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RESUMO

As macroalgas vermelhas (Rhodophyta) sdo fontes de importantes moléculas
bioativas, dentre os quais, destacam-se 0s polissacarideos sulfatados, cujo potencial
farmacolégico é largamente relatado na literatura cientifica. Assim, este estudo teve
por objetivo caracterizar a estrutura quimica e determinar o potencial gastroprotetor
e anti-inflamatorio do polissacarideo sulfatado da alga marinha vermelha
Pterocladiella beachiae (PS-Pb). O PS-Pb foi obtido por extracdo enzimética com
papaina e mostrou um grau de sulfonacdo de 0,32 com massa molar estimada em
2,33 x 10° g mol™. A caracterizacdo estrutural foi realizada por espectroscopia na
regido do infravermelho com transformada de Fourier (IVTF) e ressonancia
magnética nuclear (RMN) e demonstrou que o PS-Pb é um polissacarido sulfatado
do tipo agar e apontaram a presenca de xilose em sua estrutura. A atividade
gastroprotetora do PS-Pb foi avaliada em modelo animal de Ulcera géastrica induzida
por etanol. Os resultados mostraram que o PS-Pb (na dose de 3 mg/kg) possui um
significativo efeito gastroprotetor associada a reducédo do dano oxidativo e dos niveis
de hemoglobina (indicativo de hemorragia) na mucosa gastrica. O PS-Pb também
regulou o fluxo sanguineo para a camada mucosa, através de modulacbes com a
enzima oOxido nitrico sintase (NOS) e o canal de potassio sensivel ao ATP (Katp).
Para avaliar a atividade anti-inflamatério do PS-Pb, foram usados os agentes
flogisticos carragenina e dextrana para induzirem edema em patas de
camundongos. O uso do PS-Pb (dose de 3 mg/kg) mostrou-se efetivo em reduzir o
edema de pata induzidos por ambos agentes flogisticos. A atividade anti-inflamat6ria
do PS-Pb foi relacionada a sua acdo na reducéo dos niveis de espécies reativas de
oxigénio (EROs), na peritonite induzida por carragenina, e da imunoexpressao de
iINOS e TNF-a em tecidos de patas edemaciadas. Portanto, o PS-Pb é considerado
um candidato promissor ao tratamento de doencas e complicacbes inflamatérias e

oxidativas.

Palavras-chave: macroalgas vermelhas. polissacarideo sulfatado. Pterocladiella

beachiae. gastroprotetor. anti-inflamatério.



ABSTRACT

The red seaweeds (Rhodophyta) are sources of important bioactive molecules,
among which the sulfated polysaccharides, in which the therapeutic activity is widely
reported in scientific literature. Thus, this study aimed to characterize the chemical
structure and determine the gastroprotective and anti-inflammatory potential of the
sulfated polysaccharide extracted from the red seaweed Pterocladiella beachiae (SP-
Pb). The SP-Pb was obtained through enzymatic extraction with papain and showed
a degree of sulfonation of 0.32 with molar mass estimated at 2.33 x 10°> g mol™. The
structural characterization was performed through Fourier transform infrared
spectrometer (FTIR) and nuclear magnetic spectroscopy (NMR) and demonstrated
that the SP-Pb as an agar-type sulfated polysaccharide and indicated the presence
of xylose in its structure. The gastroprotective activity of SP-Pb was evaluated in an
animal model of gastric ulcer induced by ethanol. The results showed that the SP-Pb
(at the dose of 3 mg/kg) has a significant gastroprotective effect associated with
reduction of oxidative damage and hemoglobin levels (indicative of hemorrhage) in
the gastric mucosa. The SP-Pb also regulated the blood flow to the mucosal layer
through modulations with the enzyme nitric oxide synthase (NOS) and the potassium
channel sensitive to ATP (Katp). TO assess the anti-inflammatory activity SP-Pb, the
phlogistic agents carrageenan and dextran were used to induce edema in the paws
of mice. The use of SP-Pb (at dose of 3 mg/kg) was effective in reducing the paw
edema induced by both phlogistic agents. The anti-inflammatory activity of SP-Pb
was related to its action in reducing the levels of reactive oxygen species (ROS) in
carrageenan-induced peritonitis, and the immunoexpression of INOS and TNF-a in
edematous paw tissue. Thus, the SP-Pb is considered a promising candidate for the

treatment of inflammatory and oxidative diseases.

Key-words: red seaweeds. sulfated polysaccharide. Pterocladiella beachiae.

gastroprotective agent. anti-inflammatory agent.
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1 INTRODUCAO

1.1 Consideracgfes gerais sobre algas

Algas s&o um grande e heterogéneo grupo de organismos com similaridades
ante as plantas superiores, mas que se distinguem grandemente do reino vegetal
guanto a diferenciacéo e carateristicas estruturais (SANGHVI & LO, 2010). A maioria
dos organismos classificados como algas, o que engloba desde microalgas até
espécies imensas como o kelp gigante (Macrocystis pyrifera), com mais de 30
metros de comprimento, evoluiu de forma independente nos mais diversos nichos
ecolégicos em que sdo encontradas. Portanto, pode-se inferir que a maioria das
algas nao apresenta nenhuma relacdo de parentesco entre si, sendo a classificacéo
realizada de modo artificial (FRANCESCHINI et al., 2010; STENGEL; CONNAN;
POPPER, 2011).

A classificacdo das algas segue ainda amparada em parametros
bioquimicos como localizacdo e natureza dos pigmentos, dos carboidratos e da
disposicao das tilacoides, sendo encontrados exemplares em dois dos trés dominios
da vida, Bacteria e Eucariontes, constituindo assim um grupo polifilético encontrado
em praticamente qualquer ambiente aquatico (FRANCESCHINI et al.,, 2010;
STENGEL; CONNAN; POPPER, 2011). Uma das razfes da quase onipresenca de
algas nesses habitats € sua grande capacidade de tolerar grandes variabilidades de
pH, temperatura e concentragdes de CO, e O,. No mar aberto, na regido costeira, ou
ainda nos habitats de 4gua doce, as algas tém funcdes comparaveis as plantas
terrestres, constituindo-se em produtores primarios e base das cadeias alimentares,
além de serem responsaveis pela maior parte do oxigénio liberado a atmosfera e
pela absorcdo de cerca de metade do diéxido de carbono (gas preponderante para o
aguecimento global) produzido por atividades humanas (BARSANTI et al., 2008;
KOUZUMA & WATANABE, 2015; RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2014).

As algas sao seres de vida livre em suspensdo nas aguas iluminadas de
pouca profundidade (caso das espécies unicelulares), mas também ocorrem como
organismos bentonicos vivendo anexadas a rochas, lodo e outras algas ou ainda
como organismos pluricelulares macroscopicos, as macroalgas, que ha décadas

despertam grande interesse comercial ao redor do mundo.
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1.2 Importancia econémica das algas

A exploracdo econbmica em larga escala de microalgas comecou a partir
dos anos de 1960, vinte anos apés esse periodo, na década de 1980, a producdo,
somente na Asia, ja superava os 1000 kg mensais. Atualmente, os géneros Chlorella
e Espirulina concentram mais de 90% da producédo global de biomassa de
microalga, movimentando um crescente mercado que gera meio bilhdo de ddlares
por ano ao produzir e comercializar cerca 20 toneladas de biomassa seca
(BENEMANN; WOERTZ; LUNDQUIST, 2018; SPOLAORE et al., 2006).

O conteudo nutricional, com alto de teor de proteinas e carboidratos, assim
como a pouca quantidade de gorduras, transformou as microalgas em um produto
de uso quase universal na industria alimenticia, sendo largamente utilizada como
alimento rico em proteina ou nutracéutico. Cerca de 90% da biomassa produzida é
destinada para este fim. Outras utilizagdes incluem a nutricdo animal, podendo ser
incorporado a racdes para uma ampla variedade de animais, ou ainda o0 uso
biotecnoldgico, no tratamento de residuos e recuperacdo de agua e para producao
de energia a partir de fonte microbiana (HUSS et al., 1999; SPOLAORE et al., 2006).

Historicamente, muitas espécies de macroalgas fazem parte da dieta de
paises orientais, principalmente China, Japdo e Coreia do Sul, fornecendo uma
alimentacdo saudavel, rica em carboidratos, proteinas, minerais, vitaminas e acidos
graxos poli-insaturados (DEL OLMO; PICON; NUNEZ, 2018; KILINC et al., 2013). No
Japdo, o alto consumo de algas marinhas tem sido associado a inibicdo do
desenvolvimento de tumores malignos, o que leva a baixas taxas de incidéncia de
diversos tipos de cancer, tais como melanoma (TEAS & IRHIMEH, 2017) e cancer
de mama na pds-menopausa, e consequente reducdo da mortalidade (ITO et al.,
2018). Para além do cancer, o consumo de uma dieta rica em algas marinhas é,
parcialmente, relacionado a baixos niveis de triglicerideos séricos e complicacdes
cardiovasculares, levando a uma maior qualidade e expectativa de vida (SOBKO et
al., 2010).

Nos ultimos anos, o consumo de macroalgas cresceu substancialmente nos
paises ocidentais devido ao reconhecimento do valor nutricional destes organismos,
sendo utilizados principalmente como aditivos alimentares. As macroalgas séao

usadas ainda em cosméticos, fertilizantes e medicamentos (LEE et al., 2017; VIGOR
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et al., 2018). Em toda a sua cadeia produtiva, a industria das macroalgas movimenta
cerca de seis bilhdes de délares por ano (CHEN et al., 2017).

1.3 Classificacado das macroalgas

As macroalgas sdo classificadas quanto a uma série de caracteristicas
bioquimicas em trés divisbes dentro do reino Plantae: filo Phaeophyta (algas
pardas), filo Chlorophyta (algas verdes) e filo Rhodophyta (algas vermelhas)
(BARSANTI et al., 2008; VIDOTTI & ROLLEMBERG, 2004).

As algas do filo Phaeophyta possuem sua cor carateristica devido a
presenca do carotenoide fucoxantina, o pigmento majoritario destas algas. Embora
outros carotenoides, como betacaroteno e xantofilas, também sejam encontrados
em quantidades consideraveis, € a cor advinda da fucoxantina que predomina
(BONANNO & ORLANDO-BONACA, 2018; YENDE; HARLE; CHAUGULE, 2014). As
algas pardas estéo distribuidas predominantemente no ambiente marinho, sobretudo
em mares de agua fria, e além dos carotenoides acima relatados, sdo ricas em
clorofilas dos tipos a e ¢ (CHEN et al.,, 2017; O'SULLIVAN et al., 2010). Outra
carateristica marcante das algas pardas é o fato de serem as maiores macroalgas
encontradas nos oceanos, tendo a maior parte da sua biomassa produzida por um
namero reduzido de espécies das ordens Laminariales e Fucales (BONANNO &
ORLANDO-BONACA, 2018; LEAL et al., 2013).

Em relacdo ao filo Chlorophyta, das algas verdes, possuem no interior de
suas células as clorofilas a e b, portanto, os mesmos pigmentos clorofilados
encontrados nas plantas, suscitando a teoria de que estas algas sdo ancestrais
longinquos das plantas terrestres. Pigmentos acessérios como carotenos e
xantofilas também séo abundantes (LELIAERT et al., 2016; TOMITANI et al., 1999).
Ha uma diversidade notavel entre as algas verdes em relagcdo a seu tamanho e
habitat. A maioria das espécies € de tamanho microscopico, 0os exemplares
multicelulares raramente ultrapassam um metro de comprimento, outrossim, ha uma
enorme gama de ambientes aquaticos onde as diversas ordens de Chlorophyta
residem, tais como ecossistemas de agua doce e marinho, crostas e solos umidos.
Muitas espécies unicelulares sdo capazes ainda de estabelecerem relacdes de
simbiose com outros organismos, principalmente fungos, formando o liqguen (LEWIS
& McCOURT, 2004; VIDOTTI & ROLLEMBERG, 2004).
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O filo Rhodophyta, correspondente as algas vermelhas, apresenta cerca de
700 géneros e entre 4000 a 6000 espécies conhecidas. A cor caracteristica destas
algas provém dos pigmentos de ficobilinas, que permitem as algas viverem em
ambientes profundos, uma vez que absorvem bem a luz verde e azul-esverdeada
que penetra muito além da superficie dos oceanos. As algas vermelhas sdo quase
exclusivamente marinhas e somente cerca de 20 géneros estdo bem adaptados a
viverem em aguas doces, o que corresponde a 100 espécies diferentes. Ha também
uma predilecdo por regides tropicais quentes, embora alguns exemplares também
possam ser encontrados em regifes polares. Estruturalmente, as algas do filo
Rhodophyta sdo complexas e a maior parte delas é classificada como bentdnicas
macroscopicas, crescendo junto a rochas ou outras espécies de algas
(FRANCESCHINI et al., 2010; RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2014).

Algas vermelhas, assim como as espécies dos demais filos de macroalgas,
sdo ricas em polissacarideos sulfatados, macromoléculas polianidbnicas complexas e
heterogéneas formadas por unidades repetitivas de acucares e carregadas
negativamente devido a presenca dos grupos sulfatos. A pressao evolutiva foi
responsavel por desenvolver nas algas moléculas de alta complexidade estrutural,
como os polissacarideos sulfatados, envolvidas na sobrevivéncia do organismo no
hostil ambiente marinho, sujeito a alteragcbes de temperatura, luminosidade,
salinidade e desidratacdo durante marés baixas em zonas costeiras (JIAO et al.,
2011; RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2014).

1.4 Polissacarideos sulfatados de macroalgas

O termo polissacarideo se refere coletivamente a carboidratos que podem
ser compostos de unidades repetitivas de monossacarideos (homopolissacarideos)
ou formados por duas ou mais unidades monoméricas diferentes
(heteropolissacarideos) (PRAJAPATI et al., 2014). Acredita-se que entre as
principais fungdes in situ dos polissacarideos sulfatados esta a agao protetora contra
a desidratacdo, durante periodos de maré baixa, e o fato de propiciarem maior
flexibilidade as algas, contribuindo para o processo de captura de nutrientes e
luminosidade (CABRERA; STORTZ; RODRIGUEZ, 2014).

Cada filo de macroalga possui especificamente um determinado tipo de

polissacarideo sulfatado nas paredes de suas células. As algas marrons sao ricas
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em fucoidanas, polissacarideo constituido principalmente por sequéncias de
residuos a-L- fucopiranose mas cuja estrutura fina varia de acordo com a espécie
(MEENAKSHI et al., 2014; VINNITSKIY, et al., 2016). Nestes aspectos, as algas
marrons sao divididas ainda em dois grupos de acordo com a ligacdo dos residuos
de fucose em suas cadeias centrais, (1—3)-ligada a residuos a-L-fucopiranose e
(1—4)-ligada a residuos a-L-fucopiranose (JIAO et al.,, 2011). As ulvanas s&o 0s
polissacarideos sulfatados formados por unidades repetitivas de dissacarideos
encontrados nas algas verdes. Os principais constituintes das ulvanas séo sulfato,
ramnose, xilose, &cido idurdnico e acido glicurbnico e as unidades dissacaridicas
sdo formadas por ramnose 3-sulfato ligada a D-acido glicurénico, L-acido idurénico
ou D-xilose. As ligacbes mais comuns entre os dissacarideos de ulvanas ocorrem
quando D-acido glicurénico ou L-acido idurénico se ligam a ramnose 3-sulfato,
formando o &cido ulvanobiurénico A e B, respectivamente (KOPEL et al., 2016;
LAHAYE & ROBIC, 2007).

Nas algas vermelhas, o polissacarideo sulfatado é denominado galactana,
qgue por sua vez, é dividido em dois grupos de acordo com a estereoquimica. A
unidade basica das galactanas € constituida por cadeias lineares alternadas de duas
subunidades. Residuos B-(1—3) D-galactopiranose compdem a subunidade A e
estdo sempre na configuracdo enantiomérica D-, enquanto que a subunidade B é
formada por residuos a-(1—4) galactopiranose que podem tanto estar na
configuracdo enantiomérica D- ou L-galactana, sendo a galactana classificada como
carragenana quando a subunidade B esta na configuracdo D e como agarana
guando se encontra na configuragéao L. Frequentemente as subunidades B ocorrem
como 3,6-anidro-a-L-galactose ou 3,6-anidro-a-D-galactose, para agaranas e
carregenanas, respectivamente (PEREZ-RECALDE et al., 2016; SILVA et al., 2015;
STENGEL; CONNAN; POPPER, 2011).

As agaranas sao compostas de duas partes principais, uma fracdo ciclica
neutra e uma fragdo anibnica, correspondendo a agaroses e agaropectinas,
respectivamente. Agarose é uma molécula linear desprovida de sulfato cuja
carateristica proeminente é a acao geleificante (LI et al., 2008; MUTHUSWAMY et
al., 2007). Agaroses consistem de unidades repetitivas de - (1—3) D-galactose e a-
(1—4) 3,6-anidro-L-galactose, podendo ainda possuir substituicbes de residuos
monossacarideos por 6-O-metil-D-galactose, L-galactose e 2-O-metil-L-galactose
(ARMISEN & GALACTAS, 2000). A acao geleificante € desempenhada pela
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estrutura tridimensional das agaroses, que retém agua em seus poros (LAHAYE &
ROCHAS, 1991). J4 as agaropectinas sao polissacarideos acidos contendo sulfato,
acido piravico, grupo metil e acido D-glucurdnico coligados a uma estrutura linear da
agarose em diferentes posicbes na molécula (ARMISEN & GALACTAS, 2000).
Diferentes espécies de algas vermelhas apresentam fracdes diferentes de agarose e
agaropectinas, no entanto, a propor¢cdo de agarose € sempre superior a de
agaropectina, correspondendo a pelo menos dois ter¢cos da agarana total encontrada
(CARDOSO, 2007). Carragenanas sao polissacarideos sulfatados anibnicos de
cadeia linear formados por unidades dissacaridicas repetitivas de B-(1—3) D-
galactopiranose (unidade G) e a-(1—4) D-galactopiranose (unidade D) ou 3,6-
anidro-a-D-galactose (unidade DA) encontrados nas macroalgas vermelhas
(CAMPO et al., 2009; JIAO et al., 2011) (Fig. 1).

Fig. 1. Estruturas quimicas de unidades repetitivas de &gar. A) estrutura de agarose
consistindo de B-(1—3) D-galactose e a-(1—4) 3,6-anidro-L-galactose, B) dissacarideos
unidades repetitivas de B- (1—3) D-galactose e a-(1—4) L-galactose. G e LA referem-se a
unidades de galactose e 3,6-anidro-L-galactose, respectivamente. R pode ser hidrogénio ou
substituintes da cadeia lateral, tais como éster sulfato, éter metilico ou acido piravico.

(a) (b)

Fonte: LEE et al., 2017

Tradicionalmente, as carragenanas sao subdividas de acordo com o padréo
de sulfatacédo e a presenca de 3,6-anidro-a-D-galactosepiranose. As classes mais
comuns de carragenanas encontradas sdo lota (1)-, kappa (k)- e lambda (A)-
carragenanas (LIANG et al., 2014; POMIN & MOURAO, 2008; ZHENG et al., 2019).
Cada subtipo difere, notadamente, no nimero de grupos sulfatos por dissacarideos.
A carragenana do tipo K possui uma unidade DA e somente um grupo sulfato ligado

ao C-4 da unidade G, formando o dissacarideo G4S-DA. A forma tipo | também
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possui um grupo DA mas apresenta 2 sulfatos por dissacarideo, um no C-4 da
unidade G e outro localizado no C-2 da unidade DA, apresentando a forma G4S-
DA2S. A carragenana do tipo A, por sua vez, forma um dissacarideo do tipo G-D
com trés grupos sulfatos ligados ao C-2 da unidade G e aos C-2 e C-6 da unidade D,
formando o dissacarideo G2S-D2S,6S (LV et al., 2015) (Fig. 2).

Fig. 2. Representagdo das trés principais carragenanas encontradas em algas vermelhas.
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Fonte: CAMPO et al., 2009

A industria alimenticia utiliza em larga escala as carragenanas devido suas
propriedades reologicas, contudo, cada subtipo apresenta um uso comercial
diferente. As kK carragenanas sao usadas para formar géis fortes e rigidos, na
presenca de ions potassio, enquanto as carragenanas do tipo 1 formam géis

elasticos e macios em solugdo com ions calcio. Por fim, as A carragenanas nao
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formam géis, sendo utilizadas no processamento de carnes e seus derivados
(McHUGH, 2003; PANGESTUTI & KIM, 2014).

A ocorréncia natural dos polissacarideos, no entanto, raramente se da na
forma ideal. O termo unidades repetitivas de dissacarideo se refere apenas a uma
estrutura idealizada, diferentes quantidades de grupos sulfatos, em diferentes
posi¢des, distribuidas de forma aleatéria na molécula sdo caracteristicas comuns
dos polissacarideos (CAMPO et al., 2009; VAN DE VELDE et al., 2002). A frequente
substituicdo de hidroxilas em D-galactose por grupos metil e piruvato também
favorece a grande variabilidade existente entre polissacarideos de diferentes
espécies (PANGESTUTI & KIM, 2014).

1.5 Potencial farmacoldgico dos polissacarideos sulfatados

Muitos dos medicamentos disponiveis no mercado apresentam um vasto
repertério de efeitos colaterais aos pacientes em tratamento. Drogas usadas no
tratamento contra o cancer, por exemplo, sdo largamente reconhecidas por
causarem perda de cabelo, vOmito, nduseas, leucopenia e neuralgia (CHAN &
ISMAIL, 2014; WU et al., 2019). JA os anestésicos opioides, uma classe de
medicamento com acdo analgésica muito superior a outras drogas, apresentam
efeitos colaterais severos, como constipacdo, nauseas e dependéncia fisica. O
abuso de remédios derivados do Opio acarreta depressdo respiratéria e €
geralmente fatal (DEL VECCHIO; SPAHN; STEIN, 2017; MANGLIK et al., 2016). Por
sua vez, varias classes de drogas usadas no combate a obesidade causam
xerostomia (sensacdo de secura na boca), aumento da pressdo sanguinea,
constipacao, dores de cabeca e insonia (YUN, 2010).

Até mesmo medicamentos de doencas e complicacfes comuns, que afetam
grandes parcelas da populacdo mundial, tais como Ulcera gastrica e doencas
inflamatorias, exibem grande quantidades de efeitos colaterais. FArmacos como 0s
anti-inflamatérios ndo-esteroidais (AINEs), uma das classes de medicamentos mais
utilizadas no mundo, sdo agentes anti-inflamatoérios, antipiréticos e analgésicos
eficazes mas desencadeiam complicacbes cardiovasculares, renais e gastricas
(FELSON, 2016; GUNTER et al.,, 2017; HARIRFOROOSH; ASGHAR; JAMALI,

2013). O uso indiscriminado de AINEs provoca a disruptura da barreira que protege
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a camada mucosa do estdmago do baixo pH interno carateristico do 06rgéo
(FELSON, 2016).

Uma vez ulcerado, o estbmago é tratado com medicamentos (inibidores da
bomba de prétons — IBPs — e antagonistas dos receptores da histamina-2) que
também possuem uma série de efeitos colaterais, destacando-se dor de cabeca, dor
abdominal, ansiedade, diarreia, depresséao, tontura, complicacbes cardiovasculares
e trombocitopenia (KUNA et al., 2019). Assim sendo, é necessario que novas
pesquisas busquem, principalmente a partir de produtos de origem natural,
compostos que mantenham a eficicia do tratamento a doencas e complicacdes mas
que, por sua vez, mostrem uma significante reducéo de efeitos colaterais quando
comparados a medicamentos de uso tradicional.

A gama de atividades bioldgicas inerentes aos polissacarideos sulfatados de
algas marinhas despertaram interesse da industria farmacéutica e de pesquisadores
em uma possivel aplicabilidade terapéutica para estas macromoléculas. Dentre suas
propriedades farmacoldgicas ja  estabelecidas, destacam-se: atividade
anticoagulante (LIANG et al., 2014; POMIN, 2014); antiviral (BOUHLAL et al., 2011;
PUJOL et al., 2012); antioxidante (FIDELIS et al., 2014); antitumoral (LINS et al.,
2009; SENTHILKUMAR et al., 2013); antidiarreica (COSTA et al., 2015; BEZERRA
et al., 2018) e imunomodulatéria (WONGPRASERT; RUDTANATIP; PRAIBOON,
2014), além de efeitos na reducao dos niveis hiperlipidémicos (Ql & SHENG, 2015)
e acao neuroprotetora (PANGESTUTI & KIM, 2011).

Pesquisas desenvolvidas pelo nosso grupo de pesquisa mostraram,
especificamente, que polissacarideos sulfatos de algas vermelhas tém um grande
potencial anti-inflamatorio e antinociceptivo (CHAVES et al., 2013; PEREIRA et al.,
2014), além apresentar propriedades gastroprotetoras, reduzindo o dano da mucosa
gastrica a ulceracao induzida por etanol (SILVA et al., 2011; SOUSA et al., 2016).

1.5.1 Inflamagéo

Inflamacéo € como se denomina a resposta adaptativa a um estimulo nocivo
causado, principalmente, por infeccédo ou lesao tecidual estéril. A resposta completa
do hospedeiro é caracterizada com maior acuracia quando ocorrem infeccdes
microbianas. Nestes casos, logo que o estimulo inicial é percebido, por macréfagos

e mastocitos nos tecidos, ha producdo e/ou liberacdo de varios efetores
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inflamatorios, tais como citocinas pro-inflamatdérias, quimiocinas, aminas vasoativas
e eicosanoides para amplificar a resposta imunolégica. Uma vez que a processo
inflamatorio é estabelecido no tecido lesionado, dar-se uma sequéncia bem
padronizada de eventos vasculares e celulares que ocorrem no intuito de findar a
infeccdo e proporcionar reparacdo tecidual da éarea lesionada (HEADLAND &
NORLING, 2015; MEDZHITOV, 2008) (Fig. 3).

Os eventos vasculares incluem vasodilatacdo, aumento da permeabilidade
vascular e extravasamento de plasma dentro do tecido infectado, enquanto que os
eventos celulares dizem respeito, principalmente, a mobilizacdo de leucdcitos
(sobretudo neutrdéfilos nas inflamacgdes agudas), mas também as mudancas em suas
funcdes, como a secrecdo de mediadores quimicos (KAIN; PRABHU; HALADE,
2014; MASKREY et al., 2011; MEDZHITOV, 2010).

A resposta inflamatéria aguda tende a resolugcdo quando o agente lesivo é
eliminado e a fase de reparo € iniciada. O processo de restauracado da arquitetura
tecidual € mediado por macréfagos, sejam residentes ou recrutados, e requer uma
mudanca no perfil das citocinas produzidas e liberadas, de pro-inflamatério para anti-
inflamatério (MEDZHITOV, 2008). Entretanto, se a inflamacéo falhar em eliminar o
agente infeccioso, o retorno a homeostase tecidual ndo € alcancado, surgindo a
inflamacé@o cronica. Esta persistente inflamacao tem carateristicas novas e é
associada a graves desordens e complicacBes crbnicas, tais como doencas
cardiovasculares, artrite reumatoide, doenca do intestino inflamado, doencas
pulmonares, diabetes e doenca de Alzheimer (LEE; NA; SURH, 2013).

Fig. 3. Causas e respostas fisiolégicas da inflamacgéo.
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Fonte: Adaptado de MEDZHITOV, 2008.
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As principais drogas anti-inflamatorias disponiveis no mercado e usadas na
clinica médica sdo os AINEs. Esta grande e heterogénea classe de medicamentos
se liga de forma n&o especifica as enzimas cicloxigenases (COX) 1 e 2, impedindo a
cascata de sintese de eicosanoides a partir do &cido araquidénico (BACCHI et al.,
2012; CHAN, 2002; PEREIRA-LEITE; NUNES; REIS, 2013) (Fig. 4). No entanto,
apesar do efeito terapéutico, os AINEs, ao bloquearem a liberacdo de
prostaglandinas que atuam na formacdo da camada de muco, expbe a camada
mucosa do estdmago a ulceragfes, mostrando uma correlacdo entre as doencas
inflamatoérias e o surgimento, ou desenvolvimento, de Ulcera gastricas (BRUNE &
PATRIGNANI, 2015; SCHEIMAN, 2016). Como ja mencionado, este é somente um
dos efeitos colaterais advindos do uso de AINEs, desta forma, pesquisadores estao
continuamente buscando novos compostos que possam apresentar promissora

atividade anti-inflamatoéria, mas sem efeitos colaterais ou toxicidade.

Fig. 4. Mecanismos de acdo dos AINEs. COX, cicloxigenase; PGH,: Prostaglandina H2; TxA,:
Tromboxano A2; PGD,: Prostaglandina D2; PGF,.: Prostaglandina F2 alfa; PGE;:

Prostaglandina E2; PGl,: Prostaglandina 12 (Prostaciclina).

Acido Araquidénico

AINEs - AINEs
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Fonte: Adaptado de BRUNE & PATRIGNANI, 2015.
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1.5.2 Ulcera géstrica

Ulcera péptica é como se denomina a les&o induzida por acido que acomete
o trato gastrintestinal, atingindo cerca de 10% da populacdo mundial. A ulceragéo
ocorre principalmente no estbmago ou proximo ao duodeno, sendo assim,
genericamente, chamada de Ulcera gastrica. A lesdo completa causa a
descontinuidade da camada mucosa, com dano estendendo-se as camadas
submucosa e muscular propria. Em estagios incipientes da doenca, as lesdes nao
atingem essa profundidade, sendo nomeadas de erosdes (LANAS & CHAN, 2017,
NARAYANAN; REDDY; MARSICANO, 2018).

O uso continuo de AINEs e a contaminacéo pela bactéria Helicobacter pylori
(H. pylori) s&o tidos como os dois principais fatores de risco para o desenvolvimento
da Ulcera gastrica. No entanto, quase metade da populacdo mundial é colonizada
com H. pylori mas somente uma pequena proporcao das pessoas infectadas, ou que
usam AINEs continuamente, evoluem com ulcera¢des gastricas, mostrando que a
susceptibilidade individual € um importante fator para a progressdo da doenca
(SIDDIQUE et al., 2018; ZHANG et al., 2014).

Outros fatores importantes no desenvolvimento das Ulceras gastricas sao
ainda o tabaco, a sindrome Zollinger-Ellison e o etanol. Considerado um problema
de saude publica global, o0 consumo médio de etanol foi estimado em 6,4 L por
pessoa em 2016, resultando em mais de trés milhdes de mortes em todo o mundo
por doencas desencadeadas ou agravadas pelo seu consumo abusivo (SOREIDE et
al., 2015; WHO, 2019).

O etanol pode resultar lesdo da mucosa gastrica por um processo patolégico
multifatorial que envolve danos diretos e indiretos (Fig. 5). Os danos diretos
correspondem a injarias na membrana celular das células que compdem o trato
gastrico, desidratacao e citotoxicidade, ja os danos indiretos tém como fator chave o
aumento da concentracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs). O desequilibrio
oxidativo, causado pela maior producéo de EROs gerados por leucécitos ativados e
deplecdo das defesas antioxidantes, causa lipoperoxidacdo em moléculas-alvo de
células com papel essencial na manutencédo das funcgdes fisioldégicas do estbmago
(ARAB et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2019). A injuria tecidual causada pelo etanol é
caraterizada por edema e diminuicdo do fluxo sanguineo na camada mucosa,

esfoliacdo celular, hemorragia subepitelial, diminuicdo do grupo sulfidrila né&o-
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proteico, liberagédo de citocinas pro-inflamatorias e modulagédo do 6xido nitrico (NO),
que passa a ser produzido pela enzima oxido nitrico sintase induzivel (iINOS)
(BYEON et al., 2018; SIEGMUND; HAAS; SINGER, 2005).

Como muitos polissacarideos sulfatos obtidos de algas vermelhas ja
mostraram excelentes acdes antioxidantes in vivo e in vitro (ALENCAR et al., 2019;
SOUZA et al., 2012), é natural que estas moléculas sejam consideradas candidatas
em potencial para o tratamento das Ulceras gastricas. No entanto, como trata-se de
uma doenca multifatorial, faz-se necessario avaliar as propriedades bioldgicas dos
polissacarideos sulfatos contra outros fatores desencadeantes, dentre os quais,
destaca-se o processo inflamatério.

Fig. 5. Diagrama descrevendo as agdes deletérias diretas e indiretas do etanol sobre a mucosa

géstrica, destacando o processo inflamatério e o estresse oxidativo.

Ingestao de etanol

Dano indireto

Dano direto

Recrutamento

Injdria direta a de leucdcitos
membrana celular j \
. - —_—y
I Desidratagéo INlAMAcio | s E:Ezaig
| Citotoxicidade \ /
Apoptose
L L r L
Injuria gastrica |

Fonte: Adaptado de ARAB et al., 2015.
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1.6 Os polissacarideos sulfatados do género Pterocladiella

A grande heterogeneidade estrutural dos polissacarideos sulfatados
contribui para a ampla variedade de atividades biolégicas destas moléculas
sulfatadas, ao mesmo tempo em que demanda um vasto estudo sobre suas
caracteristicas quimicas e potencial farmacoldgico. Dentre as algas vermelhas sub-
estudadas, merece destaque as do género Pterocladiella.

Uma das principais fontes de agar (PEREIRA; GHEDA; RIBEIRO-CLARO,
2013), as espécies deste recente género, proposto por Santelices e Hommersand
(1997), ja mostraram atividades biolégicas promissoras utilizando outras moléculas,
como lectinas (SILVA et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2002), mas nada se tem relatado
na literatura acerca das ac¢des bioldgicas dos polissacarideos sulfatados de espécies
deste género, cuja ocorréncia é predominantemente equatorial (HORTA et al.,
2001). No litoral cearense encontra-se a espécie Pterocladiella beachiae Freshwater
(P. beachiae), uma pequena alga descrita inicialmente por Thomas e Freshwater
(2001). Nao ha relatos na literatura acerca da estrutura do polissacarideo sulfatado
da P. beachiae (PS-Pb), nem de qualquer atividade biolégica advinda dele. No
entanto, a extracdo e a caraterizacdo do PS-Pb, com o intuito de avaliar seu
potencial anti-inflamatério e gastroprotetor é extremamente valido, tendo por base os
resultados promissores obtidos pelo nosso grupo de pesquisa na reducdo da
inflamacdo e no tratamento da Ulcera gastrica usando polissacarideos sulfatados

extraidos de algas vermelhas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Caracterizar a estrutura quimica e determinar o potencial gastroprotetor e

anti-inflamatoério do polissacarideo sulfatado da alga marinha vermelha Pterocladiella

beachiae.

2.2 Especificos

Extrair e purificar o polissacarideo sulfatado da alga marinha Pterocladiella
beachiae (PS-Pb);

Determinar rendimento, conteddo de carboidratos totais, proteinas
contaminantes, conteddo de sulfato e massa molar do PS-Pb;

Caracterizar o PS-Pb pelos métodos espectroscépicos infravermelho com
transformada de Fourier (IVTF) e ressonancia magnética nuclear (RMN);

Determinar a atividade antioxidante in vitro do PS-Pb através ensaios
capacidade antioxidante total, sequestro de radicais DPPH, atividade quelante

de ions ferrosos e eliminacdo de radicais hidroxila;

Avaliar o potencial anti-inflamatorio do PS-Pb no modelo de edema de pata;

Avaliar o efeito do PS-Pb na imunoexpressdo da enzima 6xido nitrico sintase
induzivel (iNOS) e da citocina fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) em patas

com edema induzido por carragenina;

Determinar os niveis de glutationa reduzida (GSH) no exsudato peritoneal

apos peritonite induzida por carragenina;
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Avaliar o potencial gastroprotetor do PS-Pb no modelo de lesdo gastrica
induzida por etanol através de analises macro e microscopicas e por niveis de

hemoglobina na mucosa gastrica;

Determinar os niveis de GSH e a concentracdo de malondialdeido (MDA) na

mucosa gastrica;

Determinar o papel do 6xido nitrico (NO) e do canal de potassio sensivel ao
ATP (Katp) sobre a acédo do PS-Pb na mucosa gastrica.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Coleta e identificacdo da alga marinha

A alga marinha vermelha Pterocladiella beachiae (Fig. 6) foi coletada,
durante o periodo de maré baixa, na Beira-Mar do municipio de Fortaleza (Latitude -
3,724 S; Longitude -38,50 O), em Junho de 2016. As amostras coletadas foram
transportadas ao Laboratério de Algas Marinhas do Departamento de Bioquimica e
Biologia Molecular (DBBM) em recipiente isotérmico, lavadas em agua corrente,
livres de epifitas e estocadas a -20 °C para posterior utilizacdo. Uma amostra de P.
beachiae foi depositada no herbario ficolégico do Instituto de Ciéncias do Mar —
LABOMAR, da Universidade Federal do Ceara (UFC), sendo registrada sob o
namero de identificacéo: 02991.

Fig. 6. Alga marinha Pterocladiella beachiae.

Classificacao

Filo — Rhodophytha

= | Ordem — Gelidiales
- = | Familia — Pterocladiaceae
Género — Pterocladiella

Espécie — Pterocladiella beachiae

Fonte: Autor.
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3.2 Extracéo e purificacdo do polissacarideo sulfatado

A extracd@o do polissacarideo sulfatado da alga P. beachiae foi realizada de
acordo com Farias et al. (2000), com algumas modificacdes. Primeiramente, a alga
foi desidratada em temperatura ambiente e macerada com nitrogénio liquido. Alga
macerada (5g) foi entdo colocada em contato com 250 mL do tamp&o de extracéo
acetato de sodio 0,1 M e pH 5,0 contendo acido etilenodiaminotetracético (EDTA) 5
mM e cisteina 5 mM. A esta solucdo foi adicionado 17 mL de uma solucdo de
papaina bruta (30 mg/mL) e, a seguir, a alga macerada foi incubada a 60 °C durante
6 h em banho-maria.

Em seguida, o material foi filtrado em malha fina e centrifugado (8000 x g; 20
min; 25 °C). Os polissacarideos presentes no sobrenadante do material centrifugado
foram precipitados por adicdo de 16 mL de uma solucdo a 10% de cloreto de
cetilpiridinio (CPC) mantido por 24 h a 25 °C. Apés este periodo, o material foi
novamente centrifugado (8000 x g; 20 min; 25 °C) e o sobrenadante descartado. O
extrato precipitado foi lavado com 200 mL de solucédo a 0,05% de CPC, centrifugado
(8000 x g; 20 min; 25 °C) e depois dissolvido em 174 mL de solucdo NaCl 2 M :
etanol comercial (100:15; v/v). O polissacarideo foi novamente precipitado com
adicdo de 300 mL de etanol por 24 h a 4 °C. Apés a precipitacdo, o material foi mais
uma vez centrifugado (8000 x g; 20 min; 25 °C) e submetido a duas lavagens com
250 mL de etanol diluido a 80% e uma vez com 300 mL etanol absoluto, seguido de
centrifugacéo (8000 x g; 20 min; 25 °C).

Por fim, foi realizado a lavagem do precipitado com acetona e secagem com
fluxo de ar quente para que se obtenha o polissacarideo sulfatado isolado da alga

marinha Pterocladiella beachiae (PS-Pb).
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Fig. 7. Representacdo esquematica da extracdo enzimatica do polissacarideo sulfatado da alga

marinha Pterocladiella beachiae.

5g de alga seca em 250 mL de Digestao
tamp&o de extracdo acetato de sodio (60 °C; 6h) Precipitacio com CPC 10%
0,1 M (pH 5,0) contendo EDTA 5 mM > (25°C; 24 h)
e cisteina 5 mM e 17 mL de solugéo Filtrag&o
de papaina (30 mg/mL)

Centrifugacéo
(8000 x g; 25 °C, 25 min)

\4
Precipitado 1

Lavagem com Centrifugacéo
Diluicio em 174 mL de CPC 0,05% (8000 x g; 25 °C, 25 min)
solu¢do NaCl 2 M : etanol v
(100:15: viv) .
Precipitado 3 < Precipitado 2
Precipitacdo com 300

mL de etanol P.A.

(4°C; 24 h)
Lavagem:
2x Etanol 80% Secagem com fluxo de
1x Etanol P.A. ar quente (60 °C)

3x Acetona P.A.

\4

Polissacarideo sulfatado
isolado (PS-Pb)

Fonte: Adaptado de FARIAS et al., 2000.

3.3 Rendimento
Para célculo do rendimento, foi utilizada a seguinte formula.

Teor de polissacarideo sulfatado (%) = (Massa (g) do extrato seco obtido /

massa (g) de alga seca utilizada no processo de extragéo) x 100



37

3.4 Determinacado do conteudo de carboidratos totais

A determinacdo dos carboidratos totais foi realizada seguindo o método
proposto por Albalasmeh, Berhe e Ghezzehei (2013). Foram utilizadas solucfes de 1
mg/mL de polissacarideo sulfatado diluidos em agua destilada na razédo de 1:50 e
1:80. A partir dessas solugdes diluidas, 1 mL foi adicionado rapidamente a 3 mL de
acido sulfarico (H2S0O,4) e agitados por 30 s. A solucdo foi colocada em banho de
gelo por 2 min até atingir a temperatura ambiente. Em seguida, foi realizada a leitura
de absorbancia a 315 nm em um espectrofotdmetro ultravioleta (Novainstruments®
Serie 1600). As andlises foram feitas em triplicata e a quantificacdo dos
polissacarideos foi obtida a partir de uma curva de calibragcdo de concentracdes

crescentes de galactose (10 a 100 pg/mL).
3.5 Determinagéo do contetdo de proteinas contaminantes

O conteudo de proteinas contaminantes presentes na amostra foi
determinado através do método proposto por Bradford (1976). A solucao de Bradford
foi preparada da seguinte maneira: 50 mg de Comassie G-250 foram dissolvidos em
25 mL de alcool etilico e agitada durante 1 h em Erlenmeyer envolto com papel-
aluminio. Em seguida, foram adicionados 50 mL de &cido fosférico 85% (H3PO,).
Essa solucao foi transferida para um baldo volumétrico de 500 mL e o volume
completado com agua destilada. A solucédo resultante foi filtrada trés vezes em papel
de filtro na auséncia de luz e armazenada em frasco &mbar a temperatura ambiente.
Para elaboracdo de uma curva padrdo com albumina sérica bovina (BSA), 1 mL de
solucéo de BSA, em diferentes concentragdes (5 a 50 ug/mL), foi misturada a 2,5 mL
da solucdo de Bradford. Apds 10 min, as solu¢cbes foram analisadas em
espectrofotdmetro (Thermo Spectronic®, modelo 20 Genesys) em um comprimento
de onda de 595 nm. Todas as concentra¢gfes foram analisadas em triplicatas. Para
quantificar o teor de proteinas das amostras foram utilizadas solu¢cdes de 1 mg/mL
de polissacarideo sulfatado diluidas na proporcéo 1:10, 1:50 e 1:100. A partir dessas
solugdes diluidas, 1 mL foi adicionado a 2,5 mL de solugéo de Bradford. As leituras
foram realizadas em espectrofotdmetro a 595 nm. Todas as concentracbes foram

feitas em triplicata. A estimativa da concentracdo de proteinas foi realizada atraves
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da correlacdo entre as leituras das solugdes contendo as amostras e a curva padréo
de BSA.

3.6 Determinacao do conteudo de sulfato

O conteddo total de sulfato nos polissacarideos sulfatados foi determinado
por microandlise elementar (Analisador Elementar CHN, Perkin Elmer® 2400). O
grau de sulfatacdo (GS) foi determinado de acordo com método descrito por Melo et
al. (2002), a partir dos percentuais de carbono (%C) e enxofre (%S) obtidos.

O método de quantificacdo baseado na equacéo abaixo € possivel através
da estrutura dos polissacarideos, que sao formados por dissacarideos contendo um
B-D-galactopiranose (unidade A) com outro a-D-galactopiranose ou 3,6-
anidrogalactose (unidade B), considerando que o teor de sulfatacéo € definido como
o numero de OSOg3’, ou atomos de enxofre, por unidade dissacaridica repetitiva, com
12 atomos de carbono. Logo, o niumero 12 multiplicado pela massa atémica do
carbono corresponde ao niumero de carbono por unidade dissacaridica. Equacao 1.

%S / massa atbmica de S (%S)
GS= GS=4,5x
%C massa atdomica de C x 12 (%C)

1)

3.7 Determinacédo da massa molar

A massa molar dos polissacarideos sulfatados isolados foi estimada por
cromatografia de permeacdo em gel (GPC) com concentracdo de 3 mg/mL de
amostra preparada em 0,1 M de NaNO3 como solvente e filtrada em membrana de
acetato de celulose com poro de 0,45 um. A cromatografia foi realizada em
temperatura ambiente, usando equipamento da Shimadzu e uma coluna
Ultrahydrogel linear (7,8 x 300 mm), com fluxo de 0,5 mL/min, com auxilio de
detectores de indice refracdo (RID) e ultravioleta (UV-VIS) a 254 nm. O volume de
eluicdo foi corrigido para o marcador interno de etilenoglicol a 11,25 mL. Amostras
de pululano (Showa Denko® — Téquio, Jap&o) com massa molar de 5,9 x 103, 1,18 x
10%, 4,73 x 10% 2,12 x 10°, 7,88 x e 10> g/mol foram usadas para a confeccdo da

curva padrao.
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3.8 Caracteriza¢cGes da amostra por métodos espectroscépicos

3.8.1 Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier
(IVTF)

A avaliacdo da espectroscopia do PS-Pb se deu através da dispersao das
amostras em pastilhas de brometo de potassio (KBr). Para a obtencdo do espectro
foi utilizado um espectrofotdmetro de infravermelho com transformada de Fourier
(IVTF) da Shimadzu, modelo FTIR-8300, apresentando uma janela espectral de 400
a 4000 cm™,

3.8.2 Espectroscopia por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de 'H e *3C foram registados utilizando solu¢es de PS-Pb
diluidas a 2,5% p/v em D,O a 310 K em um espectrbmetro Bruker Avance 500
(Bruker Corporation® — Massachusetts, MA — EUA) com uma sonda de deteccéo
multinuclear inversa. Os testes realizados foram: coeréncia quantica heteronuclear
Unica (HSQC), espectroscopia de correlacdo bidimensional (COSY), espectroscopia
de correlacao total (TOCSY) e espectroscopia bidimensional do efeito nuclear de
Overhauser (NOESY).

3.9 Ensaios de atividade antioxidante in vitro

3.9.1 Ensaio da capacidade antioxidante total

O ensaio de capacidade antioxidante total foi realizado de acordo com a
metodologia descrita por Prieto, Pineda e Aguilar (1999). Este teste baseia-se na
reducdo do molibdato (VI) para o molibdato (V). Inicialmente, amostras de 0,3 mL de
PS-Pb em diferentes concentracdes (0,1, 0,5, 1, 2 e 4 mg/mL) foram adicionadas a 3
mL de solugédo contendo H,SO, 0,6 M, fosfato de sodio 28 mM e molibdato de
amonio 4 mM. Estas misturas reacionais foram incubadas a 95 °C durante 90 min.
Em seguida, as amostras foram deixadas em temperatura ambiente até atingirem 25

°C e a absorbancia foi medida a 695 nm. O branco foi feito substituindo a amostra
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por agua destilada. Acido ascérbico foi usado como controle positivo e considerado
como 100% de atividade antioxidante. Todas as reagbes foram realizadas em
triplicata.

Os resultados foram expressos como capacidade antioxidante total (%),

como mostrado na Equacgao 2:

Capacidade antioxidante total (%) = [(A — Ao)/(Ap -Ao)] X100 (2)
A = Aggs de reagentes com amostra; Ap = Aggs de reagentes com agua; e Ap

= Agg5 de acido ascorbico.

3.9.2 Ensaio de sequestro de radicais 1,1difenil-2-picrilhidrazil (DPPH)

A atividade de sequestro do radical livre 1,1difenil-2-picrilhidrazil (DPPH)
pelo PS-Pb foi avaliada de acordo com Blois (1958). Amostras de 0,3 mL de PS-Pb
em diferentes concentracdes (0,1, 0,5, 1, 2 e 4 mg/mL) foram dissolvidas e agitadas
em 0,2 mL de metanol (MeOH). Em seguida, adicionou-se DPPH (2,5 mL, 75 uM em
MeOH) para se obter um volume final de 3,0 mL, sendo mantida esta solugdo em
temperatura ambiente e no escuro durante 30 min. Apdés esse periodo, a
absorbéancia foi medida em 517 nm. Todas as reacdes foram realizadas em triplicata
e o hidroxitolueno butilado (BHT) foi utilizado como controle.

O efeito de eliminacédo do DPPH foi calculado seguindo a equacéao 3:

Eliminacdo do DPPH (%) = [Ao — (A —Ap)/Ao] X 100 3)

Ao = As17 do DPPH sem amostra; A = As17 da amostra e DPPH; e A, = Asi7
da amostra sem DPPH.

3.9.3 Ensaio da atividade quelante de ions ferrosos

O ensaio para determinar a atividade de quelacdo de ions ferrosos foi
conduzido conforme descrito por Chew et al. (2008). Nesta ordem, 1 mL de sulfato
ferroso 0,1 mM (FeSO,), 1 mL de PS-Pb em diferentes concentrac¢odes (0,1, 0,5, 1, 2
e 4 mg/mL) e 1 mL de ferrozina 0,25 mM (&cido 3-(2-piridil)-5,6-difenil-1,2,4-triazina-

p,p'-dissulfénico de sédio) foram misturados e homogeneizados durante 1 min em
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um vortice. Apos 10 min a temperatura ambiente, os valores de absorbancia foram
medidos em espectrofotbmetro a 562 nm. Todos os testes foram realizados em
triplicata. Utilizou-se EDTA como controle positivo. Os resultados foram expressos
como capacidade quelante do ion ferroso (%) e calculados como mostrado na

equacgao 4:

Capacidade de quelacéo de ions ferrosos (%) = [Ap — (A — Ap)/Ag] X100  (4)

Ao = Asg; de reagentes sem amostra; A = Asg; da mistura reacional; e Ay =

Ase, da amostra sem reagentes.

3.9.4 Ensaio de eliminacédo de radicais hidroxila

A atividade de sequestro do radical hidroxila do PS-Pb foi mensurada de
acordo com Smirnoff e Cumbes (1989), com modificagcdes. A mistura reacional (3
mL) foi criada para a realizacdo do ensaio. Esta mistura continha 1 mL de FeSO,
(1,5 mM), 0,7 mL de peréxido de hidrogénio (H.O,) (6 mM), 0,3 mL de salicilato de
sédio (20 mM) e diferentes concentracbes de PS-Pb (0,1, 0,5, 1, 2 e 4 mg/mL).
Acido ascorbico foi usado como controle positivo e considerado como 100% de
atividade antioxidante no sequestro de radicais hidroxila. Apés incubacéo durante 1
h a 37 °C, a absorbancia foi medida a 562 nm e a capacidade de eliminacdo do

radical hidroxila foi calculada como mostrado na equagéao 5:

Eliminacao radicais hidroxila (%) = (1—[ Aamostra 562 — Acontrole 562]) X 100 (5)

Em que, Acontrole 562 € @ absorbancia do controle e Aamostra 562 € @ absorbancia
do PS-Pb.

3.10 Animais

Foram utilizados neste estudo camundongos Swiss fémeas adultas, com
peso de 25-30g, provenientes do Biotério Central da UFC. Os animais foram
mantidos em ciclo claro-escuro de 12 h com livre acesso a agua e ragéo (ad libitum).

O tratamento dos animais seguiu todas as regras estabelecidas pelo Conselho
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Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA) em concordancia com
as diretrizes do guide for the care and use of laboratory animals, publicacdo do US
National Institutes of Health (NHI publicacdo n° 85-23, revisada em 1996). O projeto
foi submetido & Comiss&o de Etica em Pesquisa Animal — CEPA da UFC e aprovado

sob o niumero 138/17.

3.11 Edema de pata induzido por agentes flogisticos

O modelo de edema de pata proposto por Winter, Risley e Nuss (1962), usa
agentes flogisticos para induzir inflamacéo na pata de murinos e, assim, avaliar o
potencial anti-inflamatorio dos compostos em teste. Neste ensaio foram utilizados os
agentes flogisticos carragenina e dextrana.

Inicialmente foi usada a carragenina com os animais divididos nos seguintes
grupos experimentais (n=6): solucdo salina (controle negativo), carragenina e PS-Pb
+ carragenina (PS-Pb usado nas doses de 1, 3 e 10 mg/kg). O ensaio com dextrana
foi conduzido com o mesmo desenho esquematico. Carragenina (500 pg/pata, 100
ML) e dextrana (500 pg/pata, 100 uL) foram administrados na pata traseira direita por
injecado intraplantar (i.pl.). O PS-Pb foi administrado via i.p. 30 min antes do estimulo
inflamatério.

O edema foi medido por hidropletismometria, de acordo com a diferenca

entre o tempo zero e as medidas posteriores.

3.11.1 Anélise imunohistoquimica para iINOS e TNF-a em patas com edema

induzido por carragenina

Os ensaios de imunohistoquimica foram realizados pelo método da
estreptavidina-biotina-peroxidase (HSU & RAINE, 1981). Os animais foram pré-
tratados com PS-Pb (3 mg/kg, i.p.), solucéo salina ou indometacina (10 mg/kg, i.p.),
60 min antes da administracédo de carragenina (i.pl.) (500 pg/pata).

Os animais foram sacrificados 3 h mais tarde e secdes de 5 mm da regiédo
plantar da pata injetada com carragenina foram imersas em formaldeido tamponado
a 10% durante 48 h para processamento histologico. Se¢bes (5 um) da pata,
desparafinadas e reidratadas, foram imersas em tampéao citrato 0,1 M (pH 6) sob

aguecimento de micro-ondas durante 18 min para recuperacao do antigeno. Apos o
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resfriamento a temperatura ambiente, os cortes foram lavados com solugéo
tamponada com fosfato, seguida de bloqueio da peroxidase endégena com solucéo
de peroxido de hidrogénio (H2O,) a 3% e incubacdo durante a noite (4 °C) com o0s
anticorpos primarios (anti-iNOS e anti-TNF-a) de acordo com as instru¢gdes do
fabricante.

Em seguida, as sec¢Oes foram lavadas em tampéao fosfato-salino (PBS) e
incubadas durante 30 min com o anticorpo secundario de coelho biotinilado (anti-
IgG) (diluicdo 1:200 em PBS) e incubadas (30 min) com o complexo conjugado de
estreptoavidina peroxidase usando ABC Vectastain® (Vector Laboratories —
Burlingmane, CA - EUA). Por fim, os cortes foram corados com 3,3-
diaminobenzidina-peréxido (DAB), contra-corados com hematoxilina de Mayer,
desidratados e montados em laminas de microscépio para analise. Os dados foram
semiquantificados, como densidade 6ptica relativa, com o software Image J® (NIH.
Bethesda, MD — EUA).

3.12 Avaliacdo dos niveis de GSH no exsudato peritoneal apds peritonite

induzida por carragenina

Inicialmente, uma peritonite foi induzida pela administracdo de carragenina
(i.p.) (500 pg/cavidade). Os animais foram previamente (30 min antes da injecéo de
carragenina) tratados com PS-Pb (3 mg/kg) ou salina (i.p.). Em seguida, 400 uL do
sobrenadante do exsudato peritoneal foram misturados com 800 pL de tampao Tris
0,4 M e 20 yL de acido 5,5'-ditiobis-(4cido 2-nitrobenzdico) (DTNB) 0,01 M. As
amostras foram agitadas por 3 min e a absorbancia mensurada em
espectrofotometro a um comprimento de onda de 412 nm (SEDLAK & LINDSAY,

1968). Os resultados foram expressos como pug de GSH/mL de exsudato peritoneal.
3.13 Lesdao géastricainduzida por etanol

As lesBes gastricas foram induzidas por administracdo oral (per os; p.o.) de
etanol absoluto, de acordo Robert et al. (1979), com modificagdes. Inicialmente, os
animais foram colocados em jejum de 12 h, em seguida, divididos randomicamente
em cinco grupos (n=6). Apds este periodo, trés grupos foram pré-tratados com PS-

Pb (p.o.), diluido em solugéo salina, nas doses de 0,3, 1 e 3 mg/kg. Apos 30 min do
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pré-tratamento, as lesdes gastricas foram induzidas por administracdo de etanol
absoluto (0,5 mL/25 g). Os grupos controles receberam somente solucdo salina ou
salina + etanol. Apoés 1 h da inducdo das lesbBes gastricas, os animais foram
sacrificados e seus estbmagos rapidamente removidos e abertos ao longo da grande
curvatura, lavados em solugcdo salina e estirados sobre uma superficie plana.
Imagens digitais foram capturadas com um referencial métrico para posterior analise
macroscopica das lesdes (hemorragicas ou ulcerativas) usando o0 programa
planimétrico Image J® (National Institutes of Health, NIH — Bethesda, MD — EUA).

3.13.1 Analise histopatoldgica das lesbes gastricas

Amostras de estbmago foram cuidadosamente retirados e armazenados em
paraformaldeido 10% tamponado por no maximo 2 dias, até o processamento
histologico ser iniciado. As pecas foram entdo retiradas do paraformaldeido 10%
tamponado e seccionadas em pequenas fatias de 4 um de espessura e cortadas nos
planos longitudinal e transversal para posterior preparacdo das laminas. O material
foi desparafinado em xilol durante 15 min e desidratado em concentragdes
crescentes de etanol, até a concentracdo final de 70%. Apds este processo, as
laminas foram lavadas exaustivamente com &agua destilada para que se remova
qualquer resquicio de etanol. Posteriormente, cada lamina foi corada em
hematoxilina e eosina (HE). As laminas coradas foram levadas ao microscopio optico
para avaliacdo dos parametros histomorfologicos, que seguiram o procedimento
descrito por Laine e Weinstein (1988) para analise das amostras.

As secoes foram avaliadas em um “estudo cego” (sem conhecimento dos
tratamentos anteriores) por um patologista experiente. Resumidamente, foram
examinamos secdes de 1 cm de comprimento de amostra para: perda de células
epiteliais (pontuacédo de 0-3), edema na mucosa superior (um escore de 0-4), leséo
hemorragica (pontuacdo de 0-4) e presenca de células inflamatorias (pontuacdo de
0-3).

3.13.2 Quantificacdo dos niveis de hemoglobina na mucosa gastrica

Para quantificacdo dos niveis de hemoglobina (a qual indica hemorragia) foi

utilizado o método colorimétrico (LABTEST®, Diagnostic SA, Minas Gerais, Brasil).
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As amostras de estdbmago foram homogeneizadas em reagente de cor (1 mL/100 mg
de tecido), centrifugadas a 10000 rpm/10 min. Em seguida, os sobrenadantes foram
removidos e filtrados utilizando um filtro de 0,22 mm e centrifugados novamente a 10
000 rpm/10 min. A absorbancia foi medida a 540 nm e a concentracdo de Hb foi

expressa em mg de Hb/g de tecido.

3.13.3 Avaliacao dos niveis de glutationareduzida (GSH) na mucosa gastrica

As concentracbes de glutationa reduzida (GSH) das amostras dos
estbmagos foram estimadas de acordo com o método descrito por Sedlak e Lindsay
(1968). Um segmento do tecido gastrico foi homogeneizado em solucdo gelada de
0,02 M EDTA (1 mL/100 mg de tecido). Aliquotas de 400 pL de tecido homogéneo
foram misturadas com 320 puL de agua destilada e 80 pL de &cido tricloroacético
(TCA) 50% (m/v) em tubos de vidro e centrifugados a 3000 rpm por 15 min. Em
seguida, 400 pL de cada sobrenadante foi misturado com 800 yL de tampao Tris
(0,4 M, pH 89) e 20 pL de 0,01 M 5,5-dinitro-bis (4cido 2-nitrobenzdico).
Subsequentemente, as amostras foram agitadas por 3 min e realizada a leitura em
espectrofotometro a 412 nm. Os resultados foram expressos como microgramas de
GSH por grama de tecido.

3.13.4 Avaliacdo da concentracdo de malondialdeido (MDA) na mucosa

gastrica

Os niveis de MDA em cada grupo foram analisados usando o método
descrito por Uchiyama e Mihara (1978). Esta metodologia se baseia na reagdo com
o acido tiobarbitarico (TBA). Fragmentos de tecidos com massa entre 100 e 150 mg
foram homogeneizados com solucdo gelada de cloreto de potassio 1,15%.
Resumidamente, 250 pL de cada amostra foram adicionadas a 1,5 mL de H3PO,4 1%
e 0,5 mL de Aalcool terc-butilico 0,6% (solugdo aquosa). Essa mistura foi
homogeneizada e aquecida em agua fervente por 45 min e, entdo, resfriada
imediatamente em agua gelada seguida pela adicdo de 4 mL de n-butanol. Seguiu-
se uma nova agitacdo e a camada de butanol retirada por centrifugagéo a 1200 x g
por 10 min. A densidade Optica foi determinada em 535 e 520 nm, e as diferencas da

densidade Optica entre as duas determinacdes foram calculadas com o valor do
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alcool terc-butilico. Os resultados foram expressos como hanomoles por grama de

tecido (nmol/g).

3.13.5 Papel do oxido nitrico (NO) e do canal de potassio sensivel ao ATP

(KaTp) Na acdo do PS-Pb sobre a mucosa géstrica

Um grupo experimental (n=6) foi pré-tratado com N(w)-nitro-L-arginina metil
ester (L-NAME) (10 mg/kg, i.p.), um inibidor ndo-seletivo da enzima Oxido nitrico
sintase (NOS), enquanto outro grupo experimental (n=6) foi pré-tratado com
glibenclamida (10 mg/kg, i.p.), uma droga que bloqueia os canais Karp. Ap6s 1 h do
pré-tratamento com L-NAME e glibenclamida, foi administrado PS-Pb (3 mg/kg; p.o.)
aos camundongos. Um terceiro grupo experimental (n=6) ndo recebeu nenhum preé-
tratamento, somente foi administrado PS-Pb (3 mg/kg; p.o.). Apdés 30 min da
administracdo de PS-Pb (3 mg/kg; p.0.) em todos 0s animais experimentais, as
lesbes gastricas foram induzidas por administracdo de etanol absoluto, como
descrito na secdo 3.13. Os grupos controles receberam somente solucao salina ou

salina + etanol.

3.14 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdao (DP) para
ensaios in vitro e como média * erro padrao da média (EPM) para ensaios in vivo. A
analise estatistica foi realizada através da analise de variancia (ANOVA) seguida do
pos-teste de Newman-Keuls. Para as mudltiplas comparacbes das analises
histoldgicas, foi usado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis seguido pelo teste
de Dunn. O programa Prism 5.0° (GraphPad Software, San Diego, CA) foi usado
para realizar as analises estatisticas. Diferencas foram consideradas significativas a

partir de p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Rendimento e composicao do PS-Pb

O rendimento do polissacarideo sulfatado obtido da alga P. beachiae seca
através de extracdo enzimatica com papaina foi de 7,5%. O contetdo total de
carboidrato no PS-Pb foi de 95,86% e somente tracos de proteinas foram
encontrados. A analise elementar, por sua vez, mostrou contetdo de 31,86+0,23% e
2,30+£0.23% para carbono e enxofre, respectivamente. Além disso, o grau de
substituicdo para grupos sulfato (grau de sulfatacdo), por unidades dissacaridicas,

foi calculado em 0,32 (Tabela 1).

Tabela 1. Analise bioquimica do polissacarideo sulfatado obtido da alga vermelha P. beachiae

Rendimento® Carboidratos”® Enxofre® Carbono® Grau de Proteina®
(%) (%) (%) (%) sulfatacéo (%)

Amostra

PS-Pb 7,5 95,86 2,30 31,86 0,32 -

% obtido por extragdo enzimatica com papaina

® determinado pelo método de Albalasmeh, Berhe e Ghezzehei (ALBALASMEH; BERHE;
GHEZZEHEI, 2013)

¢ determinado por microanalise elementar

¢ determinado pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976)

4.2 Massa molar do PS-Pb

A patrtir da curva de calibracdo do pululano, foi encontrada a equacao do
logaritmo da massa molar.
Log M, = 14,6827-1,06967 Volume de elui¢éo (Ve) (6)

Com base na equacgao 6, foi obtido um coeficiente de correlagéo linear de
0,99254. O cromatograma mostrou um pico Unico e amplo em 8,707 mL, como
mostrado na Fig. 8, indicando uma distribuicdo de massa molar polidispersiva.

Assim, a massa molar do PS-Pb foi estimada em 2,33 x 10°> g mol™.
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Fig. 8. Cromatograma (GPC) para PS-Pb.
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Fonte: Autor.

4.3 Caracterizacdo do PS-Pb por espectroscopia
4.3.1 Espectroscopia na regido do infravermelho

O espectro na regido do infravermelho com transformada de Fourier (IVTF)
mostrou bandas em regifes carateristicas de agar, tais como, 1255, 1075, 931 and
890 cm™. J4 as bandas em 1373 cm™ e 1255 cm™ correspondem a ésteres de
grupos sulfatos, enquanto que o ombro mostrado em 968 cm™ denota a presenca de
ligacées glicosidicas. Por fim, a banda em 1155 cm™ representa um alongamento de
C-O-C (Fig. 9).
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Fig. 9. Espectro de IVTF do PS-Pb.
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Fonte: Autor.

4.3.2 Ressonéancia Magnética Nuclear (RMN)

O espectro de HSQC (Fig. 10) mostra assinalamentos tipicos de um
polissacarideo sulfatado do tipo &gar. Os sinais em & 4.54/102.7 (H-1/C-1), &
3.57/70.0 (H-2/C-2), 3.75/82.5 (H-3/C-3), 4.08/69.0 (H-4/C-4), 3.69/75.7 (H-5/C-5),
3.73/61.7 (H-6/C-6) ppm e em & 5.10/98.7 (H-1/C-1), 4.08/70.1 (H-2/C-2), 4.50/80.3
(H-3/C-3), 4.62/77.6 (H-4/C-4), 4.52/75.8 (H-5/C-5), 4.32-3.90/76.0 (H-6/C-6) ppm,
como Vvistos na tabela 2, sdo atribuidos a B-D-galactopiranose e 3,6-anidro-a-L-
galactopiranose, respectivamente. Um sinal adicional em & 103,7/4,46 (H-1/C-1)
ppm foi observado e atribuido como uma xilose.

Além destes sinais anoméricos compativeis, todos os outros sinais foram

confirmados por espectros bidimensionais de *H (Fig. 11).



Fig. 10. Espectro de HSQC do PS-Pb.
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Tabela 2. Deslocamentos quimicos (RMN) de *H and B3¢ para PS-Pb

B-D-galactopiranose 3,6-anidro-a-L-

(G) galactopiranose (LA)

5'H 5 °C 5'H 5 °C

(ppm) (ppm) (Ppm) (ppm)

1 4,54 102,7 5,10 98,7
2 3,57 70,0 4,08 70,1
3 3,75 82,5 4,50 80,3
4 4,08 69,0 4,62 77,6
5 3,69 75,7 4,52 75,8
6 3,73 61,7 4,32/3,90 76,0

Fonte: Autor.
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Fig. 11. Espectros bidimensionais de 'H de PS-Pb. A) COSY; B) FASE-TOCSY; C: NOESY.
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4.4 Atividade antioxidante in vitro do PS-Pb

A atividade antioxidante do PS-Pb foi avaliada em quatro ensaios in vitro,
sequestro de radicais DPPH e hidroxila, quelacdo de ions ferrosos e reducdo do
molibdénio.

O sequestro de radicais DPPH (Fig. 12A) mostrou uma atividade de
sequestro crescente do PS-Pb, atingindo o pico da acgdo antioxidante na
concentracdo de 4 mg/mL. Nesta concentracdo, o PS-Pb interagiu e inativou 62,14%
dos ions DPPH em relacdo ao efeito do BHT (na concentragdo de 2,0 mg/mL), o
gual foi usado como controle no experimento.

Em relacédo a atividade de quelacéao de ions ferrosos, o PS-Pb mostrou um
de seus melhores efeitos antioxidantes, como visto na Fig. 12B. Apos uma atividade
de quelacédo crescente, na maior concentracao avaliada (4 mg/mL) o PS-Pb atingiu
um efeito 90,64% igual ao controle usado no teste, o agente quelante EDTA (0,125

mg/mL).
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No teste realizado para determinar sua capacidade de reducdo, o PS-Pb
apresentou o melhor resultado da série de quatro ensaios antioxidantes realizados
(Fig. 12C). Na concentracdo maxima avaliada (4 mg/mL), o PS-Pb foi tdo eficaz em
reduzir o molibdato (VI) a molibdato (V) quanto o controle utilizado, acido ascorbico
(0,5 mg/mL).

Por fim, no ensaio de sequestro de radicais hidroxila, (Fig. 12D), a atividade
do PS-Pb se manteve estavel em todos as concentracdes usadas. No entanto, o
efeito obtido, em torno de 52% da atividade do acido ascérbico (0,5 mg/mL), é
considerado relevante, uma vez que o radical hidroxila é altamente reativo e de dificil
neutralizacéo.

Todos os compostos-controle utilizados nos ensaios foram avaliados com as
mesmas concentracbes do PS-Pb (0,125 — 4 mg/mL). Nos graficos, no entanto, &

mostrado somente a menor concentracao a obter efeito antioxidante maximo.

Fig. 12. Atividade antioxidante in vitro do PS-Pb. A) sequestro do radical DPPH; B quelacéo de

ions ferrosos; C) capacidade antioxidante total; D) sequestro de radicais hidroxila. Média = DP.
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4.5 Efeito anti-inflamatorio do PS-Pb no edema de pata induzido por

carragenina

Uma hora apos administracdo de carragenina, todos 0s grupos previamente
tratados com PS-Pb (1, 3 e 10 mg/kg) apresentaram edema de pata
significativamente (p<0,05) menor que o mostrado pelo grupo carragenina (sem pré-
tratamento). A diferenca se manteve significativa entre o grupo carragenina e 0s
grupos pré-tratados apos duas horas da inducdo do edema de pata por carragenina.
O grupo PS-Pb 1 mg/kg apresentou, ainda, edema de pata significativamente
(p<0,05) maior em relacdo aos demais grupos pré-tratados com PS-Pb (3 e 10
mg/kg). Nas ultimas avaliacdes, terceira e quarta horas apoés inducdo do edema, as
diferencas entre os grupos se mantiveram. O pré-tratamento com PS-Pb 1 mg/kg foi
suficiente para reduzir de forma significativa (p<0,05) o edema de pata apresentado
pelo grupo carragenina, enquanto que as doses 3 e 10 mg/kg de PS-Pb mostraram
reducdo significativa (p<0,05) do edema de pata em relacdo ao grupo PS-Pb 1
mg/kg. Em nenhuma avaliacdo ao longo do teste houve diferenca significativa entre
0s grupos PS-Pb 3 e 10 mg/kg. (Fig. 13).

Fig. 13. Efeito do pré-tratamento com PS-Pb (1, 3 e 10 mg/kg; i.p.) no edema de pata induzido
por carragenina. Média £+ EPM (n=6). * p<0,05 vs. carragenina; # p<0,05 vs. PS-Pb 1 mg/kg.
(One-way ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls).
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Fonte: Autor.
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4.6 Efeito anti-inflamatério do PS-Pb no edema de pata induzido por dextrana

Em relacdo a administracdo do agente flogistico dextrana, houve diferenca
estatistica (p<0,05) entre o grupo dextrana (sem nenhum tipo de pré-tratamento) e
os trés grupos que foram pré-tratados com PS-Pb uma hora apés inducdo do edema
de pata. Na segunda avaliacdo, duas horas ap0s injecdo de dextrana, a diferenca
entre o grupo dextrana e 0S grupos pré-tratados com PS-Pb se manteve
significativa. Ainda na segunda avaliacdo, foi observado que o edema de pata do
grupo PS-Pb 1 mg/kg foi significativamente (p<0,05) maior do que os dos grupos PS-
Pb 3 e 10 mg/kg.

Essa tendéncia se manteve na terceira hora pos-inducdo. O PS-Pb 1 mg/kg
com diferenca significativa (p<0,05) quando comparado ao grupo dextrana e 0s
grupos PS-Pb 3 e 10 mg/kg com diferenca significativa (p<0,05) em relacdo ao grupo
PS-Pb 1 mg/kg. Na quarta hora, ultima avaliacdo, o edema do grupo dextrana
diminuiu aos mesmos niveis do grupo PS-Pb 1 mg/kg, criando assim uma igualdade
estatistica entre os grupos.

A diferenca estatistica (p<0,05) entre os grupos PS-Pb 3 e 10 mg/kg e o
grupo PS-Pb 1 mg/kg, no entanto, foi mantida. Assim como nos testes usando
carragenina, nao houve em nenhum dos quatro momentos de avaliagéo, diferengca
significativa entre os grupos que usaram PS-Pb nas doses de 3 e 10 mg/kg. Sendo
assim, a dose de 3 mg/kg foi escolhida para experimentos posteriores que buscaram
elucidar o mecanismo de acdo anti-inflamatério do PS-Pb. Todos os resultados sao
vistos na Fig. 14.
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Fig. 14. Efeito do pré-tratamento com PS-Pb (1, 3 e 10 mg/kg; i.p.) no edema de pata induzido
por dextrana. Média + EPM (n=6). * p<0,05 vs. dextrana; # p<0,05 vs. PS-Pb 1 mg/kg. (One-way
ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls).
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Fonte: Autor.

4.7 Efeito do PS-Pb na imunoexpressao de iNOS e TNF-a em patas com edema

induzido por carragenina

O pré-tratamento com PS-Pb (3 mg/kg) reduziu significativamente (p<0,05) a
porcentagem de células que expressaram o antigeno para iNOS, quando comparado
ao grupo carragenina. O mesmo resultado estatistico (p<0,05) foi alcancado pela
administracdo da droga padrdo indometacina (10 mg/kg), nha comparagao ao grupo
carragenina. Nao houve diferenca estatistica na comparacdo entres 0S grupos
salina, PS-Pb e indometacina (Fig. 15A e 16A).

Da mesma forma, o pré-tratamento com PS-Pb na dose de 3 mg/kg também
reduziu significativamente (p<0,05) a porcentagem de células que expressam o
antigeno para o TNF-a. O medicamento padrao indometacina (10 mg/kg) obteve o
mesmo resultado estatistico (p<0,05) quando comparado ao grupo salina. Houve
igualdade estatistica entre os grupos salina, PS-Pb e indometacina (Fig. 15B e 16B).
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Fig. 15. Efeito do pré-tratamento com PS-Pb (3 mg/kg; i.p.) sobre a expressdo imuno-
histoquimica de iNOS e TNF-a em patas com edema induzido por carragenina. Média + EPM
(n=6). * p<0,05 vs. controle; # p<0,05 vs. carragenina; 6 p<0,05 vs. carragenina. (One-way
ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls).
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Fig. 16. Mensuracédo da densidade 6ptica para A) iINOS e B) TNF-a em patas de camundongos
com edema induzido por carragenina. Os animais foram pré-tratados com PS-Pb (3 mg/kg;
i.p.), salina ou indometacina (10 mg/kg; i.p.) (400x).
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4.8 Efeito do PS-Pb nos niveis de GSH do exsudato peritoneal ap6s peritonite

induzida por carragenina

Como mostrado na Fig. 17, os animais que receberam injecao (i.p.) de
carragenina tiveram uma reducdo significativa (p<0,05) dos niveis de GSH
encontrados no exsudato peritoneal, quando comparados aos animais do grupo
controle, que receberam somente salina (i.p.). O pré-tratamento com PS-Pb na dose
de 3 mg/kg impediu a deplecdo de GSH provocada pela carragenina, como visto na
comparacao entre os grupos PS-Pb (3 mg/kg) e carragenina (p<0,05). Desta forma,
houve igualdade estatistica entre os grupos PS-Pb (3 mg/kg) e controle (salina).

Fig. 17. Efeito do pré-tratamento com PS-Pb (3 mg/kg; i.p.) sobre os niveis de GSH no exsudato
peritoneal apds peritonite induzida por carragenina. Média + EPM (n=6). * p<0,05 vs. controle; #

p<0,05 vs. carragenina. (One-way ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls).
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4.9 Atividade gastroprotetora do PS-Pb na lesdo gastrica induzida por etanol

Como demonstrado na Fig. 18, o PS-Pb diminuiu significativamente
(p<0,01), nas doses de 3 e 10 mg/kg, a lesédo gastrica causada pelo etanol. A dose
de 0,3 mg/kg de PS-Pb foi insuficiente para reduzir estatisticamente a area de leséo.
Nao houve diferenca significativa entre os grupos pré-tratados com PS-Pb (nas
doses de 3 e 10 mg/kg) e o grupo controle (tratado somente com salina e sem a
inducdo de ulceracdes por etanol). Também nédo houve diferenca significativa na
comparacao entre os grupos pré-tratados com PS-Pb nas doses de 3 e 10 mg/kg.
Desse forma, foi escolhida a menor dose com efeito terapéutico (3 mg/kg) para os
experimentos posteriores que buscaram esclarecer o mecanismo de acdo do PS-Pb

na gastroprotecao.

Fig. 18. Efeito do pré-tratamento com PS-Pb (0,3, 3 e 10 mg/kg; p.0o.) sobre a lesdo gastrica
induzida por etanol em camundongos. Média £+ EPM (n=6). * p<0,001 vs. salina; # p<0,01 vs.

etanol. (One-way ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls).

60 *

‘E —
3E
= a
w 3
N 4 T4
o

o)
<Q 9
82 2 #
- O

g #

Salina - 0,3 3,0 10,0

PS-Pb (mg/kg)

Etanol

Fonte: Autor.



60

4.10 Efeito gastroprotetor do PS-Pb na lesdo gastrica microscoépica

A administracdo de etanol absoluto induziu dano microscopico a mucosa
gastrica, o qual foi caracterizado por pertubacdo e descontinuidade da regido
glandular géstrica superficial com intensa perda celular epitelial, edema submucoso
e hemorragia. O pré-tratamento com PS-Pb (3 mg/kg), no entanto, foi eficaz em
prevenir significativamente (p<0,05) a mucosa gastrica dos efeitos deletérios
causados pelo etanol, como visto ilustrativamente na Fig. 19. Os resultados

guantitativos dessas avaliagdes sdo mostrados na tabela 3.

Fig. 19. Efeito do pré-tratamento com PS-Pb sobre o dano histolégico da mucosa gastrica
(Microfotografia). A) Grupo salina; B) Grupo etanol, mostrando pertubacéo e descontinuidade
da regido glandular gastrica superficial com intensa perda celular epitelial (seta preta), edema
submucoso (seta vermelha) e hemorragia (seta laranja); C) PS-Pb (3 mg/kg) + etanol absoluto,

mostrando preservagdo da mucosa gastrica (100x).

Fonte: Autor.

Tabela 3. Efeito do PS-Pb (3 mg/kg) na lesdo géastrica microscépicainduzido por etanol

Grupo Edema Hemorragia Perdade células Células Total
Experimental (0-4) (0-4) epiteliais (0-3)  inflamatorias (0-3) (0-14)
Salina 0 (0-1) 1(0-1) 0 (0-1) 0 1(0-1)
Etanol 3 (2-4)* 4 (2-4)* 3 (2-3)* 0 10 (0-11)*
PS-Pb 1(1-2)# 2 (0-4)# 1(1-2)# 0 4 (0-8)#

* p<0,05 quando comparado ao grupo salina.

# p<0,05 quando comparado ao grupo etanol.
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4.11 Acéao do PS-Pb sobre os niveis de hemoglobina na mucosa gastrica

Os niveis de hemoglobina na mucosa gastrica estavam significativamente
mais elevados (p<0,05) no grupo que recebeu etanol absoluto sem qualquer tipo de
pré-tratamento, quando comparado ao grupo controle (salina). O pré-tratamento com
PS-Pb, na dose de 3 mg/kg, obteve éxito ao impedir o dano hemorragico provocado
pelo etanol, como evidenciado na diferenca significativa (p<0,05) entre 0s grupos
etanol e PS-Pb.

Assim sendo, houve igualdade estatistica entre os grupos PS-Pb e controle,

como evidenciado na Fig. 20.

Fig. 20. Efeito do pré-tratamento com PS-Pb (3 mg/kg; p.o.) de PS-Pb sobre o dano
hemorragico da mucosa gastrica em camundongos tratados com etanol. Média + EPM (n=6). *

p<0,05 vs. salina; # p<0,05 vs. etanol. (One-way ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls).
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4.12 Acéo do PS-Pb sobre o estresse oxidativo na mucosa gastrica

Os resultados demonstraram que nos animais que receberam apenas etanol
absoluto, os niveis de GSH encontrados no estébmago foram significativamente
(p<0,05) menores que 0s encontrados no grupo controle (tratado somente com
solugcdo salina). No entanto, o pré-tratamento com PS-Pb (3 mg/kg) preveniu
significativamente (p<0,05) a reducdo dos niveis de GSH na mucosa gastrica
causada pelo etanol. Consequentemente, os grupos controle e PS-Pb foram
estatisticamente iguais, como visto na Fig. 21A.

Os animais que receberam somente etanol absoluto apresentaram
concentracfes de MDA no estdmago significativamente superiores (p<0,05) aquelas
encontradas no grupo controle. O aumento nos niveis de MDA, no entanto, foi
prevenido (p<0,05) pelo pré-tratamento com PS-Pb (3 mg/kg). Desta forma, néo
houve diferenca estatistica na comparagcdo entre os grupos controle e PS-Pb. Fig.
21B.
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Fig. 21. Efeito do pré-tratamento com PS-Pb (3 mg/kg; p.o.) sobre o dano oxidativo da mucosa
géastrica em camundongos tratados com etanol. A) niveis de GSH; B) concentracdo de MDA.
Média £ EPM (n=6). * p<0,05 vs. salina; # p<0,05 vs. etanol. (One-way ANOVA seguido pelo

teste de Newman-Keuls).
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4.13 Papel do 6xido nitrico e do canal de potassio sensivel ao ATP (Katp) NO
efeito gastroprotetor do PS-Pb

A Fig. 22 mostra o resultado do pré-tratamento de PS-Pb sobre a lesdo
géastrica concomitante ao uso de dois moduladores, L-NAME e glibenclamida. O
grupo pré-tratado somente com PS-Pb (dose de 3 mg/kg) reduziu significativamente
(p<0,001) a ulceracao gastrica evocada pelo etanol, assim como o grupo pré-tratado
com PS-Pb + glibenclamida, entretanto, apesar de significativo, o efeito terapéutico
alcancado por este grupo foi de menor proporcéo (p<0,05) na comparacdo com o
grupo etanol. Esta diferenca de magnitude é evidenciada na comparacao entre 0s
grupos PS-Pb e PS-Pb + glibenclamida (p<0,05).

Ja o advento do uso de L-NAME, ao pré-tratamento com PS-Pb, mostrou-se
um fator determinante para impedir a protecdo da mucosa gastrica ante os efeitos
ulcerativos provocados pelo etanol. Desta forma, a comparagcdo de area ulcerada
entre os grupos PS-Pb e PS-Pb + L-NAME mostra uma diferenca significativa
(p<0,001). Houve também diferenca entre os grupos PS-Pb + glibenclamida e PS-Pb
+ L-NAME (p<0,05).
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Fig. 22. Avaliacdo do envolvimento da enzima 6xido nitrico sintase (NOS) e do canal de
potassio sensivel a ATP (Katp) Nno efeito terapéutico do PS-Pb (3 mg/kg) sobre a lesédo gastrica
induzida por etanol. Os bloqueadores L-NAME e glibenclamida foram utilizados. Média + EPM
(n=6). * p<0,001 vs. salina; p p<0,05 vs. salina; # p<0,001 vs. etanol; 8 p<0,05 vs. etanol; 6 <0,001
vs. PS-Pb + L-NAME; A p<0,05 vs. PS-Pb + L-NAME; Q p<0,05 vs. PS-Pb + glibenclamida. (One-

way ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls).
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5 DISCUSSAO

N&o ha relatos anteriores sobre a extracdo enzimatica de polissacarideos
sulfatados de qualquer alga marinha do género Pterocladiella, entretanto o
rendimento obtido neste estudo com a espécie P. beachiae (7,5%) € considerado
aceitavel para um composto com potencial farmacolégico.

Algas marinhas de outros géneros apresentam grande variacdo na producéo
de polissacarideos sulfatados, como visto na comparacdo entre a Hypnea
musciformis, cuja recuperacao obtida foi de 31,8% (BRITO et al., 2016) e a Champia
feldmannii, com recuperacéo de somente 3,62% de polissacarideos sulfatados (LINS
et al., 2009). A recuperacdo de polissacarideos sulfatados, entretanto, pode variar
fortemente até dentro do mesmo género. Espécies do género Gracilaria, por
exemplo, as quais fornecem cerca de 60% do &gar bruto para os diversos usos
industriais (VERGARA-RODARTE et al., 2010), tém rendimentos que variam de
4,66%, obtidos de Gracilaria birdiae (VANDERLEI et al., 2011), até 36,7% de
polissacarideos sulfatados recuperados, obtidos a partir de Gracilaria intermedia
(LEODIDO et al., 2017).

O grande teor de carboidratos e a infima quantidade de proteinas
contaminantes encontradas no PS-Pb evidenciam a eficacia do método de extracéo
enzimatica utilizando papaina, principalmente na quantidade de proteinas presentes
na amostra, quando comparada a outras metodologias, como a extracdo aquosa,
tanto a temperatura quente, quanto a fria. Uma extracdo de Gracilaria caudata sob
condi¢cdes de aquecimento, por exemplo, obteve uma amostra de polissacarideo
sulfatado com 8,75% de proteinas contaminantes (BARROS et al., 2013), enquanto
uma extracdo aquosa fria de Gracilaria birdiae mostrou 7,60% de proteinas no
polissacarideo sulfatado bruto (MACIEL et al., 2008).

Quanto ao grau de sulfatacdo, o resultado obtido € o primeiro indicativo de
que o PS-Pb é de fato uma galactana do tipo agar. Um baixo grau de sulfatacdo é
comum em espécies produtoras de agar, como visto nas espécies G. caudata
(BARROS et al., 2013) e Bryothamnion triquetrum (RIBEIRO, 2016), cujo grau de
sulfatacao foi 0,13 e 0,28, respectivamente.

O PS-Pb apresentou ainda uma alta massa molar, superior a 2,0 x 10° g
mol?, o que é uma constante para muitos polissacarideos sulfatados de algas

vermelhas e ocorre devido ao agrupamento de cadeias polissacaridicas (POMIN et
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al., 2010). As altas massas molares sdao comuns tanto em agar quanto em
carragenana, como demonstrado por Bouhlal et al. (2011), que determinaram a
massa molar média do polissacarideo sulfatado de agar de Boergeseniella thuyoides
em 3,6 x 10° g mol™, e por Zhou et al. (2004), que obtiveram uma A-carragenana de
Chondrus ocellatus com massa molar de aproximadamente 6,5 x 10° g mol™.

ApOs o0s primeiros experimentos revelarem a caracterizagdo inicial e a
composicdo do PS-Pb, técnicas de espectroscopia foram usadas no intuito de
elucidar e classificar sua estrutura quimica.

O espectro de IVTF mostrou bandas que séo largamente reconhecidas na
literatura (BOUHLAL et al., 2011; CHRISTIAEN & BODARD, 1983) como tipicas de
polissacarideos sulfatados do tipo &gar, em 1255, 1075, 931 e 890 cm™ A
sulfatacdo foi confirmada pelo IVTF através das bandas em 1373 cm™ e 1255 cm-1,
assim como pelo ombro em 1225 cm™, todos correspondendo a grupos de éster
sulfato (ROCHAS, LAHAYE, YAPHE, 1986; RUPEREZ, AHRAZEM, LEAL, 2002;
SOUZA et al., 2012; ZHANG et al., 2004). A banda vista em 1155 cm™, corresponde
ao estiramento assimétrico do C-O-C (DANIAL et al., 2015; GONZAGA et al., 2005)
e 0 pico na regido em torno de 1075 cm™ representa o esqueleto de uma galactana
(CIAN et al., 2014; SEKKAL & LEGRAND, 1993). Por fim, um pequeno ombro na
regido entre 970-965 cm™ indica a presenca de ligacdes glicosidicas (PRADO-
FERNANDEZ et al., 2003; SEKKAL & LEGRAND, 1993).

O espectro também apresentou um pico em 931 cm™ indicando a presenca
do grupo C-O-C de 3,6-anidro-a-L-galactopiranose (3,6-AnGal) (DUARTE et al.,
2002; McCANDLESS; WEST; GUIRY, 1983; PEREIRA et al., 2009) e uma banda em
890 cm™, a qual é caracteristica do agar (BOUHLAL et al., 2011; CIAN et al., 2014).
Por fim, a auséncia da banda em 827 cm™ indica a inexisténcia de 6-sulfato-a-L-
galactose, o precursor biolégico do 3,6-AnGal (MAZUMDER et al.,, 2002; REES,
1961).

A regido de diagnéstico (940-800 cm™), também conhecida como regi&o
anomerica ou fingerprint, € critica para o reconhecimento de agares. Alguns picos
sd0 comuns a agares e carragenanas, como a faixa em 931 cm™ associada aos
residuos 3,6-anidro-galactopiranose, observada em todos os espectros, no entanto,
na regido diagnéstica, a faixa de 890 cm™ é um forte indicador de &gar. Esta banda
foi encontrada apenas uma vez em espécies de k-carragenana (ARMAN & QADER,

2012) e esta ausente em A e | carragenana, correspondendo a um anel piranosil ndo
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sulfatado encontrado em agar (MATSUHIRO & RIVAS, 1993; MOLLION;
ANDRIANTSIFERANA; SEKKAL, 1990; WHYTE; HOSFORD; ENGLAR, 1985).
Assim, o espectro de IVTF confirma o PS-Pb como uma galactana do tipo agar.

Os sinais anoméricos vistos na tabela 2 sdo atribuidos a B-D-
galactopiranose e  3,6-anidro-a-L-galactopiranose, respectivamente, como
previamente mencionado por Barros et al. (2013). Além da comprovacdo de um
polissacarideo sulfatado do tipo agar, os resultados da RMN mostraram a presenca
de xilose no HSQC, dado que corrobora com o estudo de Errea e Matulewicz (2003),
gue revelou o género Pterocladiella como produtor de xilose, tendo este carboidrato
ligado & sua estrutura como um substituinte.

Como mencionado anteriormente neste estudo, para um polissacarideo
sulfatado do tipo galactana ser classificado como agar, idealmente ele deve ser
composto de residuos de D-galactopiranose e L-galactopiranose ligados por
ligagbes (1 — 3) e (1 — 4) (SUDHARSAN et al., 2018). Assim, para confirmar este
tipo de ligacao, realizaram-se experimentos de espectroscopia bidimensional *H, tais
como COSY, FASE-TOCSY e NOESY. No experimento COSY, foram observados
acoplamentos escalares (J); no experimento FASE-TOCSY, foi observado
acoplamento escalar e acoplamento dipolo anti-fase; enquanto que o espectro
NOESY mostrou um acoplamento dipolo.

O espectro COSY apresentou a regido dos anoméricos da 3,6-anidro-a-L-
galactopiranose, na qual foi observada apenas uma correlacdo, entre H1-H2, o que
pode ser confirmado nos outros dois espectros. No espectro de FASE-TOCSY, um
sinal anti-fase a & 3,75 ppm sugere um acoplamento de dipolo com o 3H do residuo
B-D-galactopiranose, que foi confirmado por NOESY. O acoplamento na regido
anomérica da 3,6-anidro-a-L-galactopiranose ndo foi observado devido a
sobreposicao de sinais com a diagonal, porém, em concordancia com esses dados,
€ possivel inferir que esta molécula possui um esqueleto de agar.

Uma vez que diversos trabalhos feitos pelo nosso grupo de pesquisa
(ALENCAR et al., 2019; CASTRO et al., 2018; SOUSA et al., 2016), mostraram agao
antioxidante satisfatéria de polissacarideos sulfatados extraidos de algas vermelhas,
testes para determinar a atividade antioxidante do PS-Pb foram realizados.

O DPPH é um radical de nitrogénio estavel amplamente utilizado para medir
a capacidade de remocdo de radicais livres de compostos antioxidantes em

potencial (HU et al., 2010; LI et al., 2015). Este radical € menos reativo do que 0s
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radicais peroxila devido a sua inacessibilidade estérica em torno do atomo de
nitrogénio, que fica protegido de muitos agentes antioxidantes. No entanto, o DPPH
pode aceitar um elétron ou radical hidrogénio para se tornar um composto mais
estavel (FOTI, 2015; NOMURA et al., 1997; PRIOR; WU; SCHAICH, 2005).

Estudos recentes demonstram a eficicia de polissacarideos sulfatados de
algas vermelhas, tais como, Acanthophora spicifera, Gracilaria birdiae e Porphyra
haitanensis em reduzir DPPH (ANAND et al., 2018; SOUZA et al., 2012; ZHANG et
al., 2009). Os polissacarideos sulfatados de G. birdiae e P. haitanensis sao
classificados como &gar, enquanto que a A. spicifera produz polissacarideos
sulfatados do tipo carragenana, o0 que corrobora com a ideia de que a
estereoquimica do polissacarideo sulfatado ndo afeta fundamentalmente sua
atividade a atividade de sequestro de radicias, pelo menos nao especificamente no
caso do radical DPPH. Segundo Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995) e Mensor
et al. (2001), a atividade antioxidante dos polissacarideos sulfatados esta
relacionada ao numero de grupos hidroxila disponiveis e, consequentemente, a sua
capacidade de doacdo de hidrogénio para reduzir o radical DPPH e torna-lo um
elemento mais estavel.

O ferro € um importante cofator em varios processos biolégicos nas células
vivas, tais como sintese de proteinas e DNA, transporte de oxigénio e metabolismo
energético (DIAS et al., 2017; PANTOPOULOS et al., 2012). No entanto, o ferro é
também o metal de transicdo mais deletério, atuando como um poderoso oxidante
lipidico devido a sua alta reatividade. O estado ferroso do ferro é mais reativo que o
estado férrico, produzindo radicais reativos, como o radical livre hidroxila, a partir de
peroxidos de hidrogénio e lipidios por meio da reacdo de Fenton (GULCIN, 2006;
GUTTERIDGE, 1987).

Os dados relativos a eficiéncia quelante de ions ferrosos por polissacarideos
sulfatados de algas vermelhas séo conflitantes. Fidelis et al. (2014) relataram que os
polissacarideos sulfatados de G. birdiae ndo apresentaram efeito significativo em
baixas concentracées (1 mg/mL) e uma resposta semelhante foi encontrada por
Yang et al. (2011) com a alga vermelha Corallina officinalis. Entretanto, Costa et al.
(2010) utilizando polissacarideos sulfatados de G. caudata, um agar, e Sokolova et
al. (2011), com uma carragenana extraido da Chondrus pinnulatus, obtiveram

resultados satisfatorios.
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As carragenanas tém um teor de sulfato mais elevado por unidade de
dissacarideo do que os agares (LIANG et al., 2014), e estes grupos sulfato tém
atividade nucleofilica. Assim, os resultados significativos alcancados por esse tipo de
polissacarideo sulfatado podem ser explicados por essa caracteristica
(GURPILHARES et al., 2016), no entanto, de acordo com Sokolova et al. (2011), a
presenca destes grupos funcionais e, consequentemente, de um maior grau de
sulfatacdo ndo sao os unicos fatores que possam afetar a capacidade quelante dos
polissacarideos sulfatados. Assim, a estrutura geral da galactana também deve ser
considerada como um fator importante.

O molibdénio é um nutriente essencial encontrado tanto em animais quanto
em plantas, onde atua como cofator nas enzimas redox, tais como xantina oxidase,
aldeido oxidase e sulfito oxidase, no entanto, pode ser prejudicial em altas
concentracbes (BERTONI et al., 2015; KISKER, SCHINDELIN; REES, 1997). As
fontes de molibdénio hexavalente solavel (VI), como os compostos de molibdato de
sédio, sdo mais téxicas do que os compostos com menor estado de oxidacdo e
insoltveis, como o molibdénio (V). O molibdénio (VI) € altamente consumido em
paises desenvolvidos e sua toxicidade ocorre por interferéncias na disponibilidade
de cobre em sistemas bioldgicos, levando a véarias complicacdes, como desordens
de fertilidade (JAY MURRAY et al., 2014; TURNLUND & FRIBERG , 2007).

Diversos polissacarideos sulfatados de algas vermelhas demonstraram
capacidade de atuar como doadores de elétrons, tais como H. musciformis (ALVES
et al., 2012), G. caudata (COSTA et al., 2010) e Solieria filiformis (SOUSA et al.,
2016). Estes resultados mostram que a estereoquimica ndao € um fator chave para
reduzir molibdato (VI) a molibdato (V), uma vez que tanto &gares quanto
carragenanas demonstraram resultados expressivos neste ensaio. De fato, segundo
Bertoni et al. (2018) e Prieto et al. (1999), a presenca de grupos hidroxila livres é
uma caracteristica mais importante para moléculas com potencial redutor. Assim, é
presumivel que a capacidade antioxidante total de polissacarideos sulfatados de
algas vermelhas seja associada a quantidade de extremidades redutores
encontrados em sua cadeia.

O radical hidroxila € extremamente reativo e interage com a maioria das
macromoléculas celulares, como os lipidios de membrana, levando a destruicdo das
membranas celulares e de muitos componentes do DNA (CAROCHO & FERREIRA,
2013; COSTA et al., 2010; HU et al., 2010). Além disso, os radicais hidroxila também
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podem reagir com carboidratos e ligag6es sulfidrilas em proteinas (CRAFT et al.,
2012; MACHLIN & BENDICH, 1987).

Existem duas maneiras de neutralizar os radicais hidroxila: através da
eliminacdo dos radicias ja formados ou suprimindo sua geracdo (FLEITA; EL-
SAYED; RIFAAT, 2015; UEDA et al., 1996). A via indireta de acédo antioxidante
ocorre quando se impede um metal, principalmente Fe?*, de reagir com o H,O, para
produzir, através da reacdo de Fenton, radicais hidroxila (LU et al., 2010; PISOSCHI
& POP, 2015).

Devido a sua alta reatividade, o radical hidroxila possui uma pequena
capacidade de difusdo, interagindo apenas com as bhiomoléculas adjacentes
(D'AUTREAUX & TOLEDANO, 2007; HALLIWELL, 1996). Este fato contribui para a
dificuldade de desenvolver sequestradores de radicais hidroxila com atividade in
vivo. Assim, a prevencdo da geracdo de radicais hidroxila € a melhor maneira de
evitar seus efeitos deletérios. Por exemplo, a quelacdo de ions metélicos livres
alcancada pelo PS-Pb € um modo eficiente para atingir este objetivo.

Atividades antioxidantes in vitro e in vivo estdo associadas a efeitos
terapéuticos em doencas inflamatdrias (SILVA et al., 2011; SOUSA et al., 2016),
uma vez que a axacerbacao da producdo de espécies reativas de oxigénio (EROSs)
leva a um aumento da producdo de citocinas pré-inflamatérias, seguido por uma
resposta imune elevada e desregulada que promove dano tecidual (CUZZOCREA et
al., 1997; KO et al., 2017; SCHIEBER & CHANDEL, 2014). Assim sendo, ensaios
para avaliar o potencial anti-inflamatério do PS-Pb foram realizados.

O potencial anti-inflamatério dos polissacarideos sulfatados das algas
vermelhas é bem descrito na literatura, tanto nas doencas em que O processo
inflamatorio € a principal complicacdo da doenca (BRITO et al., 2014; SILVA et al.,
2011), como em modelos inflamatérios experimentais (GRUNEWALD; GROTH,;
ALBAN, 2009; SOUSA et al., 2013).

Os resultados demonstraram inicialmente que o PS-Pb, em todas as doses
testadas (1, 3 e 10 mg/kg), diminuiu significativamente (p<0,05) o edema de pata
induzido por carragenina em todos os periodos avaliados, com melhores resultados
obtidos com as doses de 3 e 10 mg/kg. O modelo de edema de pata induzido por
carragenina consiste em um edema agudo e ndo imunolégico acompanhado de

infiltrac@o de neutrofilos. O edema ocorre aproximadamente 1 h depois da injecéo de
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carragenina, atingindo seu efeito maximo apds 3 h e sendo mantido por mais de 4 h
apos o estimulo inflamatério (MORRIS, 2003; SILVA et al., 2013).

O edema induzido pela carragenina é dividido em duas fases. Na fase 1 (1-2
h), o aumento da permeabilidade vascular € principalmente mediado pela liberacéo
de histamina e serotonina. Depois disso, o0 edema na fase 1 tardia é provocado
principalmente por bradicininas (DI ROSA; GIROUD; WILLOUGHBY, 1971; GUPTA
et al., 2006). A fase 2 (3-4 h) € mantida através da liberacdo de prostaglandinas e
mediada por leucotrienos e polimorfonucleares (GUPTA et al., 2006). As
prostaglandinas sao moduladores da inflamacdo produzidas de forma ubiqua,
atuando de forma autdcrina e paracrina para aumentar a permeabilidade vascular e
a migracdo celular através da producdo de substancias quimioatraentes, como as
citocinas pro-inflamatorias (BUCHANAN et al., 2003; HATA & BREYER, 2004; KAUR
et al., 2004).

Os resultados obtidos no ensaio de edema de pata induzido por carragenina,
durante as duas fases do teste, demonstraram que o PS-Pb possui mdultiplos alvos
terapéuticos, inibindo diferentes mediadores da inflamacao.

Assim, para avaliar a acdo do PS-Pb também na permeabilidade vascular,
foi realizado um ensaio com dextrana. A dextrana € um agente flogistico que
provoca a liberacdo de aminas vasoativas de mastdcitos, como a histamina e a
serotonina, causando também irritacdo local por meio da ativacdo de cininas. A
liberacdo de aminas vasoativas € seguida por um aumento na permeabilidade dos
vasos sanguineos, o que causa edema osmoético, pobre em células e proteinas (DE
ARAUJO et al., 2016; LO; ALMEIDA; BEAVEN, 1982).

Os resultados obtidos nos testes de edema de pata, induzidos tanto por
carragenina quanto por dextrana, demonstraram que o PS-Pb possui multiplos alvos
terapéuticos, inibindo diferentes mediadores da inflamacéo. De forma semelhante,
outros polissacarideos sulfatados de algas vermelhas mostraram propriedades anti-
inflamatdrias em modelos classicos de inflamagdo usando dextrana e carragenina
(CHAVES et al., 2013; COURA et al., 2012; SOUSA et al., 2013), corroborando com
os dados apresentados neste estudo e demonstrando o potencial terapéutico desta
classe de moléculas.

Houve, como demonstrado, reducéo significativa do edema de pata induzido
por dextrana e por carragenina durante sua fase inicial, indicando uma possivel agdo

do PS-Pb na inibicdo da liberacdo de histamina e aminas vasoativas. Sabe-se que
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as galactanas podem se ligar a uma ampla gama de receptores ancorados a
superficie celular devido a presenca de sulfato e a sua carga liquida negativa,
formando complexos que bloqueiam a interacdo de compostos com seus receptores
em células-alvo (BEZERRA et al., 2018 RUDTANATIP et al., 2014). Assim, o PS-Pb
poderia ligar-se ao receptor presente nos mastocitos e, desta forma, impedir a
liberagdo de histamina.

As propriedades de ligacdo exibidas pelo PS-Pb também explicariam a
atividade inibitéria na fase tardia do edema induzido por carragenina, na qual o
edema € mantido devido a liberacdo de prostaglandinas. Assim, uma possivel
ligacdo entre o PS-Pb e as enzimas fosfolipase A, (PLA) e/ou cicloxigenases (COX)
1 e 2 poderia bloquear a cascata de producédo e liberacdo de prostaglandinas, 6xido
nitrico (NO), fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) e interleucina 18 (IL-1B). No
entanto, é mais provavel que o efeito anti-inflamatério alcancado pelo PS-Pb ocorra
devido a capacidade de prevenir o recrutamento de leucOcitos para o sitio
inflamatorio. Os neutréfilos sdo importantes na fase tardia do edema induzido por
carragenina, uma vez que essas células produzem as prostaglandinas que mantém
o0 edema (FUJISHIMA et al., 1993; NETEA et al., 2017).

De acordo com Pomin (2012), os polissacarideos sulfatados de algas
marinhas possuem afinidade por glicoconjugados, incluindo as selectinas L e P,
expressas na superficie do endotélio. Como os polissacarideos sulfatados atuam
como ligantes para as selectinas, as interacfes entre os leucdcitos e as células
endoteliais sdo reduzidas na presenca destas moléculas. Assim, a migragao celular
de leucécitos ativados € prejudicada (FOXALL et al., 1992; GAME et al., 1998). No
entanto, este mecanismo de acdo explica apenas parcialmente a atividade anti-
inflamatoria alcancada pelo PS-Pb (em doses de 3 e 10 mg/kg) na terceira e quarta
horas apos inducdo de edema por carragenina. Existem outros agentes importantes
para o desenvolvimento do edema nesta fase, dentre eles o NO.

A injecdo de carragenina aumenta os niveis de NO produzidos a partir da
enzima o6xido nitrico sintase induzivel (iNOS), a expressdo da enzima Oxido nitrico
sintetase endotelial (eNOS) permanece inalterada, a qual mantém um ambiente
inflamatorio constante devido a vasodilatacdo e aumento da permeabilidade
vascular, especialmente na fase tardia da inflamacédo (3-6 h apds induzida por
carragenina) (LAAVOLA et al., 2017; PEREIRA et al., 2012; SREBRO et al., 2019).

Os resultados obtidos com técnicas de imunohistoquimica mostraram uma
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expressao reduzida de iNOS, corroborando com as hip6teses de que o PS-Pb tenha
efeito modulador na producgéo de NO.

Os ensaios até agora realizados avaliaram o0s agentes pro-inflamatorios
responsaveis pela inflamacdo em periodos especificos de tempo. Assim, para
avaliar o impacto do PS-Pb sobre a inflamagé&o generalizada, foi realizado um estudo
imunohistoquimico da expressdo do TNF-a. O TNF-a é um regulador chave da
resposta inflamatéria e a primeira citocina enddgena a ser liberada das células
imunes, como mondcitos e macréfagos, evocando seus efeitos proé-inflamatorios
através da transcricdo de genes que levam a morte celular, quimiotaxia,
diferenciacéo, proliferacdo e migracdo de leucdcitos atraves de barreiras endoteliais
e epiteliais. Esses genes sdo codificados ap6s a ativacdo de fatores de transcricéo,
como o fator nuclear kappa-B (NFk-B). Interessantemente, os niveis de TNF-a estao
excessivamente aumentados na presenca de NF-kB, demonstrando a importancia
do TNF-a na exacerbagdo do processo inflamatério (ARJUMAND et al.,, 2019;
BRADLEY, 2008; JIAO et al., 2017).

Neste estudo, o PS-Pb (na dose de 3 mg/kg) apresentou atividade anti-
inflamatéria no modelo de edema de pata que pode estar associada a reducdo da
expressdo do TNF-a vista no ensaio imunohistoquimico, uma vez que o PS-Pb
obteve efeito terapéutico sustentado ao longo de todo o periodo de avaliacao (1-4 h
apos injecao de carragenina ou dextrana). No entanto, 0S mecanismos nos quais 0s
polissacarideos sulfatados inibem a expressdo de TNF-a devem ser investigado
mais profundamente.

Por fim, a capacidade antioxidante do PS-Pb foi investigada devido ao
importante papel das EROs na progressédo da inflamacdo. Os resultados obtidos
apoOs peritonite induzida por carragenina mostraram niveis reduzidos de GSH no
liguido peritoneal de animais nao tratados em relacdo ao grupo controle e ao grupo
pré-tratado, indicando uma possivel acao inibitéria do PS-Pb na migracdo de
leucdcitos através do endotélio para o local inflamado, uma vez que os neutréfilos
aumentam o processo inflamatorio pela superproducdo de EROs e assim depletam
as reservas de GSH (SILVA et al., 2017).

Como o dano oxidativo e a inflamacdo sé&o os principais causadores da
Ulcera gastrica (AL-SAYED & EL-NAGA, 2015), a atividade gastroprotetora do PS-

Pb foi avaliada no modelo de lesdo gastrica induzido por etanol. Modelo
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experimental amplamente utilizado para avaliar agentes com potencial atividade anti-
ulcerogénica.

Nossos dados mostram que a administracdo de etanol absoluto induziu
graves danos gastricos macroscopicos e microscopicos. No entanto, o pré-
tratamento com PS-Pb manteve a integridade da mucosa gastrica contra as lesbes
causadas pelo etanol. O PS-Pb atingiu seu efeito maximo nas doses de 3 e 10
mg/kg, quando os animais pré-tratados apresentaram uma significativa reducéo da
area ulcerada decorrente da administracdo de etanol. Portanto, a dose terapéutica
mais baixa (3 mg/kg) foi selecionada para investigar os possiveis mecanismos de
acao envolvidos na atividade gastroprotetora mediada pelo PS-Pb.

A analise microscopica mostra que a administracdo de etanol induziu um
dano gastrico significativo, caracterizado pela interrupcao da integridade da mucosa,
edema e perda de células epiteliais, os quais causam ruptura na superficie da
mucosa e hemorragia acentuada. No entanto, esses eventos prejudiciais foram
inibidos pelo pré-tratamento com PS-Pb. Esses dados sédo consistentes com 0s
encontrados na analise macroscopica e mostram a protecdo do PS-Pb contra os
efeitos deletérios do etanol sobre a mucosa gastrica.

No que concerne a concentracdo dos niveis de hemoglobina encontrados na
mucosa gastrica ap0s inducao de Ulceras por etanol, € sabido que sangramentos e
hemorragias da mucosa do estdbmago sdo alguns dos principais indicadores de
gravidade em Ulceras gastricas. H4 uma hemorragia difusa, aparecendo como
bandas alongadas de lesdes hemorragicas com necrose coagulativa das glandulas
(SIBILIA et al., 2003; SIDAHMED et al., 2013). O pré-tratamento com PS-Pb reduziu
significativamente o dano hemorragico na mucosa gastrica causado pelo etanol. O
resultado obtido neste trabalho corrobora com outro estudo utilizando polissacarideo
sulfatado de alga marinha vermelha, no caso, uma carragenana extraida da alga S.
filiformis (SOUSA et al., 2016). Além de apresentar efeitos anti-hemorragicos, o
polissacarideo de S. filiformis foi avaliado e exibiu uma notavel atividade antioxidante
in vitro, demonstrando que estas moléculas, independentemente da classificagdo em
agar ou carragenana, podem desempenhar um papel importante na terapia da
Ulcera gastrica ao reduzir o dano oxidativo.

A lesdo causada pela administracdo de etanol na mucosa gastrica €
multifatorial, no entanto, o estresse oxidativo € um dos principais responsaveis pela

doenca. A alta concentracdo de EROs gerada causa um desequilibrio oxidativo que
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leva ao consumo de GSH e aumenta os niveis de MDA. O dano na membrana
celular provocado pelas EROs causa perda da integridade da membrana e
desregulacéo da sinalizacdo redox celular, o que leva a apoptose e dano ao DNA
(WU et al., 2014; YU et al., 2016). O MDA ¢é o produto final da peroxidacéo lipidica
mediada por EROs e um biomarcador tipico de dano celular relacionado ao estresse
oxidativo (CHAUDHARI et al., 2009; DURSUN et al., 2009).

O GSH é crucial para a defesa antioxidante e homeostase redox celular,
atuando diretamente na manutencdo da mucosa gastrica contra EROs
(LIEDSCHULTE at al., 2010). Segundo Mizui, Shimono e Doteuchi (1987), o GSH
esta presente em altas concentracdes na mucosa gastrica, sugerindo seu papel
protetor como antioxidante enddgeno. O estresse oxidativo produzido pelo etanol
leva ao esgotamento do GSH e aumento dos niveis de MDA. A acdo gastroprotetora
vista nos ensaios in vivo, secundaria a inibicdo do estresse oxidativo na mucosa
géstrica, ratifica o potencial antioxidante do PS-Pb e demonstra um dos principais
mecanismos de acdo no combate as ulceracdes gastricas.

Além do equilibrio redox, o fluxo sanguineo da mucosa gastrica € outro fator
chave para a manutencdo da atividade fisiologica e integridade da mucosa do
estbmago, suprindo a mucosa gastrica com nutrientes, hormoénios e oxigénio. A
reducdo dessa protecao também € uma importante causa do desenvolvimento da
Glcera (KAWANO & TSUJI, 2000; LUCETTI et al., 2017). Assim, a fim de avaliar se o
efeito protetor obtido com o pré-tratamento de PS-Pb poderia estar relacionado com
o aumento do fluxo sanguineo da mucosa gastrica, ensaios com inibidores da
enzima éxido nitrico sintase (NOS) e do canal de potassio sensivel ao ATP (Katp), L-
NAME e glibenclamida, respectivamente, foram realizados.

A enzima NOS é expressa constitutivamente, ou de forma induzivel, e
produz NO através do metabolismo da L-arginina. O NO é uma molécula gasosa de
sinalizacdo onipresente com mudltiplas funcdes bioldgicas e que contribui
significativamente para a integridade da mucosa géastrica através de uma acao
vasorelaxante (MAGIEROWSKI et al., 2015; ZHANG et al., 2011). A importancia do
NO é evidenciada quando os resultados sédo analisados e observa-se que o efeito
protetor do PS-Pb depende da presenca de NO, uma vez que a inibicdo da sintese
de NO aboliu sua acao gastroprotetora.

A producao de NO, e, consequentemente, a sua via junto ao monofosfato

ciclico de guanosina (NO/GMPc) é crucial para a vasodilatacédo e para a protecao da
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mucosa gastrica. Entretanto, a vasodilatagdo também é mediada por outras vias de
sinalizacdo, como a via do canal Karp.

O mecanismo pelo qual o canal Karp causa vasodilatacdo depende de uma
hiperpolarizacdo provocada pela abertura desses canais na membrana celular do
musculo liso vascular. Uma vez que o canal é aberto, o efluxo de ions K™ aumenta,
hiperpolarizando a célula. Assim, ocorre o fechamento de canais de célcio ativados
por voltagem (Ca®"), diminuicdo da entrada de Ca** pela membrana e reducédo da
concentracdo de Ca*" no citoplasma celular, causando vasodilatacdo (JACKSON,
2017; SOBEY, 2001).

Os resultados relativos ao papel do canal Karp nos efeitos terapéuticos do
PS-Pb foram analisados utilizando o bloqueador glibenclamida associado com PS-
Pb. O uso de glibenclamida inibiu parcialmente a acdo do PS-Pb, uma vez que a
glibenclamida n&o reverteu completamente a atividade terapéutica apresentada pelo
PS-Pb.

Esses dados mostram a importancia da via NO/GMPc na melhora da Ulcera
gastrica induzida pelo etanol e sua associacdo com os efeitos terapéuticos do PS-
Pb. Além disso, os resultados também demonstraram que o canal Karp N80 esti
fortemente relacionado a atividade gastroprotetora do PS-Pb, ao contrario de outras
moléculas sulfatadas, como o H,S, um modulador da contratilidade vascular que
previne o dano gastrico induzido pelo etanol através da ativacdo do canal Katp
(MEDEIROS et al., 2009). Além disso, os dados corroboram com os resultados
obtidos utilizando outros polissacarideos sulfatados de algas vermelhas. Silva et al.
(2011) e Damasceno et al. (2013), por exemplo, relataram efeitos protetores
dependentes do NO de polissacarideos sulfatados extraidos das algas vermelhas G.

caudata e H. musciformis, respectivamente.
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6 CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos, conclui-se que o polissacarideo sulfatado
extraido da alga marinha vermelha Pterocladiella beachiae (PS-Pb) é uma galactose
do tipo &4gar que apresenta caracteristicas inerentes aos polissacaridos sulfatados
de algas vermelhas, como elevada massa molar e baixo teor de sulfato, mas
também exibe caracteristicas Unicas, como a presenca de xilose em sua estrutura
quimica. O PS-Pb apresenta ainda excelentes propriedades antioxidantes in vitro e
significativa atividade anti-inflamatéria, reduzindo o edema de pata induzido por
carragenina e dextrana, 0s niveis de espeécies reativas de oxigénio (EROs) na
peritonite induzida por carragenina e a expressdao de INOS e TNF-a em patas
edemaciadas. Por fim, o PS-Pb mostra acdo terapéutica contra a Ulcera gastrica
induzida por etanol, através da reducdo do dano oxidativo e dos niveis de
hemoglobina (indicativo de hemorragia) e da regulacdo do fluxo sanguineo para a
mucosa gastrica, através de modulac6es com a enzima NOS e o canal Katp.

Assim, devido ao seu potencial antioxidante e anti-inflamatério, o PS-Pb
pode ser considerado um novo candidato para o tratamento de doencas e
complicagBes inflamatérias e oxidativas, como a Ulcera gastrica, no entanto, mais

estudos, que visem elucidar os mecanismos de acdo, ainda sdo necessarios.
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