fucoidanas também estimulam a apoptose de células tumorais e a prevencdo de
metastases por alterar o comportamento adesivo de células. Outro mecanismo de atividade
antitumoral € a supressao da formacdo de vasos sanguineos, o que reduz a disponibilidade de
nutrientes para os tecidos tumorais (USOV; BILAN, 2009).

Estudos relatam o potencial antiviral de fucoidanas. Uma fucoidana da alga
Cladosiphon okamuranus, composta por acido glucurénico e residuos de fucose sulfatados,
inibiu a infeccdo causada pelo virus da dengue tipo 2. Demonstrou-se que a fucoidana
interage diretamente com a glicoproteina do envelope (EGP) e que tanto o acido glucurénico
quanto os residuos sulfatados de fucose sdo necessarios para a inibicéo da infeccdo (HIDARI
et al., 2008).

As heterofucanas das algas Dictyota mertensii, L. variegata, a

xylofucoglucuronana da alga S. schroederi e a fucana da alga F. vesiculosus apresentaram um
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pronunciado efeito inibitorio in vitro sobre a transcriptase reversa do virus da
imunodeficiéncia humana (QUEIROZ et al., 2008).

1.2.3 Ulvanas e arabino-galacatanas

1.2.3.1 Caracteriticas estruturais de ulvanas e arabino-galactanas

Os polissacarideos sulfatados de algas verdes sdo heteropolissacarideos anidnicos
bastante complexos. Os polissacarideos das algas pertencentes a ordem Ulvales, denominados
ulvanas, sdo compostos por diferentes sequéncias quimicas baseadas principalmente em
dissacarideos de raminose, acido glucurdnico e xilose (PERCIVAL; MCDOWELL, 1967
LAHAYE; ROBIC, 2007).

As ulvanas representam cerca de 8-29% do peso seco das algas verdes. Entre as
propriedades funcionais, as ulvanas formam solucfes aquosas viscosas capazes de formar géis
termorreversiveis na presenca de cations polivalentes e borato (LAHAYE; ROBIC, 2007).

Os géneros Clodophora, Chaetomorpha, Caulerpa e Codium apresentam
polissacarideos sulfatados constituidos por D-galactose, L-arabinose e D-xilose em diferentes
proporcdes, denominados arabino-galactanas (PERCIVAL; McDOWELL, 1967).

1.2.3.2 Atividades bioldgicas de ulvanas e arabino-galactanas

As ulvanas apresentam diversas propriedades biologicas valiosas para a
agricultura, alimentos e aplicagfes farmacéuticas (ROBIC, SASSI, LAHAYE, 2008). Os
heteropolissacarideos sulfatados da alga Monostroma nitidum apresentaram citotoxicidade
direta em células humanas cancerosas (linhagem AGS). Além disso, estimularam macrofagos
(Raw264) induzindo consideravel produgdo de oxido nitrico e prostaglandina E,, sugerindo
que esses polissacarideos possuem acdo imunomodulatéria (KARNJANAPRATUM, YOU,
2011).

Os polissacarideos sulfatados da alga Capsosiphon fulvescens estimularam a

liberagdo de citocinas pré-inflamatoérias, TNF-a e IL-6, de forma dose-dependente, alem de
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induzirem um aumento da expressdo de INOS e COX-2 em macrofagos RAW?264.7,
demonstrando assim agdo imunoestimulante (NA et al., 2010).

Os polissacarideos da alga Ulva rigida induziram um aumento da expressao de
quimiocinas e na producdo de nitrito. Além disso, estimularam a secrecdo de prostaglandinas
E, por macrdfagos e induziram um aumento na expressdo das enzimas ciclooxigenase 2
(COX-2) e 6xido nitrico sintase 2 (LEIRO et al., 2007).

Os polissacarideos da alga Ulva pertusa apresentaram propriedades
antihiperlipidémicas, reduzindo os teores de colesterol plasmatico total, lipoproteina de baixa
densidade, triglicerideos, além disso aumentaram acentuadamente os indices plasmaticos de
lipoproteinas de alta densidade, em comparacdo ao grupo controle hiperlipidémico
(PENGZHAN et al., 2003).

Os polissacarideos sulfatados da alga Caulerpa racemosa inibiram seletivamente
cepas de referéncia e cepas resistentes a aciclovir do virus herpes simplex tipos 1 e 2 em
células Vero e sem apresentarem efeitos citotoxicos (GHOSH et al., 2004). Rodrigues et al.
(2010b) mostraram que os polissacarideos sulfatados das algas C. racemosa e C. cupressoides
apresentaram baixo potencial anticoagulante.

Os polissacarideos extraidos da alga Bryopsis plumosa apresentaram atividade
antioxidante in vitro (SONG et al., 2010). O polissacarideo da alga Codium fragile exerce
atividade antiviral contra o virus herpes simplex tipo 2 in vitro e in vivo (OHTA et al., 2009).
O mesmo polissacarideo estimulou a producdo de Oxido nitrico atraveés da inducdo da
expressao da oxido nitrico sintase induzida (iINOS) e dos RNA mensageiros de varias
citocinas, como IL-1b, IL-6, IL-10 e TNF-a (LEE et al., 2010).

1.2 Dor e Nocicepgao

A dor é definida, segundo a Associacdo Internacional de Estudos sobre Dor
(IASP, 2011), como uma experiéncia emocional ou sensorial desagradavel, associada ao dano
tecidual real ou potencial, ou descrita em termo de tal lesdo. A dor é um fenémeno biol6gico
complexo que envolve intricados componentes neurofisioldgicos, comportamentais,
psicossociais e afetivos (MCDOUGALL, 2011).
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O termo nocicepc¢do, oriundo do Latim nocere, prejudicar, é utilizado com melhor
precisdo em testes com animais, visto que é dificil elaborar testes que megam o componente
afetivo (LE BARS; GOZARIU; CADDEN, 2001).

A dor aguda serve como um sistema de alerta para afastar o individuo de um
estimulo doloroso em particular. A dor crénica normalmente dura mais que a resposta de cura
ou continua mesmo na auséncia de qualquer dano tecidual observavel e parece ndo servir a
um propasito claro (MCCURDY; SCULLY, 2005; MCDOUGALL, 2011).

A dor aguda geralmente segue aos danos dos tecidos causados por infec¢Bes ou
inflamagdes, como no caso da dor associada com a dismenorreéia, a dor de cabega comum ou
enxaqueca, a dor de garganta ou de trauma leve, que sdo os tipos mais comuns da dor aguda,
atendidos em clinica geral, e respondem pela maioria dos analgésicos prescritos (MOORE,
2009).

O tratamento inadequado da dor aguda pode levar a dor persistente e cronica,
indicando a importancia de seu gerenciamento rapido e eficaz (MOORE, 2009). O tratamento
da dor cronica € um grave problema devido aos efeitos adversos dos medicamentos
disponiveis, que variam de acordo com a classe de agente usado, tais como dependéncia,
tolerancia, efeitos gastrintestinais e abuso (MCCURDY; SCULLY, 2005).

1.2.1 Fisiopatologia da dor

A maioria dos tipos de dor comeca na periferia com um estimulo nocivo néo
especializado, ativando as terminagdes nervosas livres associadas com neurénios aferentes
primarios de pequeno diametro. Este estimulo fisico é posteriormente transduzido em um
sinal eletroquimico, que é transmitido da periferia para o sistema nervoso central
(MCDOUGALL, 2011).

O sistema corporal de percepcao de dor envolve gquatro estruturas anatbmicas:

1. Nociceptores, que sdo estruturas especializadas do sistema nervoso periférico
que detectam os estimulos nociceptivos.

2. Tratos nociceptivos ascendentes, como o0s tratos espinotalamico e
espinohipotalamico, que transmitem os estimulos do corno dorsal da medula espinhal até os

centros superiores localizados no sistema nervoso central.
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3. Centros superiores no sistema nervoso central, que s&o estruturas envolvidas na
discriminacgdo da dor, incluindo o seu componente afetivo da memoria e do controle motor
relativo ao mecanismo de defesa representado pelo ato de fuga do estimulo doloroso.

4. Sistemas descendentes que permitem aos centros superiores do sistema nervoso
central modificar a informac&o nociceptiva em diversos niveis (CAVALCANTE, 2005).

Os nociceptores tém a habilidade de detectar uma grande variedade de estimulos,
incluindo os de natureza fisica e quimica, e de converté-los em sinais eletroquimicos
(JULIUS, BASBAUM, 2001). Outra caracteristica dos nociceptores é apresentar um limiar
alto de estimulo, sendo necessario um estimulo intenso para originar um potencial de acao
(CAVALCANTE, 2005). Ao entrar no corno dorsal da medula espinhal, estes impulsos sdo
transmitidos atraves de neurdnios de segunda ordem ao longo de vias ascendentes para o
cérebro (FIGURA 1). Ao veicular esses impulsos para areas especificas do cérebro, como o
cortex somatosensorial e a amigdala, os sinais eletroquimicos sdo moldados em uma
experiéncia psicofisica que incorpora reflexos motores de protecdo e respostas emocionais.
Detalhes importantes de todo este processo ainda ndo séo totalmente compreendidos
(MCDOUGALL, 2011).

Os neurdnios sensoriais séo geralmente classificados em fibras AB, Ad ou C com
base em grau de mielinizacdo e velocidade de seus potenciais de a¢do ao longo das fibras
aferentes (LUMPKIN, CATERINA, 2007). As fibras AP, mielinizadas e de grande didametro,
detectam, em geral, estimulos in6cuos (propriocepcdo e toque suave) aplicados a pele,
musculos e articulacdes. Estas fibras ndo contribuem para o aumento da dor, podendo sua
estimulacdo diminuir a percepcédo dor (JULIUS, BASBAUM, 2001).

As fibras aferentes primarias nociceptivas sao representadas pelas fibras Ad e C,
que, quando estimuladas, transmitem o estimulo para o corno dorsal da medula espinhal. As
fibras Ad, pouco mielinizadas, conduzem o estimulo a uma velocidade de 2 a 30 m/s e
respondem a estimulos nocivos mecanicos e térmicos. As fibras C, amielinicas, conduzem o
estimulo em velocidades menores que 2 m/s e respondem a estimulos nocivos térmicos,

mecanicos e quimicos, sendo chamados de polimodais (CAVALCANTE, 2005).
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Figura 1- O caminho da dor da periferia até o cérebro. Estimulos nocivos podem ativar os nociceptores
causando a sensac¢do de dor. Varias células residentes nas proximidades das terminacfes nervosas podem liberar
mediadores que podem tanto aumentar quanto reduzir o limiar de ativacdo dos nervos. Adaptado de McDougall
(2011).
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Ha outra classe de neurdnios aferentes primarios amielinizados que normalmente
ndo sdo sensiveis a estimulos mecénicos e térmicos intensos; no entanto, em situacdes de
trauma e/ou inflamagdo, tornam-se responsivos, despolarizando-se vigorosamente, mesmo
durante movimentos normais. Esses nociceptores foram identificados em diversas espécies
animais e sdo denominados receptores silenciosos ou silentes (CAVALCANTE, 2005).

O conhecimento dos mecanismos do cérebro ainda é relativamente limitado. O
corno dorsal da medula espinhal é dotado de diversos neurotransmissores e receptores,
incluindo: substancia P, somatostatina, neuropeptideo Y, aminoacidos excitatérios e
inibitdrios, oxido nitrico, opidides enddgenos, adenosina e monoaminas, entre outros. Desta
forma, a transmissdo da dor para o cérebro esta sob controle fisiolégico diversificado, o que
contribui para um dificil desafio na descoberta dos modos de inibir sensa¢es dolorosas sem
causar efeitos colaterais (MCCURDY; SCULLY, 2005).

Mediadores inflamatorios, como as prostaglandinas, sensibilizam os receptores de
limiar alto, o que resulta no fenébmeno de sensibilizacdo periférica. Apos a sensibilizagdo, um
estimulo mecanico de baixa intensidade, que normalmente ndo causaria dor, agora €
percebido como doloroso. As prostaglandinas causam hiperalgesia por sensibilizarem o0s
nociceptores periféricos aos efeitos de outros mediadores quimicos da dor e inflamacéo, tais
como a somatostatina, bradicinina e histamina (CAVALCANTE, 2005).

1.3 Inflamacéo

O processo inflamatério é constituido por uma série complexa de eventos
celulares e bioquimicos, submetidos a um forte controle, que evoluiram para eliminar ou
conter agentes infecciosos e reparar danos teciduais. Uma resposta ineficiente ou
descontrolada contribui para disfuncdo celular, dano tecidual e reparo inadequado,
encontrados em muitas doencas inflamatorias (HALLETT et al., 2008).

O inicio da resposta inflamatoria deve ser bem regulado, para evitar danos
colaterais consideraveis. Sinais moleculares de alarme gerados em resposta ao dano tecidual
e/ou invasdo microbiana sdo reconhecidos por células apresentadoras de antigenos, tais como

macrofagos residentes ou células dendriticas. Devido a sua localizagdo estratégica, proximo
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ao local da lesdo, as células residentes do tecido sdo os indutores primérios da reagdo
inflamatdria (SCHRODER; TSCHOPP, 2010).

Em contraste com células em apoptose, a morte celular por necrose, resultante da
infeccdo ou lesdo, leva a ruptura das membranas celulares. Conseqiientemente, a liberacéo dos
componentes citoplasmaticos e nucleares faz com que padrées moleculares associados ao
dano sejam reconhecidos por receptores de reconhecimento expressos por leucdcitos ou por
células apresentadoras de antigenos, promovendo a producdo de citocinas pré-inflamatorias
(SCHRODER; TSCHOPP, 2010).

Uma resposta inflamatéria aguda bem sucedida resulta na eliminag¢do dos agentes
infecciosos, sendo seguida por uma fase de resolugéo e reparacdo, mediada principalmente
por macréfagos teciduais residentes e recrutados (HALLETT et al., 2008; SERHAN, 2007).
A mudanca de mediadores lipidicos de prostaglandinas pro-inflamatorias para lipoxinas, que
sdo antiinflamatorias, é crucial para a transicdo da inflamacdo para a fase de resolucéo.
Lipoxinas inibem o recrutamento de neutrofilos e promovem o recrutamento de mondcitos,
que removem as células mortas e iniciam a remodelagem do tecido. Resolvinas e protectinas,
que constituem uma outra classe de mediadores lipidicos, bem como fatores de crescimento
produzidos por macrofagos, também tém um papel fundamental na resolucdo da inflamacéo
(SERHAN, 2007).

Quando a resposta inflamatoria aguda ndo elimina o patdgeno, o processo
inflamatdrio persiste e adquire novas caracteristicas, ou seja, o infiltrado neutrofilico é
substituido por macroéfagos, e, no caso de infeccGes também héa a presenca de linfécitos T. Se
o efeito combinado destas células ainda for insuficiente, desenvolve-se um processo
inflamatorio crénico, envolvendo a formacdo de granulomas. A inflamagdo cronica pode
resultar também de lesdes teciduais ocasionadas por outros agentes além de patdgenos
persistentes, tais como respostas auto-imunes ou corpos estranhos. Os mecanismos da
inflamacdo induzida por infeccdo sao melhor entendidos do que os de outros processos
inflamatorios (MEDZHITOV, 2008).

1.3.1 Eventos vasculares

As células endoteliais regulam uma variedade de fun¢Ges como tonus vascular,

coagulacdo sanglinea, inflamagdo e angiogénese. A permeabilidade paracelular é regulada
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por um complexo equilibrio de forgas contrateis intracelulares, de forcas celulares adesivas
entre células e de forcas entre as células e matriz extracelular (WANG; DUDEK, 2009).

O reconhecimento inicial da infeccdo leva a producdo de uma variedade de
mediadores inflamatdrios. O efeito principal e mais imediato destes mediadores é elicitar um
exsudado inflamatorio local: proteinas plasmaticas e leucécitos (principalmente neutréfilos),
normalmente restritos aos vasos sanguineos, acessam, através de vénulas pds-capilares, 0s
tecidos extravasculares nos locais da infeccdo ou lesdo (MEDZHITOV, 2008). Mediadores
inflamatdrios como a trombina, bradicinina, histamina, TNF-a e fator de crescimento vascular
endotelial aumentam a permeabilidade vascular, abrindo espacos paracelulares e rompendo as
juncoes endoteliais e os complexos de adeséo (WANG; DUDEK, 2009).

O dano ao endotélio vascular permite que as proteinas do plasma e das plaquetas
acessem os espacos extravasculares. O regulador chave da inflamacédo derivado do plasma, o
fator de Hageman, conhecido como fator XIlI, é ativado pelo contato com o colageno e outros
componentes da matriz extracelular. O fator Hageman ativado atua como um sensor de dano
vascular, iniciando quatro cascatas proteoliticas que geram mediadores inflamatorios: cascata
da calicreina-cinina, cascata de coagulacédo, cascata fibrinolitica e cascata do complemento.
As plaguetas também sdo ativadas quando em contato com o colageno e também produzem
varios mediadores inflamatdrios, incluindo tromboxanos e serotonina (MEDZHITOV, 2008).

1.3.2 Principais células envolvidas na inflamacao

A acdo conjunta dos fagocitos profissionais (neutréfilos, mondécitos e macrofagos)

é crucial para a efetiva eliminacdo de agentes infecciosos e detritos celulares. Os neutrofilos
sdo células de curta duragdo, recrutadas no inicio da resposta inflamatoria, que utilizam uma
grande variedade de mecanismos inflamatorios, alguns dos quais sdo potencialmente
prejudiciais ao hospedeiro, e assim a ativacdo de neutrofilos tem de ser rigorosamente
controlada para evitar dano excessivo aos tecidos (SOEHNLEIN; LINDBOM, 2010).
Quando chegam ao local do tecido atingido, os neutréfilos tornam-se ativados, seja por
contato direto com patégenos ou por meio das agdes de citocinas secretadas por células
residentes. Os neutrdfilos ativados tentam destruir agentes invasores liberando o conteudo
toxico de seus granulos, que incluem especies reativas de oxigénio (ROS) e de nitrogénio,

proteinase 3, catepsina G e elastase. Estes potentes efetores ndo discriminam entre os alvos
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microbianos e o hospedeiro, sendo os danos aos tecidos do hospedeiro inevitaveis
(MEDZHITOV, 2008).

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

Os granulos azurdéfilos contém a enzima mieloperoxidase (MPO), uma proteina
di-heme composta por dois heterodimeros idénticos. Os grupos heme, ligados
covalentemente, possuem estrutura Unica e exibem propriedades espectrais incomuns
responsaveis pela sua coloracdo verde (FIEDLER, DAVEY, FENNA, 2000). A MPO gera
espeécies oxidativas em neutrofilos, usando peroxido de hidrogénio (H202) e haletos (X-) para
produzir acidos hipoalosos (HOX) (JANTSCHKO et al., 2005).

O papel das ROS e da halogenagédo mediada pela MPO como principal sistema
dos neutréfilos de eliminacdo de microbio tem sido reavaliado. Questiona-se se 0s patdgenos
sdo predominantemente eliminados por meio de mecanismos dependentes de oxigénio através
de halogenacdo catalisada pela MPO ou através de mecanismos independente de oxigénio,
envolvendo proteinas bactericidas, como a lisozima e a lactoferrina e proteases, tais como
elastase. Tem-se sugerido que a MPO poderia atuar protegendo as enzimas digestivas da
desnaturacdo oxidativa (JANTSCHKO et al., 2005; SEGAL, 2005).

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

Uma vez localizados nos tecidos, os macréfagos adquirem fungdes especializadas
dependendo das necessidades locais. Assim, no figado, macrofagos residentes, também
conhecidos como células de Kupffer, desenvolvem uma alta capacidade fagocitica destinada a
eliminacdo de endotoxina e de outros materiais estranhos a circulagdo portal. Nos pulmdes, 0s
macrofagos alveolares adquirem a capacidade de liberar grandes quantidades de oxidantes
citotoxicos altamente reativos para a destruicdo de patogenos inalados e xenobidticos. Os
macrofagos sdo efetores celulares essenciais da resposta imune inata, livrando o organismo de

virus, bactérias, células apoptoéticas e algumas células tumorais (LASKIN et al., 2011).
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Os granuldcitos (nome coletivo dado a neutrofilos, eosindfilos e basofilos) tém
um papel proeminente na defesa imunoldgica. Os eosinodfilos constituem 5% dos granuldcitos
circulantes, conferindo resisténcia a invaséo parasitaria, além de seu envolvimento na resposta
alérgica (HALLETT et al., 2008).

Os basofilos representam menos de 1% dos leucdcitos. Além dos grénulos
basofilicos, compartilham algumas caracteristicas com 0s mastécitos residentes, incluindo a
expressao de algumas moléculas de superficie e a liberacdo de mediadores quimicos
relacionados com as alergias como a histamina (KARASUYAMA et al., 2011).

Os mastocitos localizam-se principalmente na interface do hospedeiro com o
ambiente, como a pele e mucosas, desempenhando um importante papel no reconhecimento
de patogenos ou de outros sinais de infeccdo. Os mastocitos sdo conhecidos por sua
associacdo com condicdes patoldgicas, como alergia, asma e anafilaxia (ABRAHAM, ST.
JOHN, 2010).

1.3.3 Recrutamento de leucocitos para os locais de inflamacéo

O recrutamento de neutréfilos, linfocitos e o trafico de recirculagdo de mondcitos
exigem adesdo e a transmigracdo através das paredes dos vasos sanguiineos. Com a descoberta
das integrinas, selectinas e seus respectivos ligantes, e quimiocinas e seus receptores, a
cascata de adesdo leucocitaria emergiu como um conceito para explicar o recrutamento de
subtipos de leucdcitos para locais especificos (LEY et al., 2007). Os leucdcitos sao recrutados
para o local da inflamagdo por uma série de etapas adesivas que permite sua fixacdo a parede
do vaso endotelial, sua locomocdo ao longo desta parede, e sua travessia e migracao através
do tecido intersticial (MULLER, 2011).

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

A transmigracgéo, também denominada de migracdo transendotelial ou diapedese,

através das paredes das vénulas pos-capilares é o Gltimo passo no processo da migracdo de
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leucocitos para os tecidos inflamados. Antes de atravessar as paredes das vénulas, 0s
neutréfilos e mondcitos locomovem-se dentro dos vasos sanguineos de uma forma
dependente de receptores em busca de um local para transmigracdo (LEY et al., 2007). A
transmigracdo € sem duvida um ponto sem retorno na resposta inflamatoria. Todas as etapas
anteriores, rolamento de leucocitos, ativacdo, adesdo e locomogdo, sdo reversiveis e a maior
parte dos leucdcitos que aderem a vénulas pos-capilares retorna a circulagdo (MULLER,
2011).

Até recentemente, acreditava-se que a migracdo celular de leucocitos
transendotelial ocorria somente via paracelular, através das juncGes endoteliais, mas a
migracdo dos leucdcitos via transcelular, através da célula endotelial, pode ocorrer no sistema
nervoso central, em varios cenarios inflamatorios e em modelos in vitro (LEY et al., 2007,
MULLER, 2011). Algumas moléculas importantes para a migracdo paracelular também

atuam na migracdo transcelular (MULLER, 2011).

1.3.4 Mediadores inflamatorios

Os indutores da inflamacdo desencadeiam a produgdo de inimeros mediadores
inflamatdrios, derivados de proteinas do plasma ou secretados por células, que alteram a
funcionalidade de muitos tecidos e 6rgdos. Os mediadores celulares podem ser produzidos por
leucdcitos especializados, especialmente macr6fagos e mastdcitos, ou por células presentes no
tecido local. Alguns mediadores, como a histamina e serotonina, sdo pré-formados e
armazenados nos granulos dos mastocitos, basofilos e plaquetas, enquanto outros circulam
como precursores inativos no plasma ou sdo produzidos diretamente em resposta a
estimulacdo adequada (MEDZHITQOV, 2008).

As aminas vasoativas, histamina e serotonina, sdo liberadas na degranulacdo de
mastocitos e plaquetas e apresentam efeitos complexos sobre a vasculatura, provocando
aumento da permeabilidade vascular e vasodilatacdo ou vasoconstricdo, dependendo do
contexto. As consequéncias imediatas de sua liberagdo podem resultar em colapso vascular e
respiratdrio durante o choque anafilatico (MEDZHITQOV, 2008).

Os peptideos vasoativos podem ser armazenados em suas formas ativas em
vesiculas secretoras, como a substancia P, ou gerados por processamento proteolitico de

precursores inativos no fluido extracelular, como as cininas, os fibrinopeptideos A e B e 0s
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produtos de degradacdo da fibrina. Outros peptideos vasoativos sdo gerados através de
protedlise pela trombina, pelo fator Hageman ou pela plasmina, ocasionando vasodilatacéo e
aumento da permeabilidade vascular, diretamente ou por induzucdo da liberagdo de histamina
dos mastdcitos (MEDZHITOV, 2008).

A ativacdo da cascata do complemento envolve a ativacdo sequencial e clivagem
proteolitica de uma série de proteinas séricas, atraveés das vias da lectina, classica e
alternativa. Os fragmentos do complemento C5a, e em menor extensdo C3a e C4a, promovem
0 recrutamento de granuldcitos e monocitos e induzem a degranulacdo dos mastdcitos,
afetando assim a vascularizagdo (HAJISHENGALLIS, 2010).

Além de suas funcBes estruturais e de reserva, alguns lipidios s@o reconhecidos
como moléculas de sinalizacdo que regulam uma grande variedade de respostas celulares,
incluindo as reacdes inflamatdrias. Os lipidios bioativos sdo gerados por hidrolise de lipidios
de membrana, principalmente por fosfolipases. Dentre esses, o acido araquidbnico é
metabolizado formando eicosandides por ciclooxigenases (COX-1 e COX-2), que geram
prostaglandinas e tromboxanos, ou por lipoxigenases, que produzem leucotrienos e lipoxinas
(HUWILER; PFEILSCHIFTER, 2009).

As citocinas sdo proteinas ou glicoproteinas de baixo peso molecular (variando de
8 a 30 kDa) envolvidas na regulagéo das respostas imunes inatas e adaptativas e na modulagéo
da resposta inflamatéria (CHABALGOITY et al., 2007). As citocinas inflamatorias, por
exemplo, TNF-a, IL-1 e IL-6, sdo produzidas por varios tipos celulares, principalmente por
macrofagos e mastocitos, e possuem diversos papéis na resposta inflamatdria, incluindo a
ativacdo do endotélio e de leucdcitos e a inducdo da resposta de fase aguda (HOPKINS,
2003).

As quimiocinas sdo produzidas por muitos tipos celulares em resposta aos
indutores da inflamacdo e controlam o extravasamento de leucocitos e quimiotaxia para 0s
tecidos afetados. Uma familia de receptores acoplados a proteina G, receptores de
qguimiocinas, detecta gradientes de quimiocinas e guia movimentos celulares in vivo. A
maioria das quimiocinas possui quatro residuos de cisteina caracteristicos e, dependendo do
motivo apresentado pelos dois primeiros residuos cisteinicos, sdo classificadas em CXC ou
alfa, CC ou beta, C ou gama, CX3C ou delta (JIN; XU; HERELD, 2008; ROSSI; ZLOTNIK,
2000).

As enzimas proteoliticas, como a elastina, catepsinas e metaloproteinases de
matriz, exercem diversos papéis na inflamacdo, em parte através da degradacdo da matriz

extracelular e de proteinas da membrana basal. Estas proteases apresentam um papel
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importante em muitos processos, incluindo a defesa do hospedeiro, remodelagéo do tecido e
migracdo de leucécitos (MEDZHITOV, 2008).

1.4 Farmacos analgésicos e antiinflamatorios

Substéncias derivadas de produtos naturais tém sido utilizadas desde o inicio dos
tempos para varios fins, incluindo o tratamento da dor. Até o século XIX, os componentes
individuais de diferentes remédios de produtos naturais ainda ndo haviam sido identificados e
purificados. Ainda hoje, produtos naturais sdo investigados em busca de novas estruturas
quimicas que possam interagir com alvos terapéuticos (MCCURDY; SCULLY, 2005).

Vérias abordagens terapéuticas visam o tratamento da dor aguda. Analgésicos,
como antiinflamatoérios ndo esteroidais (AINE) e opidides, atuam por diferentes mecanismos
no sistema nervoso central e periférico (MOORE, 2009).

A aspirina (ou acido acetilsalicilico) é derivada do &cido salicilico, extraido da
casca da arvore de salgueiro. Aspirina foi o primeiro antiinflamatério ndo esteroidal (AINE)
estudado e inibe a via do acido araquiddnico que, eventualmente, leva a sintese de
eicosandides, potentes mediadores da dor. O uso da aspirina, que inibe especificamente as
enzimas ciclooxigenase (COX), levou a descoberta de outros AINEs sintéticos (MCCURDY;
SCULLY, 2005).

Os AINEs sdo inibidores das enzimas COX-1 e -2, que catalisam a formacéo de
prostaglandinas que mediam o processo inflamatorio. A formagdo de prostaglandinas na
inflamacéo € principalmente mediada pela COX-2, que é induzida, enquanto acredita-se que a
COX-1 ndo seja induzivel, e esta associada a resisténcia gastrica a agressdo, a sintese de
tromboxano pelas plaquetas, e também a transmissdo dos estimulos dolorosos, entre muitas
outras acOes. Os AINEs sdo comumente usados para o controle da dor aguda e cronica, e séo
eficazes em pacientes com dor moderada a grave. Sdo analgesicos eficazes sem diferenca
clinicamente importante em termos de eficacia entre farmacos especificos, sendo rapidamente
absorvidos e metabolizados pelo figado (GOTZSCHE, 2003; MOORE, 2009).

Inicialmente acreditou-se que compostos seletivos visando a enzima COX-2
possuiam perfis mais seguro do que outros AINESs que inibem a enzima COX-1. No entanto,
foram vistos com desconfianca apos a retirada do mercado do medicamento rofecoxib devido
ao risco aumentado de doencas cardiovasculares (MCCURDY; SCULLY, 2005).
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Opidide é um nome comum para todos os compostos que tém o mesmo
mecanismo de agdo dos componentes do 6pio, obtido da semente de papoula, Papaver
somniferum (MCCURDY; SCULLY, 2005). A primeira descri¢do do cultivo de papoulas data
de cerca de 3400 a.C. pelos sumérios na Mesopotamia, que se referiam a planta como “planta
da alegria". O 6pio contém varios alcal6ides, dos quais apenas alguns (morfina, noscapina,
codeina e papaverina) tém aplicagdo clinica (ANDERSEN; CHRISTRUP; SIJGREN, 2003;
MCDOUGALL, 2011).

Todos os opidides interagem com o sistema endogeno de receptores opidides que
atualmente inclui quatro subtipos de receptores, designados como mu, delta, kappa, e ORL-1
(receptor semelhante a receptor de opidide). Esses receptores sdo amplamente distribuidos no
sistema de mamiferos e tém sido encontrados em todos os vertebrados. Estdo presentes em
densidade relativamente alta no cérebro e medula espinhal, sendo também encontrados no
sistema gastrointestinal e no sistema imunoldgico. Cada subtipo parece desempenhar um
papel ligeiramente diferente (MCCURDY; SCULLY, 2005).

O opioide mais conhecido € a morfina, que foi isolada pela primeira vez pelo
farmacologista Friedrich Sertliner em 1806. Nomeada em homenagem a Morfeu, o deus grego
dos sonhos, a morfina € um dos analgésicos mais utilizados e ainda é um tratamento de
primeira linha para pacientes que sofrem de dor cronica (ANDERSEN; CHRISTRUP;
SJOGREN, 2003; MCDOUGALL, 2011). Seus efeitos colaterais incluem depressédo
respiratoria, miose, euforia, sedacdo, reducdo da motilidade gastrointestinal, nauseas e
vomitos (ANDERSEN; CHRISTRUP; SJGGREN, 2003).

Os glicocorticoides, freqlientemente utilizados para o controle de doengas
inflamatdrias e autoimunes, sdo uma classe de hormonios esteréides dotados de potentes
atividades antiinflamatdrias e imunossupressoras exercidas através da ligagdo aos receptores
de glicocorticdides, que controlam a expressdao génica e as cascatas de sinalizacdo. Os
glicocorticdides modulam a sobrevivéncia, a diferenciacdo, a migracdo e as fungdes efetoras
de leucécitos e varios outros tipos de células, causando impacto nas imunidades inata e
adaptativa (TISCHNER; REICHARDT, 2007).

Desde a disponibilidade da cortisona no final dos anos 1950, varios
glicocorticéides sintéticos tém sido desenvolvidos, tais como a dexametasona, a prednisona e
a betametasona. Os glicocorticéides superam muitos outros farmacos antiinflamatorios, em
termos de variedade de aplicacfes e em numero de doengas tratadas, que incluem artrite
reumatdide, asma, polimialgia reumatica, cancer e transplante de Orgdos e tecido
(LOWENBERG et al., 2008; DE BOSSCHER; BECK; HAEGEMAN, 2010).
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O uso de glicocorticdides é limitado devido a ocorréncia de efeitos colaterais que
incluem distarbios do humor, dor gastrintestinal e dor de cabeca. Sua administracdo cronica
pode levar a osteoporose, diabetes, adiposidade central, dislipidemia, perda de massa
muscular esquelética, osteoporose, retardo de crescimento em criangas e aumento na
susceptibilidade a doencas infecciosas (DE BOSSCHER; BECK; HAEGEMAN, 2010;
TISCHNER; REICHARDT, 2007).

Os grupos de farmacos atualmente disponiveis para o tratamento da dor e da
inflamacédo relacionam-se geralmente a ocorréncia de efeitos colaterais, 0 que impulsiona a
busca por novos agentes analgésicos e antiinflamatorios, visando o desenvolvimento de

opcoes terapéuticas eficazes e seguras.
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2- OBJETIVOS

2.1. Geral

Avaliar as atividades antinociceptiva e antiinflamatéria de uma fracdo
polissacaridica sulfatada da em modelos classicos de nocicepcao e inflamacédo e a toxicidade
subcrénica dos polissacarideos sulfatados totais da alga marinha vermelha Acanthophora

muscoides.

2.2. Especificos

Obter os polissacarideos sulfatados totais da alga marinha vermelha Acanthophora

muscoides e fraciona-los através de cromatografia de troca i6nica;

Investigar o potencial antinociceptivo da fracdo polissacaridica sulfatada atraves
dos testes de contor¢bes abdominais induzidas por acido acético, da placa quente e da

formalina;
Avaliar a atividade antiinflamatoria da fragdo polissacaridica sulfatada através do
ensaio de migracao celular induzida por carraenana e dos ensaios de edema de pata em ratos

induzidos por carragenana e dextrano;

Analisar a toxicidade subcronica dos polissacarideos sulfatados totais.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

3.1.1 Alga marinha

A alga marinha Acanthophora muscoides (Linnaeus) Bory de Saint-Vincent foi
coletada em maré baixa (-0,2 a 0,3 m) na praia do Pacheco municipio de Caucaia-Ce. Ap0s a
coleta, foi acondicionada em sacos plasticos e transportada ao laboratério em recipiente
isotérmico, onde as epifitas foram removidas e a alga foi lavada com &gua corrente e destilada
e estocada a -20 °C, para posterior utilizacdo (Figura 2). Uma exsicata da espécie foi
depositada sob o numero 46093 no Herbario Prisco Bezerra (EAC) do Departamento de
Biologia da Universidade Federal do Ceara.

l‘iltI|IIII11IIlI|III2I

A TR
g dm 2 3 4 5 &5 v &8 5 10 il

Figura 2 - Espécime da alga marinha Acanthophora muscoides (Linnaeus) Bory de Saint-Vincent.
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3.1.2 Animais

Os ratos Wistar (machos) e os camundongos Swiss (machos e fémeas) foram
obtidos junto ao Biotério Central da Universidade Federal do Ceard e mantidos no Biotério de
Experimentacdo do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da referida instituicéo.

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

implicacdes terapéuticas e industriais” aprovado sob o processo de numero 125/07.

3.2 Métodos

3.2.1 Extracéo dos polissacarideos sulfatados totais

As algas frescas foram maceradas em nitrogénio liquido e colocadas em
contato com tampao acetato de sodio 0,1 M pH 5,0, contendo cisteina5 mM e EDTA5 mM e
510 mg de papaina bruta, na proporcdo de 5 g de alga para 250 mL de tampdo. A mistura foi
incubada a 60 °C em banho maria por 6 horas e em seguida foi filtrada em membrana de
nylon. O residuo obtido foi lavado com agua destilada, novamente filtrado e o filtrado obtido
foi reunido ao material anteriormente obtido. Os filtrados reunidos foram entdo centrifugados
(6.000 x g ; 20 min.; 5 °C). Os polissacarideos sulfatados presentes no sobrenadante foram
precipitados através da adi¢do de 16 mL de uma solugdo a 10% de cloreto de cetilpiridinio
(CCP), mantendo-se a mistura por 18 horas a temperatura ambiente. A solucdo foi entdo
centrifugada (6.000 x g; 20 min.; 5 °C) e o sobrenadante descartado. O precipitado foi lavado
com 610 mL de uma solucéo a 0,05% de CCP, centrifugado, e depois dissolvido em 172 mL
de uma solucéo de NaCl 2 M e etanol absoluto (100:15, v/v). Os polissacarideos sulfatados
foram novamente precipitados com 305 mL de etanol absoluto por 24 horas a 4 °C. Em
seguida, o material foi novamente centrifugado e submetido a duas lavagens com 305 mL de
etanol a 80% e uma vez com o mesmo volume de etanol absoluto (Figura 3). O material
obtido foi dialisado, liofilizado e denominado de polissacarideos sulfatados totais (Am-PST)
(FARIAS et al., 2000).
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Figura 3- Esquema de extracdo dos polissacarideos sulfatados totais.
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3.2.2 Fracionamento dos polissacarideos sulfatados totais

Os Am-PST foram dissolvidos em tampéao acetato de sédio 50 mM, pH 5,0 e a
solugéo obtida (2 mg/mL) foi aplicada em cromatografia de troca idnica em uma coluna de
DEAE-celulose previamente equilibrada com o mesmo tampdo. Apos lavagem da coluna com
o tampdo de equilibrio para a eluicdo dos polissacarideos nao adsorvidos, os polissacarideos
sulfatados adsorvidos no gel foram eluidos com o tampéo de equilibrio contendo NaCl em
diferentes concentragfes. A eluicdo das fragGes polissacaridicas sulfatadas foi monitorada
através da propriedade metacromatica usando o azul de 1,9-dimetilmetileno (ADM) e as
leituras realizadas em epectrofotdmetro (Armersham Biosciences Ultrospec 1100 pro) a 525
nm (FARNDALE; BUTTLE; BARRETT, 1986). Os picos majoritarios, com padrbes de

sulfatacdo distintos, foram reunidos, dialisados, liofilizados e armazenados para uso posterior.

3.2.3 Atividade antinociceptiva

Os ensaios de nocicepcdo foram realizados utilizando camundongos Swiss machos
(20-25 g; n=6). Os animais receberam os seguintes tratamentos 30 min antes do estimulo
nociceptivo: Amll (1, 3 ou 9 mg/kg; i.v.), salina estéril (NaCl 0,15 M; i.v.) como controle
negativo, indometacina (5 mg/kg; s.c), um antiinflamatério ndo-esteroidal, e morfina (5

mg/Kkg; s.c.), um agonista opidide, como controles positivos.

3.2.3.1. Testes de contor¢des abdominais induzidas por &cido acético

O teste de contor¢des abdominais induzidas por acido acético € um modelo
classico de nocicepcdo periférica, em que apds a injecdo intraperitoneal do agente
nociceptivo, observam-se respostas que consistem em uma seqiiéncia de contor¢bes no
abdémen acompanhadas por extensdo dos membros inferiores. As contor¢bes abdominais

foram induzidas por acido acético 0,8% (i.p.), segundo o método descrito por Koster,
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Anderson, De Beer (1959). Apo6s administracdo do &cido acético, 0 némero de contorcgdes foi

registrado durante 30 minutos.

3.2.3.2. Teste da formalina

O teste da formalina caracteriza-se por apresentar resposta bifasica distinta, sendo
a primeira fase considerada neurogénica e a segunda, inflamatoria em resposta a um estimulo
quimico (HUNSKAAR; HOLE, 1987). Apds a injecdo intraplantar de formalina (1% v/v; 20
pl/ pata) na pata traseira direita do animal, foi registrado o tempo gasto pelo animal lambendo
a pata durante dois periodos: de 0-5 min (fase neurogénica) e de 20-25 min (fase

inflamatdria).

3.2.3.3. Teste da placa quente

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

sendo o tempo de reacdo observado por no méximo 40 s em cada intervalo.

3.2.4. Atividade antiinflamatoria

Os ensaios de inflamacdo foram realizados utilizando ratos Wistar machos (180-

250 g; n=6). Os animais receberam 0s seguintes tratamentos 60 min antes do estimulo
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inflamatorio: Amll (1, 3 ou 9 mg/kg; s.c.), salina estéril (NaCl 0,15 M; s.c.) como controle
negativo e dexametasona (1mg/kg; s.c), um glicocorticéide, como controle positivo.

3.2.4.1. Ensaio de migragdo celular através da cavidade peritoneal induzida por carragenana

Os animais receberam por via i.p. o estimulo inflamatorio carragenana (700
pg/cavidade) dissolvida em salina estéril. A migracdo de neutrofilos foi avaliada apds 4 horas.
Para tanto, os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical e, em seguida, as células
presentes na cavidade peritoneal foram coletadas através da lavagem com 10 mL de salina
contendo 5 U/mL de heparina. Os abdémens dos animais foram levemente massageados e,
através de uma pequena incisdo, foram coletados cerca de 7 mL de fluido peritoneal, com
pipeta Pasteur. As contagens total e diferencial dos leucdcitos foram realizadas conforme
metodologia descrita anteriormente por Souza e Ferreira (1985). Os fluidos coletados de cada
animal (20 pL) foram diluidos em 380 pL do reagente de Turk e posteriormente usados para a
contagem total de leucocitos em camara de Neubauer. Para contagem diferencial das células, o
fluido peritonial (50 pL) foi centrifugado em citocentrifuga a 400 g, durante 10 min. Apos este
processo, os esfregagos foram corados pelo método de hematoxilina-eosina. As células foram
contadas atraves de microscopia éptica, sendo os resultados expressos como média = E.P.M.

do ntimero de células x 103 /mL de fluido peritoneal.

3.2.4.2. Edema de pata induzido por carragenana

O edema de pata induzido por carragenana foi realizado segundo o método de
Winter et al. (1962). A carragenana (500 pg/pata) foi administrada por via subcutanea. Um
grupo adicional recebeu apenas solucao salina estéeril (NaCl 0,15M; s.c.). Os volumes da pata
direita traseira de cada animal foram medidos através de pletismémetro (Panlab, Espanha)
antes da injecdo do estimulo inflamatério (tempo zero) e nos intervalos de 1, 2, 3 e 4 horas
apos a administracdo do agente inflamatério. O edema foi calculado como a diferenca entre o
volume de liquido deslocado pela pata no tempo zero e em um determinado tempo apos o

estimulo. Ao término do ensaio, 0s animais foram eutanasiados com cloral hidratado (20%) e a
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porcdo inferior da pata foi extraida e congelada a (-20 °C) para a posterior dosagem de

mieloperoxidase.

3.2.4.3. Determinacéo da atividade de mieloperoxidase

A mieloperoxidase (MPO) é uma enzima encontrada principalmente nos granulos
azurdéfilos dos neutréfilos e, portanto, tem sido amplamente utilizada como um marcador
bioquimico da infiltracdo de neutrofilos em varios tecidos. A determinagdo da atividade de
MPO no tecido foi realizada segundo Bradley et al. (1982). Para tanto, 50 mg de tecido da pata
foi homogeneizado em 1 mL tampéo fosfato de potassio 50 mM, pH 6,0, contendo 0,5% de
brometo de hexadecitrimetilamonio, utilizando um homogeneizador Polytron (dois ciclos de
10 s). Apds centrifugacdo a 4000 g por 12 min a 4 ° C, amostras dos sobrenadantes (7 uL)
foram adicionadas ao tampao fosfato (200 uL) contendo diidrocloreto de o-dianisidina ImM e
perdxido de hidrogénio 0,0005% em microplaca. A absorbancia foi medida a 450 nm, tomando
duas leituras em intervalos de 60 s. Durante o ensaio, a medida que o perdxido de hidrogénio €
degradado ocorre a producdo do éanion superoxido, responsavel pela conversdao de o-
dianosidina em um composto de coloragdo marrom. Foi considerado que 1 unidade de MPO
converte 1 pmol de H,0, em 1 min a 22 °C causando uma mudanca na absorcao de 1,13 x 107

nm/min. Os resultados foram expressos como unidades de MPO/mg de tecido.

3.2.4.4. Edema de pata induzido por dextrano

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

de liquido deslocado pela pata no tempo zero e em um determinado tempo apds o estimulo.
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3.2.5 Ensaio edematogénico

Amll (500 pg/pata) ou salina estéril (NaCl 0,15 M) foram injetados na pata posterior
direita de ratos (0,1 mL/100 g de massa corporal). Os volumes da pata direita traseira de cada
animal foram medidos através de pletismdmetro antes da injecdo Amll ou salina estéril (tempo
zero) e em intervalos de tempo selecionados (0,5; 1; 2; 3 e 4 h). Os resultados foram expressos
como a variagao do volume da pata (mL), calculado como a diferenca do volume basal (tempo

zero).

3.2.6. Toxicidade subcronica

Camundongos machos e fémeas receberam tratamento subcrénico com injecéo
diaria de Am-PST (20 mg/kg; i.p.) ou salina estéril (NaCl 0,15 M; i.p.) por quatorze dias.
Foram avaliados 0 peso corporal e dos 6rgdos e pardmetros bioguimicos, hematoldgicos e
histopatoldgicos. Apos o tratamento, os camundongos foram anestesiados com cloral hidratado
e 0 sangue periférico foi coletado.

Para as analises bioquimicas do plasma, o sangue foi centrifugado a 500 g por 15
min. As amostras de plasma foram armazenadas a -80 °C até o uso. Os niveis plasmaticos de
alanina transaminase (ALT), aspartato transaminase (ASP), fosfatase alcalina (ALP), uréia e
creatinina foram determinados, utilizando testes enzimaticos e colorimétricos (LABTEST).

Amostras de sangue heparinizadas foram aplicadas em um analisador automatico
(pocH 100iV DIFF Sysmex Europe GmbH, Hamburg, Germany) para a determinacdo dos
seguintes parametros: contagem de eritrocitos, concentracdo de hemoglobina, hematdcrito,
volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM), concentracdo de
hemoglobina corpuscular média (CHCM), amplitude da distribuicdo dos eritrécitos (RDW-
SD), coeficiente de anisocitose das heméacias (RDW-CV), amplitude da distribuicdo das
plaquetas (PDW), volume médio plaquetario (MPV), contagem de leucdcitos e plaquetas,
percentual de plaquetas gigantes (P-LCR), linfécitos, mondcitos e neutrdfilos.

Apds a eutanasia, os 6rgdos (figado, rim direito, coracdo, baco, timo e linfonodo)
foram removidos, pesados e fixados com formalina 10%. O material foi entdo desidratado com

concentragdes crescentes de etanol (70 a 100%) e processado para inclusdo em parafina. Os
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blocos resultantes foram cortados em secgfes de 5 um de espessura, corados com

hematoxicilina e eosina e observados em microscopia 6ética.

3.3 Analise Estatistica

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

Foi considerado significante p<0,05.



47

5. RESULTADOS

5.1 Extracdo e purificacdo dos polissacarideos sulfatados da alga marinha vermelha

Acanthophora muscoides

Os polissacarideos sulfatados totais da alga A. muscoides (Am-PST) foram obtidos
e fracionados em cromatografia de troca idnica, conforme descrito anteriormente para
polissacarideos sulfatados totais da mesma espécie por Quinderé (2008). O fracionamento Am-
PST foi realizado através de cromatografia de troca-idnica em coluna de DEAE-celulose,
resultando em trés fracOes sulfatadas majoritarias denominadas de Aml, Amll e Amlll, eluidas
respectivamente com 0,5, 0,75 e 1 M de NaCl (Figura 4). A fragdo Amll foi posteriormente

utilizada em modelos experimentais de nocicepc¢éo e inflamagéo aguda.

0,8 - - 1,5
Amll
Aml
0,6 -
1
£ Amlll >3
5 0,4 - G
< [ z
- 0,5
0,2 A
0 T T 0
1 11 21 31 41
FracOes

Figura 4 - Cromatografia de troca i6nica dos polissacarideos totais da alga Acanthophora muscoides em coluna
de DEAE-celulose equilbrada com tampdo Acetato 0,05 M pH 5,0. As fracdes foram eluidas por “step wise”
com tampdo de equilibrio contendo NaCl (—) nas concentragdes de 0,5 M ; 0,75 M e 1 M e monitoradas por
metacromasia com ADM (e—e@).

5.2. Atividade antinociceptiva

Os tratamentos com a fracdo Amll (1, 3 ou 9 mg/kg, i.v.), antes da aplicacdo do

acido acético 0,8%, reduziram significativamente os nimeros de contor¢des abdominais em
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60,0; 64,4 e 71,3%, respectivamente. N&o houve diferenca estatistica entre as doses utilizadas.
O tratamentos com indometacina (5 mg/kg, s.c) e morfina (5 mg/kg, s.c), utilizados como
controles positivos, reduziram os nimeros de contor¢des em 55,7 e 98,2%, respectivamente
(Figura 5).

Na primeira fase do teste da formalina, a fracdo Amll ndo reduziu o tempo de
lambedura em nenhuma das doses administradas. Na segunda fase, A fracdo Amll (1, 3 ou 9
mg/Kkg, i.v.) reduziu tempo de lambedura da pata em 87,36; 88,44 e 93,10%, respectivamente
(Figura 6). N&o houve diferenca estatistica entre as doses utilizadas. Morfina (5 mg/kg, s.c) e
indometacina (5 mg/kg, s.c) inibiram a segunda fase em 91,62 e 63,28%, respectivamente.

No teste da placa quente, a fracdo Amll (1, 3 ou 9 mg/kg, i.v.) e indometacina (5
mg/kg, s.c) ndo prolongaram o0 tempo de reacdo ao estimulo térmico durante o periodo
observado (Figura 7). A morfina (5 mg/kg, s.c) prolongou o tempo de reacdo em 34,1 + 2,8;

29,8+ 1,4 e 23,1+ 2,7, nos tempos de 30; 60 e 90 min, respectivamente.

5.3 Atividade antiinflamatoéria

Carragenana (700 pg/cavidade) causou intensa migracdo neutrofilica quando
injetada na cavidade peritonial dos ratos. A fragdo Amll (1, 3 ou 9 mg/kg; s.c.), injetada 1 h
antes da carragenana, reduziu significativamente a migracdo neutrofilica em 54,31; 56,66 e
65,78%, respectivamente. A dexametasona (1 mg/kg; s.c.) reduziu a migracdo neutrofilica em
62,49%. A contagem de neutrdfilos no grupo carragenana foi 79,78% maior que a do grupo

salina (Figura 8).
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Figura 5 - Efeito da fragdo Amll no modelo de contorgdes abdominais induzidas por &cido acético em
camundongos. Foram aplicadas morfina (5 mg/kg, s.c.), indometacina (5 mg/kg, s.c), Am Il (1, 3 ou 9 mg/kg, i.v.)
ou salina (i.v.), aplicadas 30 min antes do &cido acético. Os dados foram expressos como média £ E.P.M. (n=6).
*p<0,05 comparando com o controle salina (NaCl 0,15 M), "p<0,05 comparando com indometacina e
$p<0,05comparando com morfina (ANOVA; Teste de Bonferroni).
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Figura 6 - Efeito da fracdo Amll no teste da formalina em camundongos. O tempo de lambedura da pata foi
determinado durante os 5 primeiros minutos (12 fase — Painel A) e durante 20-25 min (22 fase — Painel B) por
injecdo de formalina 1% em camundongos. Morfina (5 mg/kg; s.c), indometacina (5 mg/kg; s.c), Am 1l (1, 3ou 9
mg/kg, i.v.) ou salina (i.v.) foram aplicadas 30 min. antes da formalina. Os dados foram expressos como média +
E.P.M. (n=6). *p<0,05 comparando com o controle salina (NaCl 0,15 M), * p<0,05 comparando com
indometacina e *p<0,05comparando com morfina. (ANOVA; Teste de Bonferroni).
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Figura 7 - Efeito antinociceptivo da fragdo Amll no teste da placa quente em camundongos. Foram aplicadas
morfina (5 mg/kg, s.c.), indometacina (5 mg/kg, s.c), Am Il (1, 3 ou 9 mg/kg, i.v.) ou salina (i.v.) Os valores
representam a média + E.P.M. (n=6) do tempo de reacdo (s). *p<0,05 comparando com o controle salina (NaCl
0,15 M). (ANOVA; Teste de Bonferroni).
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Figura 8 - Efeito da fragdo Amll no modelo de migracéo celular induzida por carragenana. Amll (1, 3 ou 9 mg/kg,
s.c.), dexametasona (1 mg/kg, s.c.) ou salina (NaCl 0,15 M; s.c.) foram administradas 1 h antes da injecdo de
carragenana (Cg; 700 pg/cavidade) Os dados foram expressos como média + E.P.M. (n=6). *p<0,05 comparando
com o grupo que recebeu apenas salina (-) “p<0,05 comparando com o grupo controle carragenana (ANOVA;
Teste de Bonferroni).
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Carragenana (500 pg/pata; s.c.) causou intenso edema de pata, atingindo nivel
maximo na terceira hora (0,58 + 0,04 mL). A fracdo AmlI (1, 3 ou 9 mg/kg; s.c.) ndo alterou
a ocorréncia do edema quando comparada ao grupo controle. A dexametasona (1 mg/kg; s.c.),
controle positivo, reduziu significativamente o edema a partir do tempo 2 h apo6s o estimulo
inflamatério (Figura 9).

A dosagem de mieloperoxidase foi realizada nas amostras de tecidos das patas
retiradas ap0s o0 ensaio do edema de pata induzido por carragenana. A fracdo Amll nao
reduziu atividade de MPO (Figura 10).

No ensaio de edema de pata em ratos induzido por dextrano, a fragdo Amll (1, 3
ou 9 mg/kg; s.c.) reduziu o edema osmoético somente no intervalo de 0,5 h apés a

administracdo do agente inflamatorio (Figura 11).

5.4 Avaliacédo do efeito edematogénico

A fracdo Amll (500 pg/pata) aplicada via s.c. ndo provocou edema de pata quando
comparada aos animais controle, que receberam 0 mesmo volume de salina estéril (NaCl 0,15
M) (Figura 12).
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Figura 9 - Efeito da fracdo Amll no modelo de edema de pata induzido por carragenana em ratos. Amll (1, 3 ou 9
mg/kg, s.c.), dexametasona (1 mg/kg, s.c.) ou salina (NaCl 0,15 M; s.c.) foram administradas 1 h antes da injecdo
s.c. de carragenana (Cg) (40 uL; 500 pg/pata). Os volumes das patas foram medidos através de pletismémetro nos
tempos 0, 1, 2, 3 e 4 h apds inje¢do do estimulo inflamatdrio Cg. Os dados foram expressos como média + E.P.M.
(n=6). *p<0,05 comparando com o controle carragenana (ANOVA; Teste de Bonferroni).
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Figura 10 - Atividade da mieloperoxidase (MPO) no sobrenadante do homogenato do tecido da pata. Amll (1, 3 e
9 mg/kg, s.c.), dexametasona (Dexa, 1 mg/kg, s.c.) ou salina estéril (NaCl 0,15 M; s.c.) foram administradas 1 h
antes da injecdo s.c. de carragenana (Cg) (40 pL; 500 pg/pata). Os resultados foram expressos em unidades
atividade da MPO/ mg de tecido. Os dados foram expressos como média = E.P.M. (n=6). *p<0,05 comparando
com o controle salina (ANOVA,; Teste de Bonferroni).
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Figura 11 - Efeito da fracdo Amll no modelo de edema de pata induzido por dextrano em ratos. Amll (1, 3 e 9
mg/kg, s.c.) ou salina estéril (NaCl 0,15 M; s.c.) foram administradas 1 h antes da inje¢éo subplantar de Dextrano
(400 pg/pata). Os volumes das patas foram medidos através de pletismometro nos tempos 0; 0,5; 1; 2; 3 e 4 h
apos injecdo do estimulo inflamatério. Os dados foram expressos como média + e.p.m. (n=6). *p<0,05
comparando com o controle salina (ANOVA,; Teste de Bonferroni).
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Figura 12- Efeito da injecdo subcutdnea de Amll em ratos. Amll (500 pg/pata) e salina (NaCl 0,15 M) foram
administradas via s.c. Os volumes das patas foram medidos através de pletismdmetro nos tempos 0; 0,5; 1; 2; 3 e
4 h apds injegdo. Os dados foram expressos como média = E.P.M. (n=6). (ANOVA, Teste de Bonferroni).



58

5.5 Toxicidade subcrénica

Injeces diarias de Am-PST (20 mg/kg; i.p.) durante 14 dias ndo alteraram a
massa corporal dos camundongos, machos e fémeas, assim como o peso relativo dos érgaos
figado, coracdo, rim, baco, timo e linfonodo (Tabela 1). Os niveis plasmaticos de aspartato
transaminase (AST), alanina transaminase (ALT) e creatinina ndo diferiram dos respectivos
controles. Os niveis de fosfatase alcalina e de uréia mostraram-se diminuidos somente nos
camundongos fémeas, sendo a reducdo de 55,16 e 47,15% respectivamente (Tabela 1). Essas
reducdes ndo tém expressao de toxicidade. Houve também uma leve reducdo no percentual de

linfécitos somente no grupo dos machos (Tabela 2).

Analises histopatologicas do baco, timo e linfonodo removidos ndo apresentaram
sinais de danos aos tecidos (Figura 13). O coracdo apresentou degeneracdo microvesicular nas
fibras cardiacas, no figado foi encontrada discreta degeneracdo vacuolar e no rim foi
observado infiltrado inflamatorio misto apenas na gordura perirenal (Figura 14). As alteracbes
histologicas observadas foram consideradas reversiveis. Desta forma, ndo houve sinais

consistentes de danos sistémicos.
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Tabela 1- Andlises bioquimicas e do peso corporal e dos érgaos de camundongos submetidos a tratamento
subcrdnico com Am-PST. Os animais foram pesados e injetados com Am-PST diariamente durante quatorze
dias. Posteriormente, os animais foram anestesiados e amostras de sangue coletadas para dosagens bioquimicas
(AST, ALT, ALP, uréia, e creatinina). Os animais foram eutanasiados e os drgdos pesados. Os dados foram
expressos como média = E.P.M. (n=6). Teste t-Student para valores ndo pareados. *p<0,05 comparando com o
controle salina.

Parametros Tratamentos (i.p.)
Salina Amll (20 mg/kg)
Machos
Peso corporal médio (g) inicial 25,68+0,67  22,33+0,33
Peso corporal médio(g) final 29,58+0,72  25,38+0,50
Figado (g/ 100g peso corporal) 5,24+0,18 6,14+0,14
Rim (g/ 100g peso corporal) 0,77+0,03 0,86+0,02
Coracéo (g/ 100g peso corporal) 0,72+0,03 0,67+0,02
Baco (g/ 100g peso corporal) 0,42+0,04 0,46£0,03
Timo (g/ 100g peso corporal) 0,30£0,03 0,30 + 0,03
Linfonodo (g/ 100g peso corporal) 0,22+0,02 0,19+ 0,03
AST (UI/L) 76,5745,49  76,42+4,16
ALT (UI/L) 31,00+ 1,56 39,92+4,27
ALP (UI/L) 104,80+4,24 100,80+11,54
Uréia (mg/dL) 32,93+3,03  29,37+2,78
Creatinina (UI/L) 2,18+0,28 1,52+0,13
Fémeas
Peso corporal médio (g) inicial 22,15+0,67  23,67+0,42
Peso corporal médio(g) final 25,17+0,60  30,00+0,60
Figado (g/ 100g peso corporal) 5,46+0,08 6,16+0,17
Rim (g/ 100g peso corporal) 0,86+0,14 1,04+0,02
Coracéo (g/ 100g peso corporal) 0,81+0,03 0,83+0,05
Baco (g/ 100g peso corporal) 0,49+0,03 0,62+0,04
Timo (g/ 100g peso corporal) 0,41+0,02 0,52 + 0,07
Linfonodo (g/ 100g peso corporal) 0,22+0,02 0,27 + 0,07
AST (UI/L) 51,60+10,08 65,39+6,60
ALT (UI/L) 45,86 + 6,47 36,64+2,83
ALP (UI/L) 87,32£9,62  37,63+5,60*
Uréia (mg/dL) 30,33+1,83  17,61+1,05*

Creatinina (UI/L) 1,75+0,21 1,80+0,17
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Tabela 2- Parametros hematolégicos de camundongos submetidos a tratamento subcrénico com Am-PST. Os
animais foram pesados e injetados com Am-PST diariamente durante quatorze dias. Os dados foram expressos
como média = E.P.M. (n=6). Teste t-Student para valores ndo pareados. *p<0,05 comparando com o controle
salina.

Parametros Tratamentos (i.p.)
Salina Amll (20 mg/kg)
Machos
Eritrécitos (10% uL) 10,54+2,33  8,89+0,14
Hemoglobina (g/dL) 14,62 +0,44 14,05+0,24
Hematdcrito (%) 43,58+2,72 44,07 £ 0,66
MCV (fL) 228,2+176,6 49,60+ 0,53
MCH (pg) 29,03+12,97 15,80+0,20
MCHC (g/dL) 2592+519 31,88+0,21
Leucécitos (10%/ uL) 10,77+6,80 4,97 +0,82
Linfocitos (%) 89,43+ 1,47 74,48 + 4,35*%
Monocitos (%) 0,0+£0,0 0,0+£0,0
Neutrdfilos (%) 10,57+ 1,47 26,57 £ 4,29
Plaquetas (10% uL)  720,9+160,5 995,2 +203,1
RDW-SD (fL) 26,55+0,60 26,75+0,61
RDW-CV (%) 13,93+0,15 1517 +0,38
PDW (fL) 7,70+£0.0 9,02+0,77
MPV (fL) 6,60+0.0 7,40+ 0,33
P-LCR (%) 6,70+£0.0 13,70 + 2,46
Fémeas
Eritrécitos (10% uL) 8,22+0,24  9,45+0,18
Hemoglobina (g/dL) 13,18 +0,36 15,12+0,16
Hematdcrito (%) 40,78+ 1,37 46,87 +0,83
MCV (fL) 49,60+0,43 49,57 +0,78
MCH (pg) 16,05+0,18 16,00+ 0,19
MCHC (g/dL) 32,35+0,29 32,27+0,29
Leucécitos (10%/ uL) 2,08+0,36 4,86 + 1,07
Linfécitos (%) 8162+1,98 80,34+1,72
Monocitos (%) 0,0+£0,0 0,0+£0,0
Neutrdfilos (%) 18,27 +2,01 19,66 £ 1,72
Plaquetas (10% uL)  699,5+92,64 827,2+134,8
RDW-SD (fL) 2480+0,42 26,95+047
RDW-CV (%) 13,23+0,46 15,80 +0,49
PDW (fL) 6,02+1,023 8,75+0,05
MPV (fL) 6,94 + 0,57 7,35+0,05
P-LCR (%) 8,65+1,90 12,65 + 0,65
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Figura 13 - Andlise histopatoldgica dos 6rgdos bago, timo e linfonodo de camundongos submetidos a tratamento
subcrénico com inje¢des diarias de Am-PST (20 mg/kg; i.p.) durante quatorze dias. Andlises de seccBes
transversais ndo revelaram diferenca entre os bagos isolados do grupo salina (A) e do grupo Am-PST (B), entre
os timos isolados do grupo salina (C) e do grupo Am-PST (D) e entre os linfonods isolados do grupo salina (E) e
do grupo Am-PST (F). N&o foi verificada diferenca entre machos e fémeas em nenhum dos grupos analisados.
Coloragdo hematoxilina-eosina.
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Figura 14 - Analise histopatologica dos 6rgdos coracéo, figado e rim de camundongos submetidos a tratamento
subcrénico com injecBes diarias de Am-PST (20 mg/kg; i.p.) durante quatorze dias. Andlises de seccOes
transversais revelaram degeneracdo microvesicular nas fibras cardiacas do grupo Am-PST (B) em relagdo aos
coracdes isolados do grupo salina (A) e discreta degeneracgao vacuolar nos figados isolados do grupo Am-PST (D)
em relagdo aos coragdes isolados do grupo salina (C). Analises de sec¢des transversais dos rins isolados do grupo
salina (E) e do grupo Am-PST (F) revelaram que suas estruturas encontraram-se preservadas. Foi encontrado
infiltrado inflamatdrio misto apenas na gordura perirenal dos rins isolados do grupo Am-PST (G). Néo foi
verificada diferenca entre machos e fémeas em nenhum dos grupos analisados. Colora¢do hematoxilina-eosina.
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6. DISCUSSAO

O tratamento da dor, tanto aguda como cronica, esta longe de ser ideal, indicando a
necessidade de descoberta de novas drogas. Modelos animais tém sido utilizados na previsao
da eficécia analgésica buscando o desenvolvimento de medicamentos de uso clinico (MOGIL;
DAVIS; DERBYSHIRE, 2010).

No presente estudo, a atividade antinociceptiva foi inicialmente avaliada pelo teste
de contor¢des abdominais induzidas por acido acético. Este teste € um modelo tipico de dor
inflamatdria, largamente utilizado na busca por novos agentes com propriedades analgésicas
periféricas e antiinflamatorias (LE BARS; GOZARIU; CADDEN, 2001, VANDERLEI et al.,
2010). A atividade nociceptiva do &cido acetico estd associada com a liberacdo de mediadores
inflamatorios, como prostaglandinas, aminas simpatomiméticas e vérias citocinas, incluindo
IL-1B, TNF-a e IL-8 de macrofagos residentes e mastocitos (RIBEIRO et al., 2000).

Na avaliacdo da fracdo AmIl no modelo de contor¢des abdominais induzidas por
acido acético, a diminuicdo no numero de contor¢des observada pode estar relacionada a
inibicdo da liberacdo de substancias enddgenas que excitam as terminagdes nervosas. Efeito
semelhante ja foi descrito na literatura para alguns polissacarideos sulfatados de algas
marinhas vermelhas.

Os polissacarideos sulfatados totais obtidos por digestdo enzimatica das espécies
algas Bryothamnion triquetrum e B. seaforthii também apresentaram uma redugdo no ndmero
de contor¢bes abdominais induzidas por acido acético (VIANA et al. 2002; VIEIRA et al.,
2004). Uma fracdo polissacaridica sulfatada da alga Champia feldmannii obtida por
cromatografia de troca i6nica em coluna de DEAE-celulose também mostrou-se efetiva no
modelo de contor¢des abdominais (ASSREUY et al., 2008).

O modelo de nocicepcdo induzida por formalina, amplamente utilizado como
modelo de dor persistente (SHIELDS et al., 2010), também foi utilizado neste estudo para
avaliar as propriedades antinociceptivas da fracdo Amll. A injecdo de formalina produz uma
resposta comportamental bifasica. A primeira fase € caracterizada por ativacdo direta dos
nociceptores. A segunda fase € caracterizada por dor inflamatéria desencadeada por uma
combinacdo de estimulos de sensibilizacdo central (SHIELDS et al., 2010; TIJLSEN et al.,
1992). Mediadores inflamatorios como a substéncia P e a bradicinina participam da fase
inicial, enquanto histamina, serotonina, prostaglandinas, éxido nitrico e bradicinina, liberados

de células danificadas, estdo envolvidos na ultima fase (LOPES et al., 2010).
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Vieira et al. (2004) relataram que os polissacarideos da alga B. seaforthii
reduziram o tempo de lambedura do teste da formalina em ambas as fases tanto quando
administrados por via i.p. quanto por via p.o.

Tem sido bastante relatado que drogas que agem primariamente no sistema
nervoso central inibem igualmente ambas as fases, enquanto drogas que agem perifericamente,
como antiinflamatérios ndo esteroidais e corticosterdides, inibem predominantemente a
segunda fase (BITENCOURT et al, 2008). Neste ensaio, a fracdo AmlIl inibiu
significativamente somente a segunda fase, sugerindo que seu efeito antinociceptivo esta
relacionado a dor inflamatoria.

O teste da placa quente é um método amplamente utilizado em estudos
nocicep¢do experimental em ratos e camundongos (GUNN et al., 2011) sendo considerado
um teste padronizado e de referéncia na avaliacdo de drogas analgésicas de efeito central em
gue agentes opidides exercem seus efeitos analgésicos via receptores supra espinal e espinal
(NEMIROVSKY et al., 2001;YALCIN et al., 2009). No entanto, este método é insensivel a
analgesicos ndo-esteroidais como inibidores da ciclooxigenase (LE BARS; GOZARIU;
CADDEN, 2001).

No presente trabalho, a fragdo AmlI n&o alterou o tempo de laténcia nos intervalos
de tempo avaliados, sugerindo que a acdo antinoniceptiva da fragdo Amll ocorre via
mecanismos periférico. Analgésicos de acdo central tendem a produzir inimeros efeitos
colaterais como disforia, déficits motores e dependéncia. Desta forma, as drogas de agédo
periférica tém a vantagem de contornar esses efeitos (MCDOUGALL, 2011).

Diferentemente, os polissacarideos sulfatados totais da alga B. seaforthii
prolongaram o tempo de reacdo quando avaliados pelo teste da placa quente, sendo esses
efeitos revertidos através de pré-tratamento dos animais com naloxona, um antagonista
opioide (VIEIRA et al., 2004). Entretanto, a morfina, um agonista opidide, permanece sendo
0 analgésico opidide mais utilizado (ANDERSEN; CHRISTRUP; SJIJGREN, 2003).

Visto que 0s nossos resultados sugeriram que o efeito antinociceptivo da fragdo
Amll esta relacionado a dor inflamatoria, as propriedades desta fracdo também foram avaliadas
através dos seguintes modelos de inflamacdo aguda: peritonite induzida por carragenana e
edemas de pata induzidos por carragenana e dextrano. A A-carragenana comercial é bastante
utilizada na inducéo da inflamacdo em roedores (LE BARS; GOZARIU; CADDEN, 2001),
sendo comercialmete obtida a partir da alga vermelha Chondrus crispus Stackhouse

(Gigartinaceae, Rhodophyta) (WANG et al., 2008). O dextrano é um polimero de D-glicose
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obtido da bactéria Leuconostoc mesenteroides em especial da cepa NRRL B-512F (PURAMA
et al., 2009).

No modelo de peritonite, a carragenana induz a migracdo de neutrdfilos para a
cavidade peritonial de ratos por um mecanismo indireto, via ativacdo de macrofagos (SOUZA
et al., 1988). No presente estudo, Amll reduziu sugnificativamente a migracdo de neutrofilos
para a cavidade peritonial, semelhantemente ao controle positivo dexametasona.
Diferentemente, os polissacarideos sulfatados da alga C. feldimanii apresentaram efeitos pro-
inflamatdrios, induzindo a migragéo de leucocitos para a cavidade peritonial (ASSREUY et al.,
2008).

O edema de pata induzido por carragenana também é considerado um modelo
bastante utilizado na determinacdo da atividade antiinflamatdria de novas drogas. Este edema é
um fendmeno temporal e envolve a participacdo de varios mediadores. Dentre estes,
histamnina, serotonina, bradicinina e prostaglandinas estdo envolvidas no aumento de
permeabilidade vascular, seguido da infiltracdo celular, principalmente de neutréfilos, que
contribuem para a reposta inflamatoria (DIROSA; GIROUD; WILLOUGHBY, 1971,
POSADAS et al., 2004). A infiltracdo neutrofilica pode ser avaliada pela determinacdo da
atividade de MPO em tecidos, em que o0s niveis teciduais de MPO correlacionam-se com a
severidade da doenca (POSADAS et al., 2004).

Nossos resultados mostraram que a fragdo Amll ndo reduziu o edema de pata
induzido por carragenana, o que foi confirmado atraves da atividade da MPO que néo
demonstrou reducdo no infiltrado neutrofilico. Diferentemente, a dexametasona, controle
positivo, reduziu tanto o edema de pata quanto os niveis de MPO no tecido. Os
glicocorticbides sintéticos, como a dexametasona, estdo entre as drogas mais prescritas no
mundo para o tratamento de doencas inflamatérias agudas e cronicas (LOWENBERG et al.,
2008; TISCHNER; REICHARDT, 2007).

Estudos realizados com plantas superiores demonstraram que polissacarideos
(galactomanoglucana) obtidos do mesorcarpo do fruto de Arecastrum romanzoffianum
apresentou atividade antiinflamatéria no modelo do edema de pata induzido por carragenana
(SILVA, PARENTE, 2010).

Apesar de a fragdo AmlI néo ter apresentado efeito anti-edematogénico no modelo
de edema de pata induzido por carragenana, utilizamos o modelo de edema osm@tico induzido
por dextrano, que apresenta caracteristicas distintas. O modelo de edema de pata induzido por
dextrano permite a avaliacdo da atividade de novos agentes em processos mediados
predominantemente por histamina (LO, ALMEIDA, BEAVEN, 1982). O dextrano promove a
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liberagdo de histamina, serotonina e bradicinina, causando edema osmdtico caracterizado por
aumento na permeabilidade vascular e baixo niveis de proteinas e neutrofilos. A histamina é
um importante mediador quimico nas respostas fisioldgicas e patoldgicas. Suas funcdes
bioldgicas sdo mediadas por quatro receptores (HiR, H:R, H3R e H4R), que variam de
expressao, sinalizagédo, funcdo e capacidade de ligacdo a histamina e, portanto, apresentam
diferentes aplicacOes terapéuticas (ZHANG; THURMOND; DUNFORD, 2007).

Neste trabalho, a fragdo Amll reduziu o edema de pata induzido por dextrano no
primeiro intervalo analisado, sugerindo um efeito anti-histaminico, que pode estar relacionado
a inibicdo da degranulacdo dos mastécitos (BARBOSA et al., 2009; BABU et al., 2009).

Siqueira et al., (2011) relataram que os polissacarideos sulfatados da alga marinha
parda Lobophora variegata inibiram o edema de pata em ratos induzido dextrano e
carragenana. No entanto, existem poucos relatos de atividade antiinflamatéria de
polissacarideos sulfatados de algas marinhas (WIJESEKARA, PANGESTUTI, KIM, 2011).

Considerando um estudo com polissacarideos de plantas superiores, foi
demonstrado que uma glucomanana obtida de pseudobulbo da orquidea Cyrtopodium
cardiochilum reduziu o aumento na permeabilidade vascular induzido por &cido acético
(BARRETO; PARENTE, 2006). Além deste estudo, Silva e Parente (2003) relataram que trés
glucanas isoladas do caule de Costus spicatus, conhecido popularmente no como cana-do-
brejo, também reduziram o aumento na permeabilidade vascular induzido por acido acético.

Com o objetivo de verificar um possivel efeito edematogénico da fracdo Amll, foi
utilizada uma via local de administracdo. No entanto, injecdo subplantar da fracdo Amll nao
provocou edema de pata. Diferentemente, do demonstrado para alguns polissacarideos
sulfatados de algas marinhas vermelhas que apresentam propriedades edematogénicas. Por
exemplo, uma fracdo polissacaridica obtida da alga vermelha C. feldmannii mostrou-se pro-
inflamatdria, induzindo a formacdo do edema em todas as doses testadas (0,1; 0,3 ou 0,9
mg/kg), sendo o efeito mais pronunciado na maior dose (ASSREUY et al., 2008). Além disso,
uma fracdo polissacaridica obtida da alga vermelha Solieria filiformis também se mostrou pro-
inflamatdria quando administrada por via s.c. na pata (1 mg/kg), induzindo a formacdo do
edema (ASSREUY et al., 2010).

Os efeitos sistémicos dos Am-PST aos serem avaliados em modelo de toxicidade
subcronica, através da andlise da integridade de 6rgaos (coragdo, figado, rins, baco, timo e
linfonodo) de camundongos e dos parametros bioquimicos, hematoldgicos e histopatoldgicos

mostraram-se seguros. Em relatos recentes, tem sido reportado que polissacarideos sulfatados
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de outras algas também foram considerados seguros (ASSREUY et al., 2008, SIQUEIRA et
al., 2011).

Dentre os marcadores da funcdo hepatica, as dosagens de transaminases Sao
largamente utilizadas para avaliar a seguranca de novas drogas tanto em ensaios pré-clinicos
quanto clinicos (AMACHER, 1998). No presente estudo, inje¢fes diarias de Am-PST em
camundongos ndo alteraram os niveis alanina transaminase e aspartato transaminase. Na
analise histopatologica do figado, foi encontrada uma discreta degeneragdo vacuolar

reversivel, sugerindo que Am-PST néo alteraram a fungéo hepatica.

Dosagens de uréia e creatinina sdo utilizadas para a verificagdo da funcéo renal
(EACHEMPATI, REED, 2003). Diminuicdes da uréia ndo tém expressdao clinica. Neste
trabalho, os niveis de creatinina ndo diferiram do controle, mas os niveis de uréia mostraram-
se diminuidos somente no grupo das fémeas. Na analise histopatologica do rim, foram
encontrados infiltrados inflamatdérios mistos apenas na gordura perirenal. Essas alteracGes
também sdo consideradas reversiveis. Desta forma, Am-PST também néo alteraram a funcgéo

renal.

A fosfatase alcalina é uma enzima ubiqua, encontrada principalmente no plasma
sanguineo ou soro, 0ssos, rins, glandula mamaria, baco, pulméo, leucdcitos, cortex adrenal e
tubulos seminiferos (SHANMUGHAM et al., 2007). A dosagem plasmatica desta enzima é
particularmente Gtil na investigacdo das doencas hepatobiliares e 6sseas. Niveis diminuidos da
fosfatase alcalina sdo encontrados na desnutricdo crbnica, na hipofosfatassemia e,
ocasionalmente, no hipotireopidismo e anemia perniciosa. No nosso estudo, Am-PST

diminuiram os niveis de fosfatase alcalina somente nos camundongos fémeas.

Dentre os parametros hematoldgicos analisados, somente foi observada uma leve
reducdo no percentual de linfécitos no grupo dos machos. Além disso, as analises
histopatolégicas do baco, timo e linfonodo ndo apresentaram sinais de danos aos tecidos.
Portanto, a andlise integrada desses resultados mostra que ndo foram encontrados sinais

consistentes de danos sistémicos.
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7. CONCLUSAO

Os resultados do presente trabalho permitem concluir que a fragcdo polissacaridica
sulfatada AmlI da alga marinha Acanthophora muscoides apresentou atividade antinociceptiva,
antiinflamatdria e anti-edematdgenica. Além disso, no ensaio de toxicidade subcronica os
polissacarideos sulfatados totais mostraram-se seguros. Salientamos ainda que exato
mecanismo de acdo desta fracdo polissacaridica ainda permanece a ser elucidado, no entanto

esses polissacarideos representam importantes agentes para estudos futuros.
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