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RESUMO

A doencga inflamatéria intestinal apresenta como principais categorias a Doenga de
Crohn e a colite ulcerativa e representa um grupo de afecgdes intestinais inflamatérias
cronicas idiopaticas. A remissao da doenca € de alcance complexo e dificil, mesmo
com tratamentos farmacoldgicos e estratégia terapéutica preconizados. Na literatura
encontra-se publicacbes com estudos relacionados ao uso da alga Cystoseira
tamariscifolia e a eficacia de suas atividades farmacolégicas, dentre elas:
neuroprotetora, bactericida, gastroprotetora e anti-inflamatoéria. Os nanocarreadores,
como por exemplo as nanoparticulas de ouro, apresentam outros parametros
importantes, como por exemplo: bom direcionamento para o local alvo, toxicidade
reduzida e alto tempo de circulacdo. Diante do exposto, o objetivo desse estudo foi
investigar o efeito anti-inflamatorio e antioxidante da alga Cystoseira tamariscifolia
(CT) e do uso da alga (CT) com nanoparticulas de ouro (Au@CT) em modelo
experimental de Doenca de Crohn. Utilizou-se 75 camundongos Swiss machos (Mus
musculus) com massa corpoérea entre 25 g e 30g. Para o modelo experimental, o acido
acético 8% (AA) foi diluido em &gua destilada (100ml), sendo esta solucéo
administrada via retal, num volume de 0,2ml por 10 gramas de peso animal. Os
animais foram divididos em 8 grupos experimentais (09 animais/grupo): grupo salina,
grupo colite, grupo dexametasona (0,2 ml/30g), grupo CT (doses: 25, 50 e 100 mg/Kg),
grupo Au@CT (doses: 25, 50 e 100 mg/Kg). Apds 12 horas da inducéo da colite e os
tratamentos, os animais foram eutanasiados e uma extensdo de 5 cm do célon
coletados para analises morfométricas, histoldégicas e bioquimicas através dos
escores macroscopicos e microscopicos, imuno-histoquimica para S100 beta e GFAP.
Parametros bioquimicos: mieloperoxidase (MPO), dosagem de citocinas IL-1beta e
TNF-alfa; parametros bioquimicos: determinacdo da glutationa reduzida (GSH),
atividade de malondialdeido (MDA) e mieloperoxidase (MPO). Os dados paramétricos
foram analisados por teste de variancia (ANOVA) seguido pelo teste de Bonferroni e
para 0s escores macroscopicos e histoldgicos, o teste de Kruskal-Wallis seguido pelo
teste de Dunn. Verificou-se que héa atividade antioxidante e anti-inflamatéria
expressiva no extrato de alga CT, assim como a Au@CT e que ele ndo apresenta
toxidade para proliferacdo celular in vitro (GONCALVES, A. et al., 2023). O pré-
tratamento, com Dexametasona ou Au@CT, nas doses de 25 e 50 mg/kg, foram
capazes de prevenir 0os aspectos inflamatérios como: Ulcera, hiperemia, edema e
prolapso do célon, qguando comparado ao grupo Colite. O grupo CT 50mg/kg e
Au@CT 50mg/kg apresentaram reducdo significativa dos escores macroscopicos,
bem como nos escores microscépicos, quando comparado com o grupo colite. Para
glutationa reduzida, a alga CT 50mg/kg e Au@CT 50mg/kg preveniram o consumo de
GSH e reduziu do estresse oxidativo, comprovado pela diminuicdo na concentracao
MDA quando comparado com o grupo Colite. A atividade de MPO apresentou reducao
significativa ao grupo tratado com CT 50mg/kg e Au@CT 50mg/kg. O pré-tratamento,
com Dexametasona ou CT 50mg/kg ou Au@CT, nas doses de 25 e 50 mg/kg, foram
capazes de diminuir os niveis de citocinas IL1-beta e TNF alfa, assim como
preservaram as ceélulas gliais do plexo mioentérico. Concluimos que a alga Cystoseira
tamasriscifolia (CT) e nanoparticulas de ouro biossintetizado com o extrato da alga
Cystoseira tamariscifolia Au@CT possuem um potente potencial bioldgico capaz de
reverter 0s processos inflamatoérios, oxidantes e exercer neuroprotecado na Doenca de
Crohn, em modelo experimental induzido por acido acético.

Palavras-chave: Doenca de Crohn, Alga Cystoseira tamariscifolia, Nanoparticulas de
Ouro.



ABSTRACT

Inflammatory bowel disease has Crohn's disease and ulcerative colitis as main
categories and represents a group of idiopathic chronic inflammatory bowel diseases.
Remission of the disease is complex and difficult to achieve, even with
pharmacological treatments and recommended therapeutic strategy. In the literature,
one can find publications with studies related to the use of the alga Cystoseira
tamariscifolia and the effectiveness of its pharmacological activities, among them:
neuroprotective, bactericidal, gastroprotective and anti-inflammatory. Nanocarriers,
such as Gold nanoparticles, have other important parameters, such as: good direction
to the local target, reduced emission and high circulation time. Given the above, the
aim of this study was to investigate the anti-inflammatory and antioxidant effect of the
algae Cystoseira tamariscifolia (CT) and the use of the algae (CT) with gold
nanoparticles (Au@CT) in an experimental model of Crohn's disease. 75 male Swiss
mice (Mus musculus) with body mass between 25 g and 30 g were used. For the
experimental model, 8% acetic acid (AA) was diluted in distilled water (100ml), and this
solution was administered rectally, in a volume of 0.2ml per 10 grams of animal weight.
The animals were divided into 8 experimental groups (09 animals/group): saline group,
colitis group, dexamethasone group (0.2 ml/30g), CT group (doses: 25, 50 and 100
mg/Kg), Au@CT group (doses: 25, 50 and 100 mg/Kg). After 12 hours of colitis induc-
tion and treatments, the animals were euthanized and a 5 cm extension of the colon
for morphometric, histological, and biochemical analyzes through macroscopic and mi-
croscopic scores, immunohistochemistry for S100 beta and GFAP. Biochemical pa-
rameters: myeloperoxidase (MPO), dosage of IL-1beta and TNF-alpha cytokines; bio-
chemical parameters: determination of reduced glutathione (GSH), malondialdehyde
(MDA) and myeloperoxidase (MPO) activity. Parametric data were analyzed by the test
of variance (ANOVA) applied by the Bonferroni test and for the macroscopic and his-
tological scores, the Kruskal-Wallis test applied by the Dunn test. It was verified that
there is expressive antioxidant and anti-inflammatory activity in the CT seaweed ex-
tract, as well as Au@CT and that it does not present toxicity to cell cells in vitro (GON-
CALVES, A; et al. 2023). Pre-treatment, with Dexamethasone or Au@CT, at doses of
25 and 50 mg/kg, were able to prevent inflammatory aspects such as: ulcer, hypere-
mia, edema and colonic prolapse when compared to the Colitis group. The CT 50mg/kg
and Au@CT 50mg/kg group had a significant reduction in macroscopic scores, as well
as in microscopic scores, when compared to the colitis group. For reduced glutathione,
the seaweed CT 50mg/kg and Au@CT 50mg/kg prevented the consumption of GSH
and impaired oxidative stress, proven by the reduction in the concentration of MDA
when compared to the Colitis group. MPO activity showed a significant reduction in the
group treated with CT 50mg/kg and Au@CT 50mg/kg. Pre-treatment, with Dexame-
thasone or CT 50mg/kg or Au@CT, at doses of 25 and 50 mg/kg, were able to de-
crease the levels of cytokines IL1-beta and TNF alpha, as well as preserving the glial
cells of the plexus myenteric.We conclude that the alga Cystoseira tamasriscifolia (CT)
and gold nanoparticles biosynthesized with the extract of the alga Cystoseira
tamariscifolia Au@CT have a potent biological potential capable of reversing the
inflammatory, oxidative processes an exercise neuroprotection of Crohn's disease, in
an experimental model induced by acetic acid.

Keywords: Inflammatory Bowel Disease. Crohn's disease. Alga Cystoseira
tamariscifolia, Gold Nanoparticles.
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1- INTRODUCAO

1.1 Reviséo Bibliografica

1.1.1. Doencas Inflamatorias Intestinais (DII)

O célon e o reto fazem parte do aparelho digestivo, que também é denominado
sistema digestorio ou gastrointestinal (Gl). A maior parte do intestino grosso €&
composta pelo célon, um tubo muscular de aproximadamente 1,5 m de comprimento.
As partes do colon sdo denominadas pela forma como o alimento passa por elas
(American Cancer Society,2020).

Célon ascendente é a primeira se¢do do colon comeca com uma bolsa
denominada ceco, por onde o alimento ndo digerido chega do intestino delgado,
seguindo para cima no lado direito do abdémen. Célon transverso a segunda secéo
do colon atravessa o corpo da direita para a esquerda, o célon descendente é a
terceira secdo do célon, desce pelo lado esquerdo do abdémen, colon sigmoide € a
guarta secao do cdlon, tem a forma em “S” é a parte final do cdélon, o c6lon sigmoide
se junta ao reto, que entdo se conecta ao anus, estes quando apresentam sua
integridade preservada a nivel de tecido e funcdo desenvolvem suas atividades
normalmente (figura 1) (American Cancer Society,2020).

As secdes ascendentes e transversal juntas sdo chamadas de colon proximal.
Os célons descendente e sigmoide sdo denominados cdlon distal. O célon absorve
agua e sal da matéria alimentar remanescente apés passar pelo intestino delgado. Os
residuos que sobram apo6s passar pelo célon vao para o reto, os 15 cm finais do
sistema digestivo, sendo armazenado 14 até chegar ao anus. Musculos em forma de
um anel muscular (esfincter) ao redor do anus controlam a saida das fezes do corpo

até que ocorra a evacuacao (American Cancer Society,2020).
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Figura 1- Camadas da Parede do Cdlon Intestinal Normal.
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Fonte: (American Cancer Society,2020).

As doencas inflamatorias intestinais (DIl) sdo desordens inflamatoérias
cronicas complexas de causa amplamente desconhecida que ocorrem em um
hospedeiro geneticamente predisposto (POCHARD, et al. 2018). As Doencas
Inflamatérias Intestinais (DIl) sdo caracterizadas por inflamacao intestinal crénica e
recidivante, com producéo anormal de citocinas, aumento da expressao de moléculas
de adesdao e infiltrado celular, levando a um dano da mucosa e apoptose celular
(MANDALARI, et al. 2011).

E crucial a determinacdo do grau de severidade ou atividade da ambas as
doencas, uma vez que a gravidade, duracdo e a localizacdo da doenca sé&o
importantes na resposta ao tratamento (CARUSO, 2014).

A doenca inflamatéria intestinal (DIl) representa um grupo de afeccbes
intestinais inflamatdrias crénicas idiopaticas. As duas principais categorias de DIl séo
a doengca de Crohn (DC) e a colite ulcerativa (CU) que apresentam algumas

caracteristicas clinico-patolégicas sobrepostas e outras bem diferentes. A DC se
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distingue da CU por apresentar envolvimento proximal do célon, doenca perianal,
fistulas, granulomas histolégicos e envolvimento de todas as camadas da parede
intestinal, comparado com o envolvimento limitado & mucosa (WGO, 2015).

Diversos disturbios ocasionados pela DIl incluem alteracéo no Sistema Nervoso
Entérico (SNE), aumento na percepcao sensorial e na motilidade intestinal de modo a
comprometer seriamente a funcao do 6rgéo, a exemplo das recorrentes incontinéncias
e urgéncia fecal (GEBOES.; COLLINS, 2002). Além disso, pacientes com DIl tém um
maior risco de desenvolver cancer colorretal (CCR), com uma probabilidade
acumulada de 18% na RCU e 8% na DC ap6s 30 anos de doenca (POCHARD, et al.
2018). Nao s6 a DIl traz grande morbidade, como sua incidéncia vem aumentando
nos ultimos anos, configurando uma verdadeira epidemia mundial (ZHOU, et al. 2017).
A incidéncia da DIl é mais alta em paises ocidentalizados, com os maiores indices no
norte da Europa, América do Norte, Reino Unido e Australia (KHORSHIDI, et al. 2020).
E rara em paises orientais, porém, a incidéncia nestes tem aumentado nos ultimos
anos (PARK.; JEEN, 2019). Aproximadamente 0,5% dos adultos dos paises
ocidentais sofrem de DIl (MAGRO, et al. 2018).

Verificou-se um total de 46.546 internacdes por Doenca de Crohn e Retocolite
Ulcerativa no Brasil, no periodo de janeiro de 2009 a dezembro de 2019, dos quais
7.141 correspondem a idade de 30-39 anos, representando a maior porcentagem
relativa para as idades analisadas. Além disso, observou-se que h& uma prevaléncia
no sexo feminino, contabilizando 24.929 internacdes (53,55%). Com relacdo a Regido,
0 maior numero encontra-se na Regido Sudeste com 21.100 internacfes (BRITO, et
al. 2020).

Os fatores mais implicados no estabelecimento e manutencéo da inflamacao
intestinal sdo a genética e a microbiota do hospedeiro. Apesar disso, alguns fatores
ambientais foram implicados, como localizagdo geografica, tabagismo, etilismo,
apendicectomia, estresse e depressdo, atividade fisica e padrdo de sono
(KHORSHIDI, et al. 2020).
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1.1.2. Doenca de Cronh (DC)

A DC se distingue da colite ulcerativa (CU) por apresentar envolvimento
proximal do célon, doenca perianal, fistulas, granulomas histoldgicos e envolvimento
de todas as camadas da parede intestinal, comparado com o envolvimento limitado a
mucosa (WGO, 2015).

A DC é uma doenca inflamatoria transmural, ou seja, que pode acometer todas
as camadas teciduais intestinais, afetando qualquer parte do trato gastrintestinal,
desde a boca até o reto, no entanto, a localizacdo mais frequente é na regido
ileocecal. A inflamacéao e ulceracdo sdo descontinuas, sendo comum o espessamento
da parede do intestino, muitas vezes com granulomas (GALVEZ, et al. 2010).

A inflamacé&o crénica recorrente das Doencas Inflamatorias Intestinais (DII)
incluindo a DC pode gerar alteragfes morfofuncionais no Sistema Nervoso Entérico
(SNE), tais como alteracdes na secrecao e motilidade intestinal, com reducao e morte
dos neurdnios entéricos e consequente reducéo da liberacdo dos neurotransmissores
(VICENTINI, et al. 2018).

As alteracdes da permeabilidade da mucosa intestinal estdo entre as mais
importantes complicacfes bioldgicas e fisiologicas causadas pela DC. As células
epiteliais formam uma barreira justaposta e altamente seletiva entre o corpo e o
microambiente intraluminal. Macromoléculas como antigenos bacterianos ou fecais,
gue em condi¢cdes normais atravessam a barreira epitelial em pequenas quantidades,
podem fluir em maior quantidade devido a inflamacéao (BINDER, 2009). Os pacientes
com DC relatam sintomas gastrointestinais de dor abdominal, diarreia e sangramento
retal, bem como sintomas sistémicos de perda de peso, febre e fadiga. Além disso,
podem desenvolver estenoses com obstrucdo intestinal e conexdes inflamatorias
entre 0s segmentos do intestino ou entre o intestino e a pele e outros érgaos (FUSS,
et al. 2004).

Problemas no transporte intracelular, apoptose celular e defeitos nos
complexos juncionais apicais sao fatores que afetam a permeabilidade intestinal. O
epitélio intestinal por possuir uma grande quantidade de complexos juncionais
celulares é extremamente justaposto e possui uma grande variedade de mecanismos
e suas juncdes celulares sdo responsaveis por manter o epitélio de revestimento
interno do trato gastrointestinal (TGI) ocluido e controlando a passagem de solutos e
solventes (MANKERT; SCHULZKE, 2007).



26

Na DC, as zbnulas de oclusdo e seus prolongamentos intercelulares sao
afetados, resultando em uma reducdo na malha juncional, tornando-a descontinua.
Estes pontos descontinuos permitem a passagem de diversos antigenos, sejam eles
alimentares ou bacterianos, além de &agua e eletrélitos pela barreira epitelial. O
aumento na regulacao dos processos apoptoticos das células epiteliais que revestem
o intestino também € um importante mecanismo patologico da barreira epitelial. O
aumento da apoptose celular contribui para a descontinuidade do epitélio que, em
conjunto com reducdo das zbnulas de oclusdo, desregulam as funcgfes fisicas,
bioldgicas, fisioldgicas e imunologicas da mucosa gastrointestinal (SARTOR, 2006)
(Figura 2).

Figura 02- Representagdo Esquemética da Regulacéo da Barreira Funcional Intestinal.
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Fonte: (ORIA; BRITO, 2016).

Pacientes com DIl possuem a chamada disbiose da microbiota, que é uma
alteracdo nas espécies predominantes na microbiota do hospedeiro. Bactérias
presentes em individuos saudaveis, que possuem atividades anti-inflamatorias, séo
substituidas por bactérias patogénicas, que deflagram um processo inflamatério
cronico na mucosa intestinal (KIM; CHEON, 2017).
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Pacientes com a DC sofrem uma desregulacdo da resposta imunolégica
causada por uma reacao anormal da microflora intestinal. Em consequéncia, ocorrem
alteracdes na barreira da mucosa epitelial incapacitando a distincdo entre bactérias
comensais e invasoras (THORESON; CULLEN, 2007). O diagnostico da DC resulta
da analise de dados clinicos (anamnese, exame fisico e proctolégico completo),
endoscopico, radiolégicos, laboratoriais e histolégicos (FIOCCHI,1998). Os sinais
iniciais, em geral, sdo diarreia persistente, dor abdominal, febre moderada e perda de
peso corporal (KOTZE, 2011).

A colonoscopia consiste em uma técnica capaz de visualizar diretamente o
célon permitindo o diagnostico de afec¢cdes que acometem o intestino grosso até a
parte final do intestino delgado (ileo terminal). Utilizada a partir de 1970, atualmente
destaca-se como um dos métodos mais completos de investigacdo das doencas
colorretais, incluindo as doencas inflamatorias intestinais sendo os dois principais tipos
Doenca de Crohn (DC) e Colite Ulcerativa (CU). Com vantagens sobre outros métodos
de investigacao, a colonoscopia proporciona observagéo da mucosa colbnica e muitas
vezes do ileo terminal, em tempo Unico e de forma direta, além de permitir realizar
procedimentos durante o exame como biépsia (ROCHA, et al. 2019)

O estudo histologico das bidpsias comprova o diagnéstico diferencial entre DC
e CU, bem como diagnosticar displasia e cancer nos casos de colite de longa
evolucao- A coleta de material para andlise histoldégica de todos os segmentos é
mandatéria, incluindo os macroscopicamente normais, pois a endoscopia digestiva na
DIl desempenha um papel importante com relacdo a: diagndéstico, prognadstico,
vigilancia do cancer, terapia e as perspectivas (LEIGHTON, et al. 2006).

Flores (2008) ressaltou que pacientes com CU e DC de colon de longa duracao
(em meédia 10 anos) possuem um risco aumentado de displasia e cancer colorretal
(CCR), sendo a vigilancia colonoscopica mandatéria. A CU que se apresenta apenas
como proctite ndo possui risco aumentado de CCR.

No intuito de auxiliar no diagndéstico da DC, Daperno et al. (2004), criaram e
validaram um escore endoscopico simplificado para avaliacdo da DC. Para a
construcdo deste escore foram levadas em consideracdo 4 variaveis: Ulceras,
proporcdo da superficie coberta pelas Ulceras, proporcédo de superficie coberta por
outras lesdes e estenoses. Classificando cada variavel em uma pontuacao de 0 a 3
anos diferentes segmentos resultado do seu respectivo escalonamento de acordo com

0S seguintes critérios: as Ulceras foram classificadas conforme o seu tamanho
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(diametro de 0,1-0,5 cm, 0,5-2 cm, ou >2 cm); a proporcdo da superficie ulcerada
foram expressas em porcentagem (<10%, 10-30%, ou >30%) bem como a propor¢ao
da extensdo da superficie afetada (<50%, 50-75%, ou >75%) e as estenoses foram
avaliadas pelo nimero e pela possibilidade de serem ou ndo ultrapassadas pelo

colonoscopio (Tabela 1).

Tabela 01- Definicdes do Escore Endoscopico Simplificado para Doenca de Crohn.

Variavel Escore0 Escore 1 Escore 2 Escore 3
Ulceras Ulceras Ulceras
Tamanho das i ;
Glceras - aftoides grandes maiores
0,1-0,5cm 0,5-2cm >2cm
BT - <10% 10-30 +30%
ulcerada
Superficie ; <50% 50-75% >75%
afetada
Unica, Multiplas, Nao

Presenca de

pode ser  podem ser podem ser
estenoses

ultrapassada ultrapassadas ultrapassadas

Fonte: (FLORES, C. 2008)

O manejo medicamentoso desses pacientes € complexo e envolve o uso de
muitas classes de farmacos, os medicamentos mais utilizados sdo os derivados do
acido 5-aminossalicilico, os corticoesteréides, os agentes imunomoduladores e 0s
medicamentos mais recentes, os agentes bioldgicos (CARDOZO; SOBRADO, 2015).

Bem como na RCU a conduta mais empregada na pratica clinica é o “Step-up”
com adicao progressiva de medicacdes mais potentes e com maior possibilidade de
efeitos colaterais conforme a ndo resposta ao tratamento maximo otimizado do grau
anterior. Outra conduta cada vez mais utilizada na DC é o “top-down”, com utilizagao
de terapia biol6gica desede o inicio do tratamento, podendo mudar a histéria natural
da doenca (FROES, 2012).

A estratégia “Step-up” baseia-se no uso precoce de terapia com anti-
inflamatorio e antibiotico no inicio da evolugéao da DC. Auxiliando a evitar nova recaida,
e em caso de maior gravidade na evolugao da DC, utiliza-se imunossupressores e
corticéides. Reservam-se 0s agentes biolégicos como ultima op¢ao, na falha de acéo
dos medicamentos previamente utilizados ou na presenca de complicacbes das

doencas. No caso da estratégia “Top-down”, tem-se que 0 uso precoce de terapia
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biologica pode trazer beneficios como um tratamento preventivo de complicacdes da
DC (WGO, 2009; KOTZE L; KOTZE PG; KOTZE LR, 2011), podendo mudar a historia
natural das doencas (FROES, 2012).

O tratamento clinico da DC tem como metas principais o rapido controle inicial
do processo inflamatorio (inducdo da remissdo) e a conservacao deste controle no
longo prazo (manutencdo da remissdo). Os corticosteroides modulam a resposta
imune ao interagir com o0s receptores de glicocorticoides nos nucleos celulares. As
principais fungbes dos corticosteroides incluem a interferéncia na expressao da
molécula de adeséao e posterior prevencdo da migracédo de células inflamatérias para
o trato gastrointestinal. Os corticosteroides minimizam a producéo de citocinas pro
inflamatérias, como IL-1 e IL-6, fator nuclear kappa Beta (NFKB) e fator de necrose
tumoral (TNF). Os corticosteroides podem ser administrados por via oral (prednisona,
prednisolona, budesonida), retal (acetato de cortisona e budesonida), ou parenteral
(metilprednisolona, hidrocortisona ou dexametasona) (BOUGUEN, et al. 2015).

De acordo com o estagio da doenca, a escolha do medicamento e o manejo
clinico séo adotados de forma individualizada de acordo com e resposta do individuo.
Sabe- se, porém, os efeitos colaterais nos pacientes, a exemplo os corticoides que
apresentam: aumento de peso, edema, insénia, labilidade emocional, psicose, acne,
sindrome de Cushing, osteoporose, catarata, glaucoma, estrias, miopatia,
susceptibilidade a infec¢cBes, esteatose hepatica, hipertensao arterial sistémica,
diabete mellitus e pancreatite aguda. Ha ainda a auséncia de resposta completa ao

uso de corticdides orais ou a presenca de corticodependéncia (FROES, 2012).

1.1.3. Cystoseira tamariscifolia

Nas ultimas décadas, as macroalgas marinhas tém chamado a atencao
principalmente por seus constituintes bioativos. A maioria das algas marrons esta
distribuida nas areas costeiras do Oceano Atlantico, Mar Mediterraneo, Mar Egeu
e Mar Negro, e sua composigao varia com fatores exogenos. Florotaninos, acidos
graxos, esterois e carboidratos sdo alguns dos compostos responsaveis por atividades
bioldgicas relacionadas ao potencial citotoxico, antiviral, antifUngico, antibacteriano,
antidiabético, antioxidante e anti-inflamatorio, estas duas Ultimas atividades
bioldgicas, tém enorme importancia para a gestdo de doencas neurodegenerativas,
como Alzheimer e Parkinson, tendo como marcas a neuroinflamacdo e o stress
oxidativo (GONCALVES, et al. 2023).
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Expostos a condi¢cdes ambientais extremas, 0s organismos marinhos produzem
metabdlitos secundarios Unicos, que foram reconhecidos como compostos
importantes para o desenvolvimento de medicamentos inovadores. Parte da
diversidade dos oceanos provém das algas, que constituem um dos mais importantes
grupos de organismos, tanto em numero como em diversidade de espécies
(LOPES,2014).

As macroalgas, que compreendem um grupo variado de organismos, sdo
organismos eucarioticos, macroscoépicos e fotossintéticos e estdo entre 0os maiores
produtores de oxigénio da Terra (LOPES, 2014).

Segundo Pereira (2021), podem ser classificadas como macroalgas vermelhas,
pertencentes ao filo Rhodophyta, verdes, pertencentes ao filo Chlorophyta ou
marrons, pertencentes ao filo Ochrophyta, dependendo da composicdo de seus

pigmentos, que serdo responsaveis pelas diferentes cores que as caracterizam.

Figura 03 - Atividades Biol6gicas Associadas a Cystoseira, um Importante Género Pertencente

ao Grupo das Algas Castanhas.
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Fonte: (GONCALVES, 2023).
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As macroalgas marrons séo agrupadas na classe Phaeophyceae e apresentam
como principal carotenoide a fucoxantina, o que lhes confere uma coloracdo marrom
tipica. Incluem macroalgas com uma ampla gama de tamanhos e formas, desde
alguns centimetros até dezenas de metros. A formacdo de florestas de algas é
comum, permitindo a captacao eficiente da luz solar e servindo de habitat para muitos
animais marinhos (LOPES, 2014). Das aproximadamente 2.000 espécies conhecidas
nesta classe, menos de 1% vive em &gua doce (WILCE, 1966). Das macroalgas
marinhas, as algas marrons da familia Sargassaceae tém sido intensamente
estudadas. Quimicamente sdo compostos essencialmente por agua (80-90%) e
polissacarideos, nomeadamente celulose, acido alginico, laminarina e fucoidano,
estando este Ultimo presente apenas nas algas castanhas. Outros compostos incluem
acidos graxos poliinsaturados, vitaminas, proteinas, peptideos, terpendides,
pigmentos e esterodis. Além disso, e entre as algas marinhas, as algas marrons contém
0s niveis mais altos de compostos fendlicos (IMBS, 2018). Um dos géneros
conhecidos desta familia é o antigo género Cystoseira.

As algas castanhas, devido a presenca de compostos bioativos na sua
composicado, sdo também ja usadas devido a sua afinidade biolégica, nomeadamente
atividade antioxidante, anti-inflamatoria, antimicrobiana e antifingica (figura 03).

Este género representa um dos elementos mais importantes do ecossistema
costeiro marinho (RUBERTO, et al. 2001), sendo essencial para a estrutura rochosa
das florestas marinhas e garantindo alimento a inUmeras espécies de organismos que
vivem nos recifes rochosos. Além disso, tem signifativo valor econémico (BERMEJO,
et al. 2016).

Este género (Cystoseira) tem sido amplamente estudada do ponto de vista
quimico e biolégico, com a maioria dos estudos centrados em espécies das costas do
Oceano Atlantico e do Mar Mediterraneo, como por exemplo: C. tamariscifolia, C.
nodicaulis, C. usneoides, C. abies-marina,C. crinite (atualmente designado como
Ericaria selaginoides, Gongolaria nodicaulis,Gongolaria usneoides, Gongolaria abies-
marina, Ericaria crinite, respectivamente), C. sedoides e C. compressa ( MHADHEBI,
et al. 2014; MONTEIRO, et al. 2014; FERRERES, et al. 2012).

A Cystoseira spp. distribui-se pelo Oceano Atlantico, Mar Mediterraneo, Mar
Egeu e Mar Negro (GUNER, et al. 2015;0RELLANA, et al. 2019) e sua composigao
varia de acordo com diversos fatores exdgenos, como por exemplo sua localizagéo

geografica, estacao do ano e fatores ambientais, também os fatores enddégenos, como
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idade, espécie (BALBOA, et al. 2013; CAGALLI, et al. 2022). Com o passar dos anos
foi descoberto que os solventes utilizados na etxracdo desses metabdlitos influenciam
de forma signifativa na constituicdo dos extratos e, comsequentemente na sua
atividade bioldgica (TRIFAN, et al. 2019;GUNER, et al. 2015; MHADHEBI, et al. 2014;
MOHY, et al. 2018; MANSUR, et al . 2020; ; MHADHEBI, et al. 2012).

Foram listados compostos isolados a partir de diferentes espécies de
macroalgas, para o0s quais existe ja reportada uma atividade bioldgica bem definida.

A Cystoseira tamariscifolia (C. tamariscifolia) tem origem na costa do Atlantico.
Esta espécie tem sido explorada pela sua capacidade de produzir compostos bioativos
(LOPES, et al. 2011). Em relacdo a sua composi¢ao quimica, foi verificada a presenca
de vérios esterdis em amostras recolhidas na costa Portuguesa, nomeadamente o
campesterol, colesterol, desmosterol, ergosterol, fucosterol, estigmasterol e G-
sitosterol (LOPES, et al. 2011). Segundo Andrade, et al. (2013) quantificaram diversos
compostos provenientes de extratos desta macroalga colhida em Portugal,
observando-se a presenca de acido hexadecandico (29.60+ 5.96 mg/100 g de alga
seca), acido octadecandico (25.54 + 1.20 mg / 100 g de alga seca) e fucosterol (34.62
+ 3.44 mg / 100 g de alga seca).

O fato de as macroalgas se encontrarem expostas a radiacdo ultravioleta
origina a formacéao de radicais livres e outros oxidantes, estimulando a producédo de
compostos antioxidantes, nomeadamente os florotaninos, estes se destacam pelas
vérias atividades bioldgicas e utiliza¢des na industria farmacéutica (THOMAS, 2011).
como forma de as espécies se protegerem dos danos estruturais nos seus 0rgaos, o
gue os torna em bons candidatos para a procura de compostos bioativos de origem
natural (FERRERES, 2012; ZUBIA, 2009).

As macroalgas sao organismos fotossintéticos que vivem no meio marinho,
podendo estar presente tanto em dgua doce como em agua salgada. Esta designacao
de macroalgas da-se as algas multicelulares com 6rgaos diferenciados (GOUVEIA, et
al. 2012). A familia Cystoseiracea e pertence a Phaeophyta (Ordem Fucales, Classe
Phaeophyceae) e inclui os géneros Acrocarpia, Acystis, Bifurcariopsis, Carpoglossum,
Caulocystis, Coccphora, Cystophora, Cystoseira, Halidrys, Hormophysa, Lundsburgia,
Scaberia e Stolonophora (Amico, 1995).

André (1970), que estudou exaustivamente a flora algal portuguesa no final da
década de 60 (do século passado), identificou e descreveu 246 espécies de
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Rhodophyceae, 98 Phaeophyceae e 60 Chlorophyceae, nimeros que nao se
alteraram significativamente desde entdo (SOUSA-PINTO, 1998).

Para além do potencial nutricional, varios estudos descrevem as algas
castanhas como ricas em compostos secundarios bioativos com importantes
propriedades biolégicas como atividade antioxidante e antiproliferativa, duas
caracteristicas importantes para compostos com potencial utilizacdo farmacéutica
(VIZETTO, et al. 2015). Foram realizados estudos com seis espécies do género
Cystoseira, nomeadamente C. compressa, C. humilis, C. tamariscifolia, C.nodicaulis,
C. baccatae, C. barbata, além disso, especificamente, a espécie C. tamariscifolia
mostrou ser a mais promissora em relacao ao isolamento de compostos com potencial
anticancerigeno, devido a sua forte atividade antioxidante, antiproliferativa e pro-
apoptoética em células de hepatocarcinoma. Além disso, foi desta espécie que foram
isolados os compostos estudados, demonstrando que esta macroalga da costa
portuguesa possui um elevado potencial na obtencdo de metabdlitos de valor
terapéutico (VIZETTO, et al. 2015).

1.1.3.1 Utilizacdo das Algas

As macroalgas tém sido utilizadas de variadas formas como alimento, na
cosmeética, na agricultura, na aquicultura e na industria alimentar e farmacéutica como
fonte de ficocolbides e outros compostos quimicos (LOPES, 2012).

Os ficocol6ides extraidos/provenientes de macroalgas, tais como o agar, o
carragenano e o alginato, tém diversas aplicacfes na industria alimentar, farmacéutica
e cosmeética como espessantes, gelificantes e estabilizantes de suspensfes e
emulsdes (PEREIRA, 2008; PEREIRA, 2011). O agar, por exemplo, é fundamental na
biotecnologia, pois é usado na elaboracdo de meios de cultura gelificados (cultura de
bactérias, algas, fungos e em cultura de tecidos), na obtencdo de anticorpos
monoclonais, interferons, alcaloides, esteroides. O agar é ainda usado na separagao
de macromoléculas por eletroforese e na sequenciacéo de acido desoxirribonucleico
(DNA) (PEREIRA, 2011). O carragenano é utilizado na cosmética como agente de
branqueamento, na alimentagéo, como por exemplo em pudins, sorvetes, gelatinas,
entre outros, e ainda em aplicacdes farmacéuticas, onde tem apresentado um papel
importante na reducdo do colesterol, no tratamento de Ulceras gastricas,
apresentando também atividade antitumoral, anti-inflamatoéria e antiviral. Por fim, a

utilizagdo alginato abrange a industria farmacéutica e cosmética, como agente de
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neutralizacdo de metais pesados e radioativos e ainda podendo ser usado em
compressas e ligaduras para queimaduras, ajudando na cicatrizacdo (PEREIRA,
2011).

Tal como os outros organismos, as algas necessitam de sintetizar e transformar
um vasto namero de compostos organicos indispensaveis para estas viverem,
crescerem e se reproduzirem. A producdo destes compostos da-se através de um
conjunto de reacgdes quimicas, que ocorrem sequencialmente e se encontram
organizadas em vias metabdlicas, mediadas e reguladas por enzimas, que necessitam
de energia na forma de ATP (DEWICK, 2002).

Apesar destes metabolitos ndo serem essenciais para o crescimento dos
organismos, estes apresentam um papel indispensavel para a prote¢ao contra o stress
abidtico e bidtico, uma vez que, uma das funcdes ligada a estes metabolitos
sintetizados é promover mecanismos de defesa contra agentes patogénicos e
predadores (DIAS, 2012). Alguns destes metabolitos sdo exclusivos das algas
(JIMENEZ-ESCRIG, 2012). Para além das funcdes que desempenham nestes
organismos, estes metabolitos secundarios sdo igualmente interessantes na medida
em que muitos apresentam propriedades Unicas para a saude e no tratamento de
certas doencas (SANTOS, 2015; HORTA, 2014).

As algas marinhas sé@o conhecidas por serem um alimento nutritivo com baixo
teor calorico, tendo na sua constituicdo proteinas, hidratos de carbono (acima
designados por ficocoldides), compostos lipofilicos, compostos fendlicos, vitaminas e
sais minerais (DOMINGUEZ, 2013; EL-SAID, 2013). As macroalgas s&o
principalmente constituidas por a4gua (80-90%); uma vez secas, estas contém cerca
de 50% de hidratos de carbono, 7-38% de minerais e uma pequena quantidade de
compostos lipofilicos (1-3%), para além de quantidades menores de compostos
fendlicos e vitaminas. Relativamente ao contetdo proteico e ao teor de fibra (hidratos
de carbono ndo digeridos pelo trato gastrointestinal) os valores sdo bastante variaveis.
No caso do conteudo proteico, este apresenta valores entre os 10 e 0os 47%, contendo
guantidades elevadas de aminoacidos essenciais. A nivel do teor de fibras, as
macroalgas possuem valores entre 0s 33 e 0s 50% (EL-SAID, 2013). Para além disso,
as algas sdo uma fonte de vitaminas sollveis (vitamina B, B2, B3, B5, B12 e C) e
insoltveis (vitamina A, E D e K) e de minerais (calcio, sodio, potassio, iodo, ferro,
zinco, entre outros) (DOMINGUEZ, 2013; EL-SAID, 2013).
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A parede celular das macroalgas € constituida por polissacarideos,
maioritariamente celulose, ulvano, alginato, fucoidanos, laminarina, carragenano e
agar. O ulvano é caracteristico das algas verdes, o carragenano e o agar das algas
vermelhas, em contrapartida, os alginatos, fucoidanos e as laminarinas séo tipicos das
algas castanhas (PEREIRA, 2011).

1.1.3.2 Metabdlitos Priméarios e Secundarios

Como outros organismos, as algas necessitam sintetizar e transformar
compostos organicos indispensaveis para sua sobrevivéncia, crescimento e
reproducao. Através de um conjunto de reacfes quimicas produzem estes compostos,
estas reacdes ocorrem sequencialmente e se encontram organizadas em vias
metabdlicas, mediadas e reguladas por enzimas, que necessitam de energia na forma
de ATP (DEWICK, 2002). Estas vias sdo comuns em todos 0S organismos,
apresentando apenas pequenas variagdes, constituindo o denominado metabolismo
primério, sendo os compostos envolvidos descritos como metabdlitos primarios. Em
contrapartida, os compostos sintetizados por outras vias e que nao sao considerados
essenciais para a sobrevivéncia das espécies sdo sintetizados pelo designado
metabolismo secundéario e intitulados de metabolitos secundarios, porém estes
apresentam uma distribuigcdo mais limitada na natureza (DEWICK, 2002).

Apesar dos metabdlitos secundarios ndo serem essenciais para o crescimento
dos organismos, possuem um papel protetor indispensavel contra o stress abidtico e
bi6ético, uma vez que, uma das funcdes ligada a estes metabolitos sintetizados é
promover mecanismos de defesa contra agentes patogénicos e predadores (DIAS,
2012). Alguns destes metabolitos sdo exclusivos das algas (JIMENEZ-ESCRIG, et al.
2012). Para além das funcbes que desempenham nestes organismos, estes
metabolitos secundarios sédo igualmente interessantes na medida em que muitos
apresentam propriedades Unicas para a saude e no tratamento de certas doencas
(SANTOS, et al. 2015; HORTA, et al. 2014).
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1.1.3.3 Método de Extracdo de Metabdlitos Secundarios

A identificacdo e caracterizacdo de metabolitos secundarios presentes em
algas envolve uma primeira fase de recolha de amostra para depois se proceder a
extracdo dos respetivos componentes. De uma forma geral, as macroalgas sao
colhidas em zonas costeiras, sendo posteriormente lavadas, a fim de remover sal ou
impurezas. Para se poder proceder a extracdo, as algas tém de ser secas e moidas
de forma a obter uma amostra homogénea (KADAM, et al. 2013).

A escolha do solvente de extragdo é essencial para a composi¢éo final do
extrato obtido. Esta escolha ira depender da polaridade dos compostos que se
pretende extrair, podendo se tratar de um mistura de solventes se assim for
necessario. Tém sido utilizados um grande nimero de solventes, como por exemplo,
a agua, acetona, tolueno, hexano, ciclo-hexano, metanol, etanol, cloroférmio e
diclorometano (STARMANS, 1996; RAMLUCKAN, et al. 2018). Extrato lipofilicos de
algas tém sido extraidos com sucesso usando o diclorometano como solvente
(SANTOS, 2015).

A extracdo de compostos a partir de amostras sélidas é de uma forma geral
realizada pelo método de extracdo sdlido-liquido (LUQUE DE CASTRO, 1998). A
escolha do método mais adequado varia de acordo com a natureza dos compostos
alvo, de forma a obter-se o maior rendimento e pureza possiveis (KADAM, 2013). A
fim de extrair compostos lipofilicos, a extracdo em Soxhlet tem sido utilizada como
técnica de referéncia (SANTOS, 2015; VILELA, 2014; RAMOS, 2013). Esta € uma
técnica relativamente barata e simples, permitindo obter um rendimento de extracéo
mais elevado do que a maioria dos outros métodos (por exemplo a extracdo com
fluidos supercriticos ou extracdo por micro-ondas) (LUQUE DE CASTRO, 1998).

1.1.3.4. Atividade Biol6gica das Macroalgas

As algas castanhas, devido a presenca de compostos bioativos na sua
composicdo, sdo também j& usadas devido a sua afinidade biolégica, com atividades
antioxidante, anti-inflamatoria, antimicrobiana e antifungica (SANTOS, et al. 2015). Na
Tabela 2 estdo listados compostos isolados a partir de diferentes espécies de
macroalgas, para os quais existe uma atividade biologica bem definida.
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Para além destes compostos, também se destacam os florotaninos, devidas as
varias atividades biologicas (Tabela 3), com vista a sua utilizacdo na industria
farmacéutica (THOMAS, 2011).

Anti-inflamatérias e antioxidantes, essas sao duas atividades biologicas de
grande importancia para a prevencao e tratamento de diversas doencas, algumas
delas na area da neurologia. Entre as doencas neurodegenerativas cada vez mais
prevalentes no mundo, as doencas de Alzheimer e Parkinson se destacam como duas
das mais debilitantes (KOVACS, 2017), apresentando neuroinflamacdo e estresse
oxidativo como caracteristicas (JORDA, et al. 2020), e para 0s quais ainda néo existe
tratamento, o que faz com que a prevencdo seja de extrema importancia. A
neurodegenerativa mais comum €& a doenca de Alzheimer, ocorrendo
principalmente em pessoas com mais de 65 anos, principalmente em mulheres
(ASSOCIATION, 2020). Estima-se que nos Estados Unidos existam cerca de 13,8
milhdes de pessoas que sofrem de deméncia, sendo o Alzheimer a doenca
demencial mais frequente (ASSOCIATION, 2020). Esses tipos de doencas
tornam os pacientes muito debilitados, onde geralmente sdo necessarios
cuidadores tanto no nivel hospitalar qguanto em casa, e esses cuidados incorrem
em altos custos. Esta doenca é caracterizada por perda de neurbnios, proliferacéo

de células da glia e acumulo de emaranhados neurofibrilares (NFT).



Tabela 2- Compostos Isolados a Partir de Macroalgas com Respectiva Atividade Biolégica

Classes

compostos

Acidos Graxos

Esterodis

Diterpenos

Polissacarideos

de Composto(s)

Acido

estearidonico
Acidoy-
linolénico
PUFAs w3 e w6
B-sitosterol
Fucosterol
8,10,18-tri-
hidroxi-2,6-
dolabeladieno
(6R)-6-
hidroxidicotoma-
1,14-dieno-1,17-
dial
Galactofucanos

Fucoidanos

Laminarina

Atividade

bioldgica

Atividade

antimicrobiana

Reducao do
risco de doencas

cardiovasculares

Reducéo do
colesterol

Anti-diabetes

Inibicéo da
infecdo de HSV
1

Diminuicdo do
teor de proteinas
precoces de HSV
1

Inibic&o da
infecdo do HSV 1
e?2

Anti-tumural

Anti-apoptética

Fonte: (adaptado de (TRINDADE, 2016)).

Macroalga

Enteromorpha

linza

Pelvetia

siliquosa

Dictyota
pfaffii

Dictyota

menstrualis

Adenocystis

utricularis

Undaria

pinnatifida

Laminaria

japonica

Ref.

(PARK N-H, et
al. 2013)

(MIYASHITA,
2013)

(PAL, 2014);
(LEE YS, et al.
2004)

(ABRANTES,
et al. 2010)

(TRINCHERO,
2009;
YANG C, et al.
2008; KIM K-
H,et al. 2006)

et al.
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Tabela-3 Florotaninos Encontrados em Macroalgas Castanhas e as Suas Respectivas Potenciais
Atividades Biolégicas.

FLOROTANINOS ATIVIDADE BIOLOGICA
6,6’-Biecol
Florofucofuroecol B Anti-alérgico

Ecol e Diecol

Dioxinodesidroecol Anti-cancerigeno
Diecol
Ecol Anti-diabético

Florofucofuroecol
Difloreto-hidroxicarmalol

Diecol

Ecol Anti- fotoenvelhecimento

Ecol
Florofucofuroecol Anti-hipertensao
Diecol

6,6’-Biecol Anti virus da imunodeficiéncia
8,8’-Biecol humana (Anti HIV)
8,8’-Diecol

8,8’-Biecol
Florofucofuroecol-A Antioxidante
Ecol

Diecol

Diecol Inibicdo da metaloproteinase da

Ecol e Fucofuroecol-A matriz

Fonte: (adaptado de (THOMAS, 2011)
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1.1.4. Nanoparticulas de Ouro

Nos ultimos anos, o desenvolvimento de métodos eficientes de quimica verde
para sintese de nanoparticulas de metal surgiu como uma alternativa ecoldgica para
a producéo de nanoparticulas bem caracterizadas (CHOUDHARY, 2018). Atualmente,
as nanoparticulas de ouro estdo em uso intensivo devido as suas atraentes
propriedades fisico-quimicas e bioldgicas, bem como as suas possiveis aplicacdes no
desenvolvimento de novas tecnologias para nanomedicina, tanto em terapia quanto
em diagndstico (QUIN, et al. 2018; PRADO-LOPEZ, et al. 2018)

A sintese verde de nanoparticulas também é um tema bastante atual, o que
permite aproveitar ao maximo as propriedades terapéuticas, evitando o uso de
materiais altamente toxicos e demonstrando ser uma técnica ecologicamente
correta e de baixo custo (RAJESHKUMAR, et al. 2021; MACHADO, et al. 2021).

Um dos objetivos da utilizacdo de NPs em nanomedicina é o transporte
de substancias, particularmente compostos bioativos para os tecidos e células
alvo, considerando esta funcdo, a combinacdo de macroalgas e NPs pode
potencializar a sua eficacia terapéutica e reduzir ainda mais a eventual toxicidade
das substancias transportadas (MUKHERJEE, 2013).

Os sistemas de administracdo de medicamentos podem superar alguns
dos maiores problemas na administracdo de medicamentos, como falta de
especificidade, baixa biodistribuicédo, eficiéncia reduzida, falta de seletividade e
efeitos colaterais (Figura 4) (GONCALVES, 2023). O pequeno tamanho das NPs
(1 a2 100 nm), confere a elas propriedades Unicas, como a relacao superficie/area
e potentes carreadores de farmacos (CABRERA, 2014). Além disso, suas
diferentes formas, tamanhos e composic¢des, tém mostrado enorme importancia
na medicina, tendo aplicabilidade no diagnéstico e terapia de doencas
(MARCHANT, 2009). Possuem vantagens na reducdo da concentracdo dos
farmacos, reducdo da toxicidade, melhoria da solubilidade, protecdo dos
farmacos durante a circulagdo e prevencdo da degradacdo (LEE, et al. 2006;
NOOLI, et al. 2017).
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Figura 4- Relacdo entre Caracteristicas Importantes de Nanoparticulas (NP) e Vantagens da

Entrega de Compostos Mediada por Nanoparticulas.
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Fonte: (GONCALVES, et al. 2023).

Embora o uso de compostos naturais de origem marinha possa ser util no tratamento
e/ou prevencao de certas doencas neurolégicas, muitas vezes é dificil garantir que a
guantidade adequada do composto desejado chegue ao local alvo. Desta forma, a
atividade biolégica das macroalgas pode ser potencializada por nanocarreadores
que entregam os extratos de algas ou compostos derivados as células, tecidos ou
orgaos desejados. Para se obter a formacado do extrato aquoso da alga CT e para a
formacao de nanoparticulas de ouro, segue-se alguns passos e apos adiciona-se o
sal de ouro ao extrato da alga CT em temperatura ambiente onde é monitorada a
reacao por espectroscopia UV-Vis. A mudanca de cor observada e o aparecimento
da banda de ressonancia superficial (SPR) caracteristica das nanoparticulas de ouro
em 537 nm, permitem confirmar a reducao e formac&o de nanoparticulas de ouro

(figura 5) (GONCALVES, et al. 2023).
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Figura 5- Preparacdo do extrato aquoso da alga Cystoseira tamariscifolia (CT) e das

nanoparticulas de ouro biossintetizadas com o extrato de alga Cystoseira tamariscifolia (CT).
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(GONGALVES, et al. 2023).

Além disso, as propriedades de alguns nanoparticulas (NPs) podem ter
atividades sinérgicas com os extratos de algas, nomeadamente anti - propriedades
inflamatorias, antioxidantes, antifngicas e antibacterianas. A nanotecnologia tem
crescido a ponto de suas aplicacBes atingirem diversas areas, desde a industria de
alimentos e agricultura, até o processamento e embalagem de produtos alimenticios,
cosmeéticos, industria téxtil, indastria farmacéutica e medicina (SCOTT, et al. 2018;
YETSEN, et al. 2016). Desta forma, também serdo abordadas aplicacoes de NPs em
medicina, diagnodstico, imagem e terapia de doencgas. Uma das aplicacdes mais
significativas de NPs é na entrega de drogas (MUKHERJEE, 2013).

As NPs sédo frequentemente divididas em dois grupos: nanocarreadores
organicos e inorganicos. NPs inorganicos incorporam principalmente particulas
metalicas. Neste grupo podemos constatar que alguns dos mais comuns consistem

em nanotubos de carbono, ouro, prata e NPs magnéticos, entre outros. Micelas,
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lipossomas, NPs lipidicas solidas e dendrimeros se encaixam no tipo organico de
carreadores. As NPs sdo muito versateis e possuem inUmeras aplicacées na area da
biomedicina, figura 6 (GONCALVES, et al. 2023).

Figura 6- Principais Tipos de Nanoparticulas e Estratégias para Atingir o Acamulo
nos Tecidos-alvo, por Direcionamento Passivo ou Ativo (Incluindo Mediados por Ligantes).
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Fonte: (GONCALVES, et al. 2023).

1.1.5-Sistema Nervoso Entérico
Estendendo-se da boca até o anus, percorrendo as cavidades: toréacica,

abdominal e pélvica constitui-se o TGI; no individuo vivo, ele mede aproximadamente
5 a 7 metros. E composto pela cavidade oral, orofaringe, eséfago, estbmago, intestino
delgado e intestino grosso. O TGI juntamente com o0s 6rgdos acessorios da digestao
(dentes, lingua, glandulas salivares, figado, vesicula biliar e pancreas) contribui de
forma direta para a manutencdo da homeostasia, sendo uma via de obtencao de
energia para o individuo (TORTORA & DERRICKSON, 2010).

O sistema nervoso entérico (SNE) € uma divisado do sistema nervoso, o qual se
apresenta constituido por células nervosas organizadas formando uma rede neural
localizado na parede dos 6rgéos do trato gastrintestinal. E composto por dois grandes

plexos nervosos interconectados, o0 plexo mioentérico e o0 plexo submucoso
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(FURNESS & COSTA, 1987).

O plexo mioentérico ou de Auerbach localiza-se entre a tanica muscular
longitudinal externa e a tinica muscular circular interna, estendendo-se ao longo do
trato digestorio, desde o eséfago até o reto (FURNESS, 2006). O plexo submucoso
(Meissner) é proeminente nos intestinos delgado e grosso e, localiza-se abaixo da
mucosa e junto a camada circular do muasculo liso. Suas malhas sdo menores do que
0 plexo mioentérico, suas fibras interconectadas sdo mais finas e o ganglio € menor
(FURNESS, 2006).

Por interferir nas funcbes fisiologicas do SNC, afetando as vias de
neurotransmissores, as alteracbes na microbiota intestinal podem estar
correlacionadas as fungdes do sistema nervoso central. O sistema nervoso
entérico consiste em aproximadamente 100 trilhGes de neuronios que se
estendem do es6fago ao anus. Estes, estdo dispostos em dois plexos o
mioentérico e o submucoso. Neurdnios pds ganglionares simpaticos, presentes
no sistema nervoso autbnomo (SNA), fazem sinapses com 0S neuronios
localizados nos plexos mioentérico e submucoso (TORTORA; DERRICKSON, et.
al. 2012).

Com a evolucéo das técnicas de imuno-histoquimica, os neuromediadores do
SNE comecaram a ser estudados e foi possivel identificar até o momento, ao redor de
14 tipos funcionais de neurbnios entéricos, incluindo os neurbnios motores
(excitatérios e inibitérios), interneurbnios e neurdnios sensoriais que controlam as
funcdes gastrintestinais (FURNESS, 2006a). A rede neural do plexo mioentérico esta
envolvida com a regulacéo reflexa das atividades contrateis da musculatura externa,
enquanto os neurdnios motores do plexo submucoso estdo relacionados com o
controle das atividades secretomotora e vasomotora da tiinica mucosa (FURNESS, et
al. 2003) (Figura 7).
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Figura 7- Representacdo Esquematica do SNE do Intestino Delgado.
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Fonte: (FURNESS,2003).

A literatura tem demonstrado que o SNE é muito afetado nas doencas infla-
matorias intestinais, com necrose, apoptose e degeneracdo dos ganglios entéricos
(GEBOES & COLLINS, 1998; LOMAX, et al. 2005). Segundo Koberle (1968), para o
desenvolvimento do megacolon ou do megaesodfago € preciso que haja uma destrui-
cdo neuronal acima de 50% e de 80%, respectivamente. Nos modelos de inducéo
guimica, um agente exdgeno € administrado para inducdo da DII, por exemplo, acido
acético, acido trinitrobenzenosulfénico (TNBS), sulfato sédico de dextrana (DSS)
(MORRIS, et al. 1989).

Também em ratos, o modelo de administracdo anal de acido acético induz
modelo de inducédo aguda que vem sendo utilizado extensamente em animais, uma
vez que permite rapidamente a formag&o do processo inflamatorio, sendo possivel
observar alteracdes apos 12 horas de sua administragdo (FILMANN, 2007). Reproduz
um processo inflamatoério no colén com formacgéo de abscessos cripticos, infiltrado de

leucocitos, edema de submucosa e ulceracdo da mucosa (SALLES, et al. 2019).

No trato digestorio a isquemia/reperfusao intestinal (I/R-i) promove a perda
significativa dos neurdnios do plexo mioentérico e submucoso, bem como uma dimi-
nuicdo da densidade e do tamanho dos neurdnios, resultando em altera¢cdes impor-
tantes da motilidade intestinal (PAULINO, et al. 2011; PALOMBIT, et al. 2013). Em
modelos de desnutricdo, houve uma recuperagéo do peso corporal e do perfil de cé-

lulas neuronais no plexo mioentérico em animais inicialmente privados de alimentos e
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posteriormente realimentados, mostrando a capacidade de regeneracdo dos neur6-
nios mioentéricos apés a desnutricdo (CASTELUCCI, et al. 2002).No modelo experi-
mental de inflamacé&o intestinal tem sido possivel constatar alteragdes na diminuicéo
dos neurbnios dos ganglios entéricos, anormalidade nas fun¢des contréateis e secre-
tora do colo distal associados com diarreia (COLLINS, 1996; GALEAZZI, et al. 2000,
JACOBSON, et al. 1997).

Da Silva et al. (2017) demonstraram que neurdnios secretomotores, vasodila-
tadores, IPANs e células gliais entéricas sao afetados pela DC e CU. Também foi
demonstrado que os neurdnios do plexo mioentérico foram afetados na densidade em
seu perfil neuronal (SILVA et al., 2015).

Desordens gastrointestinais causadas pelas DlIs, como a inflamacéo estéo re-
lacionadas a altera¢gGes da motilidade, tipicamente envolvendo comprometimento fun-
cional e dano estrutural do SNE, sendo sua recuperacao possivel apenas pela restau-
racao da funcdo neural, onde a proliferacdo axonal pode reestabelecer conexdes per-
didas (VENKATARAMANA et al., 2015). Gulbransen et al. (2012), comprovam que a
inflamacéo intestinal pode causar disturbios na transmissdo neuromuscular entérica
inibitéria no célon, assim como a morte dos neurbnios entéricos, contribuindo dessa
forma para alteracdes na motilidade intestinal negativamente a longo prazo.

Estes trabalhos demonstram que a complexidade neuroquimica do SNE é
ainda maior do que se imaginava e suscitam a necessidade da realizacdo de mais
trabalhos que visem a sua caracterizagcdo, principalmente em patologias
gastrintestinais, como a doenca de Crohn, diverticulites e colite ulcerativa, onde estas

fazem parte das DII, nas quais o perfil neuroquimico do SNE estaria alterado.



1.1.6 Células Gliais
Rudlof Virchow (1846), patologista aleméo, observou as células gliais pela

primeira vez, como uma substancia “macia, medular e de natureza fragil”,
contrastando com o tecido fibroso dos neurdnios, como se aquelas fossem a
cola  mantenedora destes, originando o nome neuroglia ("nerve-glue”). Até a
década de50, a neuroglia era vista como um mero suporte estrutural, a partir da
década de 70 as células gliais comecaram a ser vistas ndo mais apenas como
suporte mecanico e metabdlico, mas também como uma estrutura funcional no
sistema nervoso central. As células da glia apresentam diferentes tipos
morfolégicos, as células localizadas exclusivamente no sistema nervoso central
(SNC), incluem astrocitos, oligodendrécitos, micréglia e células ependimérias
(KIMELBERG,H.K. ; NORENBERG, M. D., 1989).

A primeira descricdo das células da glia entérica foi feita por Dogiel
(DOGIEL.,1899). Células gliais entéricas sdo descritas como pequenas células de
forma estrelada que interconectam neurénios dentro dos ganglios entéricos e feixes
de fibras nervosas (GABELLA G.1972).

As marcacfes de células gliais entéricas também podem ser feitas pela
proteina S100 beta em experimentos imuno-histoquimicas, uma proteina ligante de
Caz+ que tem como funcao auxiliar no controle da homeostase intracelular desse
ion, através da mediacédo de ATPextracelular (FERRI et al., 1982b; HANANI et al.,
2000; ZHANG et al., 2003; MENDES et al., 2015).

Uma das principais funcbes das glias entéricas, segundo a literatura € o
auxilio na sustentacao estrutural do sistema nervoso entérico, porém estudos mais
recentes constataram que esta populacao de células tem participagéo relevante na
fisiopatologia de reacdes inflamatorias, condicbes de dismotilidade intestinal e séo
afetadas pela colite (BASSOTTI et al, 2007; DA SILVA et al., 2015; 2017). Além de
serem essenciais para a manutencdo da vitalidade dos neurdnios, exercem
atividades imunoldgicas (comocélulas apresentadoras de antigenos), protecéo de
neurdnios em desordens intestinais causadaspor diabetes e fungdes homeostaticas
(BASSOTTI et al., 2007; LUO et al., 2018).

Apresentando um papel complexo no SNE, as células gliais entéricas
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exercem influéncia na sobrevida dos neurénios, durante o desenvolvimento ou
apos uma lesao intestinal fazem neurogénese e também atuam na modulacdo de
processos fisiologicos (GULBRANSEN; SHARKEY, 2012).

Degeneracdo do epitélio da mucosa, dismotilidade e ma absorcdo de
nutrientes por parte dos segmentos intestinais, sdo algumas das disfuncées
observadas apos alteragGes das glias entéricas, demonstrando assim a influéncia
direta da homeostase glial na digestdo e na neurotransmissao entérica (OKURA et
al., 2019).

As células gliais entéricas maduras expressam proteina fibrilar 4cida glial
(GFAP), vimentina e S100 e para sua identificacdo utiliza-se frequentemente
métodos imunohistoquimicos como a marcacgéo de células que expressam GFAP
e S100 (HAGSTROM; OLSSON, 2010; RUHL; NASSER; SHARKEY, 2004).

No SNE a GFAP é considerada um marcador de células gliais entéricas e
sua expressdo € modulada por proliferacdo de células gliais entéricas,
diferenciacéo e inflamacéo (CIRILLO et al., 2011). O aumento dos niveis de GFAP
em processos inflamatérios tem sido relatado e essas observacdes indicam que a
expressdo de GFAP é dinamicamente regulada e reflete o estado funcional de uma
célula glial entérica, mas sdo necessarios mais estudos para compreender melhor
suas fun¢des (RUHL, 2005; RUHL; NASSER; SHARKEY, 2004).

A S100 é uma proteina ligante de célcio que pode ser encontrada no
citoplasma/nicleo. E o marcador que tem sido mais utilizado, é considerado um
pan-glial no SNE, e tem algumas fun¢des, como a regulacao da estrutura e funcao
do citoesqueleto e a homeostase de calcio no citoplasma das células gliais
entéricas (GONZALEZ-MARTINEZ et al., 2003; HSIEH et al., 2004; RUHL, 2005).

Estudos sobre a marcacgéo de células gliais através da marcagao imuno-
histoquimica da proteina fibrilar glial acida (GFAP), foram feitos por Jessen e
Mirsky (1983). Assim, foi comprovado os efeitos da colite ulcerativa em
humanos ou em protocolos de animais nas gliasentéricas imunorreativas ao
GFAP e ao S100 beta do SNE de pacientes com colite ulcerativa através de
testes com o Fator Netrofico Derivado da Glia (GDNF) em biépsias desses
pacientes(VON BOYEN et al., 2011; DA SILVA et al., 2015; 2017).

Ao longo das ultimas décadas, o conhecimento sobre o papel das células da
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glia vem expandindo, acreditava-se que as células gliais limitavam as suas funcfes
em promover defesa do sistema nervoso contra agentes patdégenos, remover
neurdbnios mortos, formar a bainha de mielina, nutrir e dar sustentacdo aos
neurdnios, porém, essas ceélulas também apresentam as seguintes fung¢des: guiar
0S neurGnios em sua migracdo e os axdnios no seu crescimento; diferenciacao
neural; manter a homeostase neuronal, regulando o pH extracelular, tamponando
0s niveis de ions extracelulares como o K+, Na+ e lactato; participar na formacao
da barreira hemato-encefalica, intermediando o transporte de substancias entre o
sangue e os neurdnios; sintetizar e liberar compostos neurotréficos; formar tecido
cicatricial em resposta a perda neuronal e participam de respostas imune (LENZ,
G., 1996).

O SNE também contribui juntamente com as células gliais entéricas para a
manutencdo da integridade da barreira epitelial entre o limen do intestino e as
células da parede intestinal (FURNESS, 2012; SAVIDGE et al., 2007; TOUMI et al.,
2003).
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2.0 JUSTIFICATIVA

Com 1,5 milh&o de portadores na América do Norte, 2 milhdes na Europa e 1,5
milhdo de pessoas no restante do mundo, estima-se que 5 milhdes de pessoas sejam
acometidas pela doenca inflamatdria intestinal. Existindo ainda, as subnotificacdes ou
nao notificacdes atribuidas a doencas global do século XXI, da qual fazem parte a
Colite Ulcerativa (CU) e Doenca de Crohn (DC).

As formas terapéuticas convencionais para Doenca de Crohn, embora
ajudem no alivio dos sintomas, séo insatisfatérios para grande parte dos pacientes,
por conta dos efeitos colaterais, alto custo dos medicamentos e dificil acesso, acabam
apresentando riscos de ndo-adesao terapéutica entre 0os pacientes.

Pesquisas acerca de produtos naturais e suas aplicagdes no tratamento
de diversas doencas inflamatérias como por exemplo a DII, estdo cada vez mais em
evidencia e a literatura enaltece os beneficios do extrato da alga Cystoseira
tamariscifolia e seus efeitos farmacolégicos promissores atribuidos a sua atividade
biologica, que impactam diretamente na saude da populagdo acometidas de diversas
enfermidades de grande repercussdo social como: canceres, Ulceras gastricas e
intestinais, diabetes, inflamacdes e infecces de grande espectro, geralmente levando
esses portadores a grande morbidade ou mortalidade.

O uso de nanoparticulas pela industria farmacéutica tem aumentado, pois
as vantagens da entrega de compostos mediada por elas mostram-se promissoras,
atingem o acumulo nos tecidos-alvo, por direcionamento passivo ou ativo auxiliando
o farmaco nos seus efeitos bioldgicos, na sua aplicagéo e finalidades farmacolégicas,
proporcionando por consequéncia, agregacao comercial e beneficios aos usuarios em

tratamentos.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

O objetivo geral deste projeto € avaliar o potencial biol6gico antiinflamatorio e
antioxidante das nanoparticulas de ouro biossintetizado com extrato de alga
Cystoseira tamariscifolia (Au@CT) no modelo experimental de Doenca de Crohn (DC),
sobre morfologia, atividade anti-inflamatoria, antioxidante e atividade das células gliais

do sistema nervoso entérico.

3.2. Objetivos especificos

1. Avaliar o efeito do protetor do extrato de alga Cystoseira tamariscifolia (CT)
bem como das nanoparticulas de ouro biossintetizado com extrato de alga Cystoseira
tamariscifolia (Au@CT), no modelo experimental de DC, através de analises

macroscopicas, morfométrica e histolégicas do célon dos animais;

2. Investigar o potencial antiinflamatorio do extrato de alga Cystoseira
tamariscifolia (CT) no modelo experimental de DC induzida pelo &cido acético, através
da determinacdo dos niveis de mieloperoxidase e das citocinas pro-inflamatorias:

interleucina | beta (IL-1 beta) e TNF alfa;

3. Investigar o potencial antioxidante do extrato de alga Cystoseira
tamariscifolia (CT) no modelo experimental de DC induzida pelo &cido acético, através
da determinacédo dos niveis de glutationa reduzida (GSH), de malondialdeido (MDA)
e atividade da mieloperoxidase (MPO);

4. Estudar a participagéo das células gliais do plexo mioentérico, como S100
beta e GFAP por imuno-histoquimica no modelo experimental de DC induzida por
acido aceético a 8%.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Aspectos éticos

Os experimentos realizados seguiram rigorosamente as normas estabelecidas
pelos principios éticos da experimentacdo animal adotados pelo Conselho Nacional
de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA). O projeto foi submetido e
aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) n° 6185090320, da
Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceara (UFC).

4.2. Animais

Foram utilizados nos experimentos camundongos Swiss machos (Mus
musculus) com massa corporea entre 25 g e 30g, oriundos do Biotério Setorial do
Departamento de Fisiologia e Farmacologia- UFC.

Durante o estudo, os animais foram mantidos no biotério do Nucleo de Estudos
em Microscopia e Processamento de Imagem, os animais foram mantidos em gaiolas
apropriadas, em numero de seis ou oito, a temperatura de 22-24°C, em ciclo
circadiano claro/escuro de 12 horas, recebendo racéo padrao (Purina Chow) e agua
and libitum. Os animais foram colocados em jejum de sélidos 16 horas antes da

realizacdo dos experimentos.

4.3. Drogas e Reagentes
Os farmacos, os reagentes e as solucdes utilizadas neste estudo encontram-
se detalhados no apéndice (APENDICE A).

4.4. Obtencédo do extrato da alga Cystoseira tamariscifolia (CT) e das
nanoparticulas de ouro biossintetizado com extrato de alga Cystoseira
tamariscifolia (Au@CT)

O extrato aquoso liofilizado da alga Cystoseira tamariscifolia (CT) e das
nanoparticulas de ouro biossintetizado com extrato de alga Cystoseira tamariscifolia
(Au@CT) foram cedidas pela pesquisadora responsavel pela obtencdo do produto,
Dra. Andréa Ferreira de Castro Gomes, do Instituto de Ciéncia e inovacao para Bio-
Sustentabilidade (IB-S), Universidade do Minho, Departamento de Biologia, Campus
de Gualtar, Braga, Portugal.
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4.5. Modelo de Doenca de Crohn (DC) experimental induzido pela
administracdo do Acido Acético (AA 8%) em camundongos

Inicialmente para a preparacdo do coélon os animais ficaram 12h em jejum e
com agua ad libitum. Para indu¢éo da DC, 8% ml do AA foi diluido em 4gua destilada
(100ml), sendo esta solu¢cdo administrada num volume de 0,2ml por 10 gramas de
peso animal. Os animais foram previamente anestesiados via intraperitoneal (IP)
com uma mistura de cetamina (100mg/kg) e xilazina (20mg/kg) e posicionados em
decubito lateral esquerdo e introduzido, por via retal, um cateter de polietileno n° 6
medindo 4 cm de comprimento para a administracdo das solucées de AA 8% ou
salina. Cada animal permaneceu suspenso pela cauda por 30 segundos para evitar

o retorno das solugdes (figura 8).

Figura 8- Modelo Experimental da Doencga de Crohn Induzida por Acido Acético.
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Anestesia: quetamina (60mg/kg) e 0.6 ml de solugdo de acido acético Suspensdo pela cauda por 30 segundos
xilazina (5mg/kg) I.p .ou salina via retal para evitar o retorno das solugdes,

Fonte: Adaptado de (CARNEIRO, 2019).
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4.6. Grupos Experimentais

Os animais foram divididos em nove grupos experimentais, sendo cada grupo
composto por dez animais, distribuidos da seguinte forma:

Grupo controle: Os animais foram submetidos ao modelo experimental de DC
com administracdo de solucéo salina a 0.9% em um volume de 0,8mL por via retal,
em substituicdo ao AA 8%;

Grupo colite: Os animais foram submetidos ao modelo experimental de DC
com administracao de 4cido acético 8% (AA 8%), 0,8mlpor via retal;

Grupo dexametasona: Os animais foram pré-tratados com dexametasona
0,2ml/30g, via intraperitoneal (IP), 1 horas antes da inducéo da DC por solucao de AA
8%,0,8ml por via retal;

Grupo CT (25 mg/kg): Os animais foram pré-tratados com extrato de CT, na
dose de 25 mg/Kg, por via oral, 1 horas antes da inducdo da DC por solucédo de AA
8%, 0,8 ml por via retal;

Grupo CT (50 mg/kg): Os animais foram pré-tratados com extrato de CT, na
dose de 50 mg/Kg, por via oral, 1 horas antes da inducdo da DC por solugcéo de AA
8%, 0,8mlpor via retal;

Grupo CT (100 mg/kg): Os animais foram pré-tratados com extrato de CT, na
dose de 100 mg/Kg, por via oral, 1 horas antes da inducdo da DC por solucdo de AA
8%, 0,8mlpor via retal;

Grupo Au@CT (25mg/kg): Os animais foram pré-tratados com Au@CT, na
dose de 25 mg/Kg, por via oral, 1 horas antes da inducdo da DC por solucédo de AA
8%, 0,8mlpor via retal;

Grupo Au@CT (50mg/kg): Os animais foram pré-tratados com Au@CT, na
dose de 50 mg/Kg, por via oral, 1 horas antes da inducdo da DC por solugcéo de AA
8%, 0,8mlpor via retal;

Grupo Au@CT (100mg/kg): Os animais foram pré-tratados com Au@CT, na
dose de 100 mg/Kg, por via oral, 1 horas antes da inducdo da DC por solucdo de AA
8%, 0,8mlpor via retal.
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4.7. Procedimentos de Eutanasia

12 horas apo6s inducéo da colite, todos os animais do estudo foram submetidos
a eutanasia, através de overdose de cetamina (300 mg/Kg) e xilazina (30 mg/Kg),
ambos por via intraperitoneal, seguida de exsanguinacdo. Usando técnicas
operatorias padronizadas, foi realizada laparotomia através de incisdo mediana,
disseccéo e remocgao de segmento colonico para estudo, tendo como limite proximal
0 colon descendente a cerca de 6 cm da sinfise pubica e o limite distal com o reto,
seccionado ao nivel da reflexdo peritoneal. As pecas foram abertas longitudinalmente,
lavadas com soro fisiolégico e armazenadas para posterior avaliacdo macroscopica,

histoldgica e bioguimica.

4.8. Avaliacdo Macroscopica

Ap6s 12h da inducéo da colite, todos os animais do estudo foram submetidos
a eutanasia, seguida de exsanguinacao. Usando técnicas operatorias padronizadas,
foi realizada laparotomia através de incisdo mediana, dissec¢cdo e remocao de
segmento coloénico para avaliacdo macroscopica. As pecas foram abertas
longitudinalmente, lavadas com soro fisiologico e distendidas sobre uma superficie
plana, sendo avaliadas por um pesquisador cego para os grupos do trabalho, que
realizou uma analise macroscopica com a utilizacdo de lupa estereoscépica e aplicou
o escore de inflamacéo abaixo (tabela 4) (MORRIS et al., 1989):
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Tabela 4- Escore de Inflamagao Através de Analise Macroscoépica com a Utilizagdo de Lupa

Estereoscopica.

CRITERIO ESCORE
APARENCIA NORMAL 0
HIPEREMIA FOCAL, SEM ULCERA 1

ULCERAGAO SEM HIPEREMIA QU ESPESSAMENTO DA PAREDE |2

COLONICA
ULCERACAO COM INFLAMACAO EM UMA REGIAO 3
ULCERACAO/INFLAMACAO EM DUAS OU MAIS REGIOES 4

LESAO PRINCIPAL SE EXTENDENDO POR 1 CM AO LONGO DO |5
COLON

QUANDO A LESAO PRINCIPAL SE EXTENDE POR MAIS QUE 2 CM | 6-10
AO LONGO DO COLON, 1 PONTO E DADO PARA CADA CM
ADICIONAL
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4.9. Avaliacdo Microscoépica

Na area que macroscopicamente apresentava o0 maior comprometimento
inflamatério em cada colon dissecado foi isolado um segmento de 1 cm,
acondicionado em cassete e encaminhado para fixacdo em formol a 10%. Apés 24
horas todos os cassetes foram mergulhados em éalcool absoluto para desidratacao.
Apés diafanizagcdo com xilol e inclusdo com parafina, as laminas foram preparadas e
coradas com hematoxilina e eosina. As laminas foram avaliadas por um pesquisador
cego para os grupos do trabalho, que realizou uma andlise microscopica e aplicou o
escore de inflamagao abaixo (tabela 5) (APPLEYARD; WALLACE, 1995):

Tabela 5- Escore de Inflamacé&o por Analise Microscoépica

CRITERIO ESCORE

PERDA DE ARQUITETURA DA MUCOSA 0-3

INFILTRAGAO CELULAR 0-3

ESPESSAMENTO DA CAMADA MUSCULAR |0-3

FORMACAQ DE ABSCESSO EM CRIPTA 0-1

AUSENCIA DE CELULAS CALICIFORMES 0-1
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4.10. Avaliacao de Atividade da Mieloperoxidase (MPO)

Mieloperoxidase (MPO) é uma enzima presente, predominantemente, nos
granulos azurdfilos dos neutrofilos e tem sido utilizada como um marcador quantitativo
da infiltracdo de neutréfilos nos processos inflamatorios em varios tecidos.
Resumidamente, 50 a 100 mg de célon de cada animal foram colocados hum tampao
1 (NaCl 0,1 M + NaEDTA 0,015 M/L de NaPO4 0,02 M em pH 4,7). Posteriormente,
homogeneizados num Politron (13000 rpm). Sendo centrifugado a 15 minutos (3000
rpm). Logo em seguida, o sobrenadante foi retirado e o precipitado, novamente foi
centrifugado no tampéo 1 e colocado para centrifugar nas mesmas condi¢des. O
sobrenadante foi, mais uma vez, retirado e, entédo, o precipitado foi homogeneizado
(Politron - 13000 rpm) em um tampéao 2 (HTAB (0,05%) /200 ml de NaPO4 0,05 M). A
préxima etapa foi colocar esse homogenato para congelar e descongelar em
nitrogénio liquido (2 vezes). Posteriormente, o homogenato foi centrifugado a 10000-
20000 rpm por 15 minutos. Finalmente, o sobrenadante foi pipetado na placa (5-10 pl)
+ 45 ul de NaPO4 0,08M e mais a solugao de leitura [TMB 25 ul (6 min) + H202 100
Ml (5 min)]. A reacao foi terminada com o acréscimo de H2SO4 50 ul (4M) e lida em
um leitor de placa a 450 nm. Assim, o infiltrado neutrofilico foi obtido a partir de uma
curva padrao de neutrdfilos. Os resultados sédo expressos como unidades de MPO por
miligrama de tecido (CARVALHO et al., 2015).

4.11. Determinacao dos Niveis de Glutationa Reduzida (GSH)

A concentracdo de glutationa reduzida (GSH) foi realizada de acordo com o
método proposto por Sedlak e Lindsay (1968), que baseia-se na reacdo do DTNB [5,5
ditidio-bis-(acido-2-nitrobenzdico)], com o tiol livre originando um dissulfeto misto mais
acido, o acido 2-nitro-5-benzdico; para determinacdo de grupos sulfidricos néo
proteicos (NPSH). A determinagao da GSH, foi feita em amostras de tecidos da mucosa
intestinal correspondente ao ileo (100mg/mL) onde, apds descongelamento, foram
mantidas no eppendorf em um bécker com gelo e, posteriormente homogeneizada em
um homogeneizador de tecidos (Polytron®) em 0,02M EDTA refrigerado, para
consequente preparacdo de um homogenato a 10%. Aliquotas de 400 pl do
homogenato foram adicionadas a 320 pl de agua destilada e a 80 pl de éacido
tricloroacético (TCA) a 50% para precipitacdo de proteinas. Em seguida o material foi
centrifugado a 3.000 rpm por 15 minutos a 4°C. ApGs a centrifugacdo, 400 pl do
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sobrenadante foi retirado e misturado a 800ul de tampéao TRIS com concentragcao de
0,4 M (pH 8,9) e 20 ul de DTNB (reagente de Ellman) 0,01 M e agitadas por 3 minutos.
A absorbancia foi entdo mensurada a 412 nm em leitor de placa (Elisa®) contra um
reagente branco (sem homogenato). A concentragao foi expressa por pg de GSH/g de

tecido a partir de uma curva padrao.

4.12. Determinacdo dos Niveis de Malondialdeido (MDA)

Malondialdeido é um dos principais produtos da cascata de peroxidacao
lipidica, utilizado para confirmar o dano oxidativo, determinado pela rea¢do com acido
tiobarbittrico (TBARS). Os niveis de MDA foram verificados pelo método de Mihara e
Uchiyama (1978), para isso, amostras de 50 mg tecido da mucosa intestinal
correspondentes ao ileo foram homogeneizadas em 500 pl de solugdo de KCIl a
1,15%, refrigerado, obtendo-se um homogenato a 10%. Desta obtencéo, aliquotas de
250 ul do homogenato foram adicionadas a tubos falcon plastico contendo 1,5 mL da
solucéo de H3PO4 a 1% e 500 pL da solucdo de TBARS (0,6%). Em seguida, os tubos
foram alinhados em estantes para tubo de ensaio, envolta em plastico filme e
aguecidos em banho-maria a 100°C, por um periodo de 45 minutos, e entao, resfriado
em um banho de agua gelada, seguida da adicdo de 2 mL de n-butanol. Em
sequéncia, as amostras foram agitadas em vortex (Phoenix®) por um minuto, e
posteriormente centrifugados (LEICA®) a 1200 rpm por 15 minutos. O sobrenadante,
fase organica, foi mensurado a uma absorbancia de 520 e 535 nm, em leitor de placa
(ELISA®), sendo o resultado obtido pela diferenca da absorbancia das duas leituras.

Os resultados foram expressos em nmol/g de tecido intestinal.

4.13- Determinacgao dos Niveis das Citocinas IL-1beta e TNF-a

Os niveis da citocina proé-inflamatéria IL-lbeta na mucosa intestinal foi
guantificada por ELISA. Para a dosagem de IL-1 beta e TNF-alfa, foi utilizado a melhor
dose de EACP (3 mg/kg). Os tecidos coletados foram homogeneizados em PBS. A
deteccgéo da citocina IL-1 beta foi realizada por meio do Kit DuoSet (R&D Systems,
EUA). Resumidamente, as placas para ELISA de 96 pocos foram incubadas com o
anticorpo de captura para IL-1beta por 18h em temperatura ambiente com 100uL de
anticorpo para cada poco. Posteriormente, as placas foram lavadas trés vezes com
200uL de tampéo de lavagem (R&D Systems, EUA) e bloqueadas com 200uL de BSA
1% (R&D Systems, EUA) por 1 h. Apds o bloqueio, 100uL das amostras ou da curva
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padrao foram adicionadas em cada poco e incubadas por 2 h em temperatura
ambiente. As placas foram entao lavadas trés vezes com 200ul de tampéao de lavagem
e depois incubadas com anticorpo de deteccao para IL-lbeta em temperatura
ambiente por 2 horas. Na etapa seguinte, as placas foram lavadas novamente por trés
vezes com 200uL de tampao de lavagem e incubadas com 100 uL de estreptavidina
em temperatura ambiente por 20 minutos. Novamente, as placas foram lavadas trés
vezes com 200uL de tampédo de lavagem. Na etapa seguinte, 100 yL da solugéo
substrato para revelacéo (R&D Systems, EUA) foram adicionadas em cada poco e
incubadas por 20 min a temperatura ambiente protegidos da luz. A reacdo enzimatica
foi cessada, adicionando 50 uL solugao de parada (H2SOa4). Enfim, a absorbancia foi

medida a 450nm. O resultado foi expresso em pg/mL.

4.14 Imuno-Histoquimica para S 100beta e GFAP

Para avaliar a localizacdo do marcador inflamatério S100beta e GFAP na
mucosa intestinal foi realizado imuno-histoquimica para esse imunomarcador. Apés a
retirada dos segmentos do célon, os mesmos foram isolados, separados e fixados em
formol tamponado a 10% por 20 horas. Os tecidos foram processados para inclusédo
em parafina. Apos a inclusédo em parafina, os segmentos do c6lon foram cortados em
micrétomo, obtendo-se espessuras de 4um que foram inseridos em laminas

histol6gicas salinizadas.

Na etapa seguinte, as laminas contendo os colons foram submetidas a
desparafinizacdo: inseridas em estufa a 60°C overnight e trés banhos em xilol por
cinco minutos cada. Em seguida, os colons foram hidratados com dois banhos de
etanol absoluto, um banho em etanol a 90%, um banho em etanol a 80% e um banho
em etanol a 70%, por trés minutos cada. Ao final dessa etapa, os cortes intestinais
foram submersos a um banho de agua destilada por 10 minutos e foi realizada a
recuperacdo antigénica com tampao citrato (DAKO, pH 7,0) por 20 min em banho
maria (950C). Em seguida, os tecidos foram lavados com tampé&o fosfato-salino (PBS)
por 5 minutos. Na etapa seguinte, realizou-se o bloqueio da peroxidase com peroxido
de hidrogénio a 3% (Abcam) por 30 minutos. Decorrido este tempo, as laminas foram
lavadas com PBS e foram incubadas com os anticorpos primarios para S100beta e

GFAP por 1h em temperatura ambiente. Para confecgéo dos controles negativos, 0s
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anticorpos primarios foram omitidos. Apos este periodo, os cortes foram lavados trés
vezes com PBS e incubados com polimero (DAKO) por 30 min. Em seguida, as
laminas foram lavadas trés vezes com PBS durante trés minutos cada, secadas e
aplicado o DAB (DAKO, 3,3-diaminobenzidina, uma gota de DAB para um mL de
diluente). DAB é um cromégeno que reage com a peroxidase do antigeno alvo
resultando em coloracdo marrom. Dessa forma, observou-se as laminas até aparecer
uma coloracdo marrom, ap0s este evento a reacdo foi parada imediatamente
mergulhando-as em agua destilada. Enfim, as laminas foram contra coradas com
hematoxilina de Mayer e processadas para inserir a laminula. As imagens da imuno-
histoquimica foram capturadas (oito campos por lamina para cada animal) por meio
de um microscoépio de luz acoplado a uma camera com sistema de aquisi¢do LAZ 3,5
(LEICA DM1000, Alemanha). Para quantificar o nidmero de células positivas para
S100beta e GFAP, utilizou-se o programa Image J. Os resultados foram expressos

em média £ EPM do namero de células positivas para GFAP ou S100 beta por campo.

4.15. Anélise Estatistica

Todos os resultados quantitativos foram expressos como média + desvio
padrao da média (DPM), exceto os escores histopatolégicos que foram expressos pela
mediana. A analise estatistica dos dados foi realizada por meio do software GraphPad
Prism®, versao 5.0. Para a realizacao da analise estatistica entre 0os grupos serao
utilizados os seguintes testes: teste de analise de variancia (ANOVA) seguido pelo
teste de comparagdes multiplas de Bonferroni e para os escores histolégicos foi
realizado teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn. O nivel de significancia
adotado foi de 5% (p < 0,05) e niveis descritivos (p) inferiores a esse valor foram

considerados significantes.
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5.0 RESULTADOS

5.1. Avaliagcdo macroscopica do colon de camundongos pré-tratados com
o extrato da alga C. tamariscifolia (CT) no modelo de colite experimental por
acido acético 8% (AA 8%)

Houve um aumento significativo dos escores macroscopicos de atividade
inflamatéria no grupo Colite, 12 horas apds a inducéo da colite pelo AA 8%, quando
comparados com 0s grupos controle e dexametasona, conforme pode ser observado
na figura 9 e na tabela 6. Com base na avaliacdo, as doses de 25 e 50 mg/Kg, dos
grupos CT, foram capazes de diminuir, significativamente, os aspectos inflamatorios
totais, quando comparado ao grupo colite. Nado houve diferenca entre os escores dos

grupos CT 100 mg/Kg em relacédo ao grupo colite.

Na figura 10 é possivel observar aspectos inflamatérios como: Uulcera,
hiperemia, edema e prolapso do célon em animais do grupo colite (painel B) e CT
100mg/Kg (painel F) gquando comparado ao grupo controle (painel A). O pré-
tratamento com dexametasona (painel C) ou CT nas doses de 25 e 50 mg/Kg (painel
D e E, respectivamente), foram capazes de prevenir os aspectos inflamatorios citados

anteriormente.
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Figura 9 — Avaliacdo macroscopica de atividade inflamatéria (escore total) do
cllon de camundongos tratados com o extrato da alga C. tamariscifolia (CT) no
modelo de colite experimental por acido acético 8% (AA 8%), segundo 0s critérios de
Morris e colaboradores (1989). As colunas representam a média + EPM dos escores
macroscopicos totais, analisados pelo teste One-way ANOVA seguido pelo teste de

Bonferroni. 2p< 0,05 versus grupo Controle; Pp< 0,05 versus grupo Acido acético 8%.
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Tabela 6 — Efeito da C. tamariscifolia (CT) sobre os escores macroscopicos
totais de inflamac&o no colon de camundongos com colite induzida pelo Acido acético
8% (AA 8%). Os resultados sdo expressos como: mediana, minimo e maximo
mostrados nos parénteses. Os dados foram analisados pelo teste de Kruskal— Wallis.
ap< 0,05 versus Grupo Controle; Pp< 0,05 versus Grupo Colite, onde o grupo controle
apresentou escore 0; Acido Acético 8% apresentou escore 3; Dexametasona
apresentou escore 0.5; CT 25 mg/Kg apresentou escore 1; CT 50mg/Kg apresentou

escore 1 e o grupo CT 100mg/Kg apresentou escore 2.

GRUPOS EXPERIMENTAIS ESCORES MACROSCOPICOS
Controle 0 (0-1)
Acido Acético 8% 3(1-4)°
Dexametasona 0,5(0-2) °
CT 25 mg/Kg 1 (0-3)°
CT 50mg/Kg 1(0-3)°
CT 100mg/Kg 2 (1-3)
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Figura 10 — Fotografias mostrando o aspecto macroscépico do coélon de
camundongos tratados com o extrato da alga C. tamariscifolia (CT) no modelo de colite
experimental por acido acético 8% (AA 8%): (A) Grupo controle, (B) Grupo colite, (C)
Grupo dexametasona, (D) Grupo CT 25 mg/Kg, (E) Grupo CT 50 mg/Kg e (F) Grupo
CT 100 mg/Kg.

Fonte: préprio autor.
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5.2. Avaliacdo macroscopica das lesdes no colon de camundongos pré-
tratados com nanoparticulas de ouro biossintetizado com o extrato da alga C.
tamariscifolia (Au@CT) no modelo de colite experimental por &cido acético 8%
(AA 8%)

De acordo com escores macroscopicos observados, o pré-tratamento com
Au@CT protegeu o colon de lesbes induzidas pelo AA 8%, nas doses de 25 e 50
mg/Kg, quando comparado com o grupo colite. Resultado este semelhante ao
observado com a droga padrdo dexametasona. Nao houve diferenca significativa
entre o grupo CT 100 mg/kg, em relacéo ao grupo Colite (figura 11 e tabela 7).

O pré-tratamento, com Dexametasona (painel C) ou Au@CT, nas doses de 25
e 50 mg/kg, foram capazes de prevenir os aspectos inflamatérios como: Ulcera,
hiperemia, edema e prolapso do célon, guando comparado ao grupo Colite (painel B).
Au@CT 100 mg/Kg (painel F), ndo apresentou efeito semelhante as doses de 25 e 50
mg/Kg (figura 12).
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Figura 11 — Avaliacdo macroscopica de atividade inflamatdria (escore total) do
cOlon de camundongos tratados com nanoparticulas de ouro biossintetizado com o
extrato da alga C. Tamariscifolia (Au@CT) no modelo de colite experimental por &cido
acético 8% (AA 8%), segundo os critérios de Morris e colaboradores (1989). As
colunas representam a média £+ EPM dos escores macroscopicos totais, analisados
pelo teste One-way ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni. 2p< 0,05 versus grupo
Controle; Pp< 0,05 versus grupo Acido acético 8%.
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Tabela 7 — Efeito das nanoparticulas de ouro biossintetizado com o extrato da
alga C. tamariscifolia (Au@CT) sobre 0s escores macroscopicos totais de inflamacéo
no colon de camundongos com colite induzida pelo Acido acético 8% (AA 8%). Os
resultados sédo expressos como: mediana, minimo e maximo mostrados nos
parénteses. Os dados foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis. 2p< 0,05 versus
Grupo Controle; "p< 0,05 versus Grupo Colite, onde o grupo controle apresentou
escore 0; o grupo Acido Acético 8% apresentou escore 3; Dexametasona apresentou
escore 0.5; Au@CT 25 mg/Kg apresentou escore 2; Au@CT 50 mg/Kg apresentou

escore 1 e o grupo Au@CT 100 mg/Kg apresentou escore 2.

GRUPOS EXPERIMENTAIS ESCORES MACROSCOPICOS
Controle 0 (0-1)
Acido Acético 8% 3(1-4) 2
Dexametasona 0,5(0-2) "
Au@CT 25 mg/Kg 2 (0-3)°
Au@CT 50 mg/Kg 1(0-2)°
Au@CT 100 mg/Kg 2 (2-3)
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Figura 12 — Fotografias mostrando o aspecto macroscépico do célon de
camundongos tratados com nanoparticulas de ouro biossintetizado com o extrato da
alga C. tamariscifolia (Au@CT) no modelo de colite experimental por acido acético 8%
(AA 8%): (A) Grupo controle, (B) Grupo colite, (C) Grupo dexametasona, (D) Grupo
Au@CT 25 mg/Kg, (E) Grupo Au@CT 50 mg/Kg e (F) Grupo Au@CT 100 mg/Kg.

A B

Fonte: préprio autor.
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5.3. Avaliacdo microscoépica do cllon de camundongos pré-tratados o
extrato da alga C. tamariscifolia (CT) no modelo de colite experimental por acido
acético 8% (AA 8%)

Na analise microscopica por escores totais de inflamacéo, segundo os critérios
de Appleyard; Wallace, 1995, observou-se que o AA 8% promoveram alteracdes
microscopicas importantes como: lesdo hemorragica, edema, perda de arquitetura e
infiltracdo de células inflamatorias no colon dos animais estudados, quando
comparado com o grupo controle. O pré-tratamento, por via oral, com CT na dose de
50 mg/kg, diminuiu (p<0,05) os escores microscopicos citados anteriormente.
Resultados semelhantes foram observados no grupo dexametasona (figura 13 e
tabela 8).

A figura 14 ilustra o resultado da avaliacdo microscépica, evidenciando o
processo inflamatorio intenso nos animais do grupo Colite (AA 8%), com a presenca
de infiltrado celular, perda da arquitetura da mucosa, hemorragia e deplecédo de
células caliciformes (painel B), quando comparado ao grupo controle (painel A). No
grupo Controle (painel A) e grupo Dexametasona (painel C) observa-se um aspecto
colénico normal. Uma melhora dos aspectos inflamatorios induzido pelo AA 8% foi
observado nos animais pré-tratados com 50 mg/kg de CT, por via oral (painel E). Os
grupos CT 25 e 100 mg/Kg nao preveniram o efeito lesivo do AA 8%, apresentando
um padrdo inflamatério semelhante aos animais com colite (painel D e F,

respectivamente).
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Figura 13 — Avaliacdo microscépica de atividade inflamatdria (escore total),
segundo os critérios de Appleyard; Wallace, 1995. As colunas representam a média +
EPM, dos escores microscopicos, analisados pelo teste One-way ANOVA seguido
pelo teste de Bonferroni. 2p< 0,05 versus grupo Controle; Pp< 0,05 versus grupo Acido

acético 8%.
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Tabela 8 — Efeito do extrato da alga C. tamariscifolia (CT) sobre os escores
microscopicos de inflamagdo no colon de camundongos com colite induzida pelo
Acido acético 8% (AA 8%), segundo os critérios de Appleyard; Wallace, 1995. Os
resultados s&@o expressos como: mediana, minimo e maximo mostrados nos
parénteses. Os dados foram analisados pelo teste de Kruskal— Wallis. 2p< 0,05 versus
Grupo Controle; Pp< 0,05 versus Grupo Acido Acético 8% onde o grupo controle
apresentou escore 0; o grupo &cido acético 8% apresentou escore 3; 0 grupo
dexametasona apresentou escore 1; o grupo CT25 mg/Kg apresentou escore 2; 0
grupo CT 50 mg/Kg apresentou escore 1 e o grupo CT100 mg/Kg apresentou escore
2.

GRUPOS EXPERIMENTAIS | ESCORES MICROSCOPICOS
(Appleyard; Wallace, 1995)

Controle 0 (0-1)
Acido Acético 8% 3(1-3)2
Dexametasona 1(0-2)°
CT25 mg/Kg 2(1-3)
CT 50 mg/Kg 1(0-2)°

CT100 mg/Kg 2 (0-3)
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Figura 14 — Fotomicrografias do célon de camundongos tratados com o extrato
da alga C. tamariscifolia (CT) no modelo de colite experimental por acido acético 8%
(AA 8%). Magnificacao de 50x, coloracao: hematoxilina e eosina. (A) Grupo controle,
(B) Grupo colite, (C) Grupo dexametasona, (D) Grupo CT 25 mg/Kg, (E) Grupo CT
50 mg/Kg e (F) Grupo CT 100 mg/Kg.

Legenda: .., perda da arquitetura de mucosa,
espessamento (edema);
==p infiltrado celular inflamatério,
=P auséncia de células caliciformes.
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5.4. Avaliacdo microscopica das lesGes no célon de camundongos
pré tratados com nanoparticulas de ouro biossintetizado com
C.tamariscifolia (Au@CT) no modelo de colite experimental por acido
aceético 8% (AA 8%)

Como observado na figura 15 e tabela 09, o AA 8% promoveram alteragbes
microscopicas importantes como: lesdo hemorragica, edema, perda de arquitetura e
infiltracdo de células inflamatérias no célon dos animais estudados, quando
comparado com o grupo controle. O pré-tratamento, por via oral, com Au@CT nas
doses de 25 e 50 mg/kg, diminuiu (p<0,05) os escores microscopicos. Dados estes
semelhantes aos observados no grupo dexametasona. N&o foi observado diferenca
estatistica na dose de 100 mg/kg, quando comparado ao grupo colite.

A figura 16 ilustra o resultado da avaliacdo microscopica, evidenciando o
processo inflamatdrio intenso nos animais do grupo colite (AA 8%), com a presenca
de infiltrado celular, perda da arquitetura da mucosa, hemorragia e deplecdo de
células caliciformes (painel B), quando comparado ao grupo controle (painel A). No
grupo controle (painel A) e grupo dexametasona (painel C) observa-se um aspecto
colénico normal. Uma melhora dos aspectos inflamatorios induzido pelo AA 8% foram
observados nos animais pré-tratados com 25 e 50 mg/kg de Au@CT, por via oral
(painel D e E, respectivamente). O grupo Au@CT 100 mg/Kg ndo preveniram as
alteracdes microscoépicas do AA 8%, apresentando um padréo inflamatério no colén

semelhante aos animais com colite.
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Figura 15 — Avaliacdo microscopica de atividade inflamatoria (escore total),
segundo os critérios de Appleyard; Wallace, 1995. As colunas representam a média +
EPM, dos escores microscopicos, analisados pelo teste One-way ANOVA seguido
pelo teste de Bonferroni. 2p< 0,05 versus grupo Controle; Pp< 0,05 versus grupo Acido

acético 8%.
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Tabela 09 - Efeito das nanoparticulas de ouro biossintetizado com C.
tamariscifolia (Au@CT) sobre os escores microscopicos de inflamacdo no coélon de
camundongos com colite induzida pelo Acido acético 8% (AA 8%), segundo 0s
critérios de Appleyard; Wallace, 1995. Os resultados s&o expressos como: mediana,
minimo e maximo mostrados nos parénteses. Os dados foram analisados pelo teste
de Kruskal- Wallis. 2p< 0,05 versus Grupo Controle; Pp< 0,05 versus Grupo Acido
Acético 8%, onde o grupo controle apresentou escore 0; Acido Acético 8% apresentou
escore 3; dexametasona apresentou escore 1; Au@CT 25mg/Kg apresentou escore

1; Au@CT 50mg/Kg apresentou escore 1; Au@CT 100mg/Kg apresentou escore 2.

GRUPOS EXPERIMENTAIS ESCORES MICROSCOPICOS
(Appleyard; Wallace, 1995)

Controle 0 (0-1)

Acido Acético 8% 3(1-3)2
Dexametasona 1(0-2)°
Au@CT 25mg/Kg 1(0-3)
Au@CT 50mg/Kg 1(0-2)°

Au@CT 100mg/Kg 2 (0-3)
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Figura 16 — Fotomicrografias do célon de camundongos tratados com
nanoparticulas de ouro biossintetizado com C. tamariscifolia (Au@CT) no modelo de
colite experimental por acido acético 8% (AA 8%). Magnificacdo de 50x, coloracéo:
hematoxilina e eosina. (A) Grupo controle, (B) Grupo colite, (C) Grupo dexametasona,
(D) Grupo Au@CT 25 mg/Kg, (E) Grupo Au@CT 50 mg/Kg e (F) Grupo Au@CT 100
mg/Kg.

~

Fonte: proprio autor.

Legenda: .., perda da arquitetura de mucosa;
espessamento (edema);
== infiltrado celular inflamatério,
==p auséncia de células caliciformes.
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5.5. Determinacdo dos niveis de glutationa reduzida (GSH) no célon de
camundongos pré-tratados com o extrato da alga C. tamariscifolia (CT) (painel
A) e pré-tratados com nanoparticulas de ouro biossintetizado com C.
tamariscifolia (Au@CT) (painel B) no modelo de colite experimental por &cido
acético 8% (AA 8%)

A concentracao dos niveis de glutationa reduzida, em mg de NPSH/g de tecido,
no colon de camundongos apds a administracdo de AA 8%diminuiu de forma
significativa (28,24 + 5,9), quando comparado com o grupo controle (58,92 = 6,9). O
pré-tratamento com CT, na dose de 50 mg/kg (53,34 £ 2,1), e dexametasona (55,86 +
4,5) se mostraram eficazes, restaurando os valores da glutationa reduzida ao nivel do
grupo controle. As doses de 25 (34,04 £ 4,4) e 100 (31,22 + 2,8) mg/kg de CT néo
evitaram a deplecéo dos niveis de glutationa provocada pela colite por AA 8% (figura
17, painel A e tabela 10). O pré-tratamento com Au@CT restauraram 0s niveis de
GHS, nas doses de 25 (50,29 + 4,1) e 50 (55,55 * 3,8) mg/kg, quando comparado ao
grupo colite AA 8%. O mesmo resultado foi observado no grupo tratado com e
dexametasona (55,86 + 4,5). Au@CT na dose de 100 (40,67 £ 6,1) mg/kg néo evitou
a deplecao dos niveis de glutationa provocada pela colite por AA 8% (figura 17, painel
B e tabela 11).

Figura 17- Efeito do extrato da alga da C. tamariscifolia (CT, painel A) e das
nanoparticulas de ouro biossintetizado com C. tamariscifolia (Au@CT, painel B) sobre
os niveis de glutationa reduzida (GSH) no célon de camundongos submetidos ao
modelo de colite experimental por 4cido acético 8% (AA 8%). As colunas representam
a média £ EPM dos niveis de GSH, expressos em mg de NPSH/g de tecido. Os dados
foram analisados pelo teste One-way ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni. 2p<
0,05 versus grupo Controle; Pp< 0,05 versus grupo Colite (Acido acético 8%).
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Tabela 10 — Efeito do extrato da alga da C. tamariscifolia (CT) sobre os niveis
de glutationa reduzida (GSH) no célon de camundongos submetidos ao modelo de
colite experimental por acido acético 8% (AA 8%). A tabela apresenta os resultados
expressos em média £ EPM dos niveis de GSH, em mg de NPSH/g de tecido. Os
dados foram analisados pelo teste One-way ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni.
ap< 0,05 versus grupo Controle; Pp< 0,05 versus grupo Colite (Acido acético 8%), onde
0 grupo controle apresentou (58,92 + 6,9 NPSH/g); Acido Acético 8% (28,24 + 5,92
NPSH/g); Dexametasona (55,86 + 4,5 NPSH/g); CT 25mg/Kg (34,04 + 4,4 NPSH/Qg);
CT 50mg/Kg (53,34 + 2,1 ° NPSH/g); CT 100mg/Kg (31,22 + 2,8 NPSH/g).

GRUPOS EXPERIMENTAIS NPSH/g de tecido
(média + EPM)
Controle 58,92+ 6,9
Acido Acético 8% 28,24 +5,9°
Dexametasona 55,86 + 4,5
CT 25mg/Kg 34,04 4,4
CT 50mg/Kg 53,34 +2,1°
CT 100mg/Kg 31,22+2,8
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Tabela 11 — Efeito das nanoparticulas de ouro biossintetizado com C.
tamariscifolia (Au@CT) sobre os niveis de glutationa reduzida (GSH) no colon de
camundongos submetidos ao modelo de colite experimental por acido acético 8% (AA
8%). A tabela apresenta os resultados expressos em média £ EPM dos niveis de GSH,
em mg de NPSH/g de tecido. Os dados foram analisados pelo teste One-way ANOVA
seguido pelo teste de Bonferroni. 2p< 0,05 versus grupo Controle; Pp< 0,05 versus
grupo Colite (Acido acético 8%), onde o grupo controle apresentou (67,44 + 5,5
NPSH/g); Acido Acético 8% (24,38 + 5,32 NPSH/g); Dexametasona (55,86 + 4,5 P
NPSH/g); Au@CT 25mg/Kg (50,29 + 4,1 ° NPSH/g); Au@CT 50mg/Kg (55,55 + 3,8 P
NPSH/g); Au@CT 100mg/Kg (40,67 £ 6,1 NPSH/Q).

GRUPOS EXPERIMENTAIS NPSH/g de tecido
(média + EPM)
Controle 67,44 +5,5
Acido Acético 8% 24,38 + 5,32
Dexametasona 55,86 + 4,5°
AU@CT 25mg/Kg 50,29 + 4,1°
AU@CT 50mg/Kg 55,55 + 3,8°
Au@CT 100mg/Kg 40,67 £ 6,1
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5.6 Determinacdo dos niveis de malondialdeido (MDA) no célon de
camundongos pré-tratados com o extrato da alga C. tamariscifolia (CT, painel A)
e pré-tratados com nanoparticulas de ouro biossintetizado com C. tamariscifolia
(Au@CT, painel B) no modelo de colite experimental por 4cido acético 8% (AA
8%)

Na figura 18 (painel A) e tabela 12 podemos observar que a colite por AA 8%
aumentaram (1715 + 239,4) nos niveis de MDA (nMol/g de tecido), quando comparado
ao grupo controle (910 + 101,4), indicando um processo severo de peroxidacéo lipidica
por espécies reativas de oxigénio (ROS). CT mostrou ter um papel antioxidante
importante no modelo de colite experimental estudado, principalmente na dose de 50
mg/kg (1024 £ 115,1), onde observamos uma reducdo significativa nos niveis de MDA,
guando comparado ao grupo colite AA 8%. Dados semelhantes foram observados no
grupo Dexametasona (1110 + 49,19), quando comparado ao grupo colite AA 8%.
Contudo, as doses de 25 (1380 + 123,8) e 100 (1320 + 125,4) mg/kg da C.
tamariscifolia ndo reverteu a aumento da peroxidacao lipidica induzida por AA 8%. Na
figura 18 (painel B) e tabela 13, Au@CT nas doses de 25 e 50 mg/Kg foram capazes
de evitar a peroxidacéo lipidica induzida pelo AA 8%, de forma significativa. Dados
semelhantes foram observados no grupo Dexametasona (1110 + 49,19). Grupo
Au@CT na dose de 100 mg/Kg apresentou altos niveis de MDA, quando comparado

as doses de 25 e 50 mg/Kg.

Figura 18- Efeito do extrato da alga C. tamariscifolia (CT, painel A) e das
nanoparticulas de ouro biossintetizado com C. tamariscifolia (Au@CT, painel B) sobre
os niveis de malondialdéido (MDA) no célon de camundongos submetidos ao modelo
de colite experimental por acido acético 8% (AA 8%). As colunas representam a média
+ EPM dos niveis de MDA, expressos em nMol/g de tecido. Os dados foram
analisados pelo teste One-way ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni. @p< 0,05

versus grupo Controle; Pp< 0,05 versus grupo Acido acético 8%.
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Tabela 12 — Efeito do extrato da alga C. tamariscifolia (CT) sobre os niveis de
malondialdéido (MDA) no colon de camundongos submetidos ao modelo de colite
experimental por &cido acético 8% (AA 8%). A tabela apresenta os resultados
expressos em meédia + EPM dos niveis de MDA, em nMol/g de tecido. Os dados foram
analisados pelo teste One-way ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni. 2p< 0,05
versus grupo Controle; Pp< 0,05 versus grupo Colite (Acido acético 8%), onde o grupo
controle apresentou (26,48 + 3,0 nMol/g); Acido Acético 8% (65,85 + 6,8 2 nMol/g);
Dexametasona (27,41 + 4,6 * nMol/g); CT 25 mg/Kg (45,26 + 4,8 nMol/g); CT 50 mg/Kg
(31,30 + 3,6 ® nMol/g); CT 100 mg/Kg (52,36 + 6,0 nMol/g).

GRUPOS EXPERIMENTAIS MDA (nMol/g de tecido)
(média % erro padréao)
Controle 26,48 + 3,0
Acido Acético 8% 65,85 + 6,82
Dexametasona 27,41+ 46"
CT 25 mg/Kg 45,26 + 4,8
CT 50 mg/Kg 31,30+ 3,6"
CT 100 mg/Kg 52,36 * 6,0
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Tabela 13 — Efeito das nanoparticulas de ouro biossintetizado com C. tamariscifolia
(Au@CT) sobre os niveis de malondialdéido (MDA) no colon de camundongos
submetidos ao modelo de colite experimental por acido acético 8% (AA 8%). A tabela
apresenta os resultados expressos em média + EPM dos niveis de MDA, em nMol/g
de tecido. Os dados foram analisados pelo teste One-way ANOVA seguido pelo teste
de Bonferroni. 2p< 0,05 versus grupo Controle; Pp< 0,05 versus grupo Colite (Acido
aceético 8%), onde o grupo controle apresentou (26,48 + 3,0nMol/g); grupo &cido
acético 8% (65,85 + 6,82 nMol/g); grupo dexametasona (27,41 + 4,6 ® nMol/g); Au@CT
25 mg/Kg (34,09 + 1,0° nMol/g); Au@CT 50 mg/Kg (27,25 * 4,4° nMol/g); Au@CT 100
mg/Kg (49,67 = 5,9 nMol/qg).

GRUPOS EXPERIMENTAIS MDA (nMol/g de tecido)
(média % erro padréao)

Controle 26,48 + 3,0

Acido Acético 8% 65,85 + 6,82
Dexametasona 27,41+ 46"
Au@CT 25 mg/Kg 34,09 +£1,0°
Au@CT 50 mg/Kg 27,25 + 4,4°
Au@CT 100 mg/Kg 49,67 £ 5,9




86

5.7. Determinacdo dos niveis de mieloperoxidase (MPO) no co6lon de
camundongos pré-tratados com extrato da alga C. tamariscifolia (CT, painel A)
e pré-tratados com as nanoparticulas de ouro biossintetizado com C.
tamariscifolia (Au@CT, painel B) no modelo de colite experimental por acido
acético 8% (AA 8%)

A atividade da enzima mieloperoxidase (MPO), foi avaliada como um parametro
para verificar a atividade anti-inflamatéria do extrato da alga C. tamariscifolia (CT) na
infiltracdo neutrofilica. Apos trés dias de indugéo da DC, amostras dos colons foram
submetidas ao ensaio. A Figura 19 (painel A) e a tabela 14 demonstram, que 0s
animais do grupo AA 8% apresentaram aumento a atividade de MPO (unidade de
MPO/mg de tecido) (30,43 + 2,9) em relacdo ao grupo de animais tratados com salina
(10,65 + 1,3). CT 50m/Kg (9,77 = 1,2), bem como a dexametasona (11,76 + 2,1)
diminuiram a infiltracdo de neutréfilos significativamente, quando comparado ao grupo
AA 8% (30,43 £ 2,9). Contudo, as doses de 25 (21,97 + 2,4) e 100 (27,36 £ 2,8) mg/kg
da CT nao reverteu a aumento da MPO induzida por AA 8%. Au@CT nas doses de
25 (15,13 £ 1,9) e 50 m/Kg (11,11 £ 1,7), bem como a dexametasona (11,76 = 2,1)
diminuiram a infiltracdo de neutréfilos significativamente, quando comparado ao grupo
AA 8% (30,43 + 2,9). Contudo, a dose 100 (29,19 +2,9) mg/kg da Au@CT néo reverteu
a aumento da MPO induzida por AA 8% (figura 19, painel B e a tabela 15).

Figura 19 - Efeito extrato da alga C. tamariscifolia (CT, painel A) e das
nanoparticulas de ouro biossintetizado com C. tamariscifolia (Au@CT) sobre 0s niveis
de mieloperoxidase (MPO) no célon de camundongos submetidos ao modelo de colite
experimental por acido acético 8% (AA 8%). As colunas representam a meédia + EPM
dos niveis de MPO, expressos em unidade de MPO/mg de tecido. Os dados foram
analisados pelo teste One-way ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni. @p< 0,05

versus grupo Controle; Pp< 0,05 versus grupo Acido acético 8%.
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Tabela 14 — Efeito do extrato da alga C. tamariscifolia (CT) sobre os niveis de
mieloperoxidase (MPO) no célon de camundongos submetidos ao modelo de colite
experimental por &cido acético 8% (AA 8%). A tabela apresenta os resultados
expressos em média £ EPM dos niveis de MPO, em unidade de MPO/mg de tecido.
Os dados foram analisados pelo teste One-way ANOVA seguido pelo teste de
Bonferroni. 2p< 0,05 versus grupo Controle; Pp< 0,05 versus grupo Colite (Acido
acético 8%), onde o grupo controle apresentou (10,65 + 1,3); Acido Acético 8% (30,43
+ 2,99); Dexametasona (11,76 + 2,1°); CT 25 mg/Kg (21,97 + 2,4); CT 50 mg/Kg (9,77
+1,2 b); CT 100 mg/Kg (27,36 + 2,8).

GRUPOS EXPERIMENTAIS MPO (unidade de MPO/mg de tecido)

(média £ erro padréao)

Controle 10,65+1,3
Acido Acético 8% 30,43+ 2,92
Dexametasona 11,76 £2,1°
CT 25 mg/Kg 219724
CT 50 mg/Kg 9,77+1,2b

CT 100 mg/Kg 27,36+ 2,8
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Tabela 15 — Efeito das nanoparticulas de ouro biossintetizado com C.
tamariscifolia (Au@CT) sobre os niveis de mieloperoxidase (MPO) no célon de
camundongos submetidos ao modelo de colite experimental por acido acético 8% (AA
8%). A tabela apresenta os resultados expressos em média £ EPM dos niveis de MPO,
em unidade de MPO/mg de tecido. Os dados foram analisados pelo teste One-way
ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni. 2p< 0,05 versus grupo Controle; Pp< 0,05
versus grupo Colite (Acido acético 8%), onde o grupo controle apresentou (10,65 +
1,3); Acido Acético 8% (30,43 + 2,9 2); Dexametasona (11,76 * 2,1°); Au@CT 25
mg/Kg (15,13 + 1,9°); Au@CT 50 mg/Kg (11,11 + 1,7 °); Au@CT 100 mg/Kg (29,19 +
2,9).

GRUPOS EXPERIMENTAIS MPO (unidade de MPO/mg de tecido)
(média £ erro padréo)

Controle 10,65+ 1,3

Acido Acético 8% 30,43+ 2,92
Dexametasona 11,76 £2,1°
Au@CT 25 mg/Kg 15,13 +1,9°
Au@CT 50 mg/Kg 11,11 +1,7°b

Au@CT 100 mg/Kg 29,19+29
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5.8. Efeito do extrato da alga C. tamariscifolia (CT) e das nanoparticulas de
ouro biossintetizado com C. tamariscifolia (Au@CT) nos niveis teciduais de TNF-
alfa no modelo de colite experimental por acido acético 8% (AA 8%)

As amostras colonicas foram submetidas ao ensaio para determinagcéo dos
niveis da citocina pré-inflamatéria TNF- alfa (pg/mL). Os animais do grupo AA 8%
apresentaram aumento significativo de TNF- alfa (158,71 = 16,9), em relac&o ao grupo
controle (58,14 + 4,4). CT 50m/Kg (124,4 + 9,6) e Au@CT nas doses de 25 (121,6 +
17,4) e 50 m/Kg (118,5 + 14,54), bem como a dexametasona (95,24 + 3,8) diminuiram

o nivel desta citocina, quando comparado ao grupo AA 8% (Figura 20).

Figura 20 — O extrato da alga C. tamariscifolia (CT) e as nanoparticulas de ouro
biossintetizado com C. tamariscifolia (Au@CT) diminuiram os niveis teciduais de TNF-
alfa no modelo de colite experimental por acido acético 8% (AA 8%). As colunas
representam a média £ EPM dos niveis de TNF-alfa, expressos em pg/mL. Os dados
foram analisados pelo teste One-way ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni. 2p<
0,05 versus grupo Controle; Pp< 0,05 versus grupo Acido acético 8%.
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5.9 Efeito do extrato da alga C. tamariscifolia (CT) e das nanoparticulas de
ouro biossintetizado com C. tamariscifolia (Au@CT) nos niveis teciduais de IL-1
beta no modelo de colite experimental por acido acético 8% (AA 8%).

Para avaliacdo da citocina pro-inflamatoéria IL-1 beta, amostras colonicas foram
submetidas ao ensaio por ELISA para determinacdo dos niveis desta citocina. Os
animais do grupo AA 8% apresentaram aumento significativo de IL-1 beta (159,3 *
7,8), emrelagéo ao grupo controle (83,9 £4,08). CT 50m/Kg (125,8 £ 11,26) e Au@CT
nas doses de 25 (108,7 £ 15,8) e 50 mg/Kg (103,1 + 7,5), bem como a dexametasona
(102,8 + 5,09) diminuiram o nivel desta citocina, quando comparado ao grupo AA 8%
(Figura 21).

Figura 21 — O extrato da alga C. tamariscifolia (CT) e as nanopatrticulas de ouro
biossintetizado com C. tamariscifolia (Au@CT) diminuiram os niveis teciduais de IL-1
beta no modelo de colite experimental por acido acético 8% (AA 8%). As colunas
representam a média £ EPM dos niveis de IL-1 beta, expressos em pg/mL. Os dados
foram analisados pelo teste One-way ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni. 2p<

0,05 versus grupo Controle; Pp< 0,05 versus grupo Acido acético 8%.
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5.10 Efeito do extrato da alga C. tamariscifolia (CT) e das nanoparticulas de ouro
biossintetizado com C. tamariscifolia (Au@CT) sobre a imunomarcacéo para
GFAP no modelo de colite experimental por &cido acético 8% (AA 8%)

No modelo experimental de colite por acido acético 8% (AA 8%) observou-se um
expressivo numero de células gliais presente no plexo mioentérico imunomarcadas
para GFAP (Figura 22, painel B) quando comparado ao grupo controle (Figura 22,
painel A). Com base nas fotomicrografias apresentadas, o pré-tratamento com CT
50m/Kg (painel D) e Au@CT 50 m/Kg (painel E) diminuiram a imunomarcacao de
GFAP no plexo mioentérico dos animais submetidos a colite por AA 8%. Resultado
semelhante ao apresentado pela dexametasona (painel C).

Para confirmar esses dados qualitativos apresentados na figura 22, realizou-se
a contagem das células marcadas para GFAP. Conforme apresentado na figura 23, a
imunomarcacao para GFAP esteva aumentada no grupo colite AA 8% (17,63 + 3,76),
guando comparado ao grupo controle (2,75 £ 0,81). CT 50m/Kg (11,75 £ 2,02) e
Au@CT 50 m/Kg (8,53 + 1,45), bem como a dexametasona (7,71 + 1,41), diminuiram
a marcacao (p<0,05) quando comparado ao grupo colite AA 8%, na contagem de cé-

lulas positivas por campo para GFAP (figura 23).
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Figura 22 - Fotomicrografias representativas da imuno-histoquimica para
marcacdo de GFAP nos plexos mioentéricos presentes no colon dos camundongos
submetidos a colite experimental por acido acético 8% (AA 8%). (A) Grupo controle,
(B) Grupo colite, (C) Grupo dexametasona, (D) Grupo CT 50 mg/Kg, (E) Grupo
Au@CT 50 mg/Kg.
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GFAP:
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Figura 23 - O extrato da alga C. tamariscifolia (CT) e das nanoparticulas de
ouro biossintetizado com C. tamariscifolia (Au@CT) diminui 0 nimero de células
imunomarcadas para GFAP no modelo de colite experimental por acido acético 8%
(AA 8%). As colunas representam a média + EPM de células imunomarcadas,
expressos em numero de células positivas GFAP* por campo. Os dados foram
analisados pelo teste One-way ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni. 2p< 0,05

versus grupo Controle; Pp< 0,05 versus grupo Acido acético 8%.
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5.11 Efeito do extrato da alga C. tamariscifolia (CT) e das nanoparticulas
de ouro biossintetizado com C. tamariscifolia (Au@CT) sobre a imunomarcacao
para S100 beta no modelo de colite experimental por acido acético 8% (AA 8%)

Com base nas fotomicrografias apresentadas na figura 24 é possivel observar
um aumento do nimero de células gliais presente no plexo mioentérico imunomarca-
das para S100 beta no grupo colite por AA 8% (painel B), quando comparado ao grupo
controle (painel A). O pré-tratamento com dexametasona (painel C), CT 50m/Kg (pai-
nel D) e Au@CT 50 m/Kg (painel E) diminuiram a imunomarcacdo de S100 beta no
plexo mioentérico dos animais submetidos a colite por AA 8%.

Para confirmar esses dados qualitativos apresentados na figura 24, realizou-se
a contagem das células marcadas para S100 beta. Na figura 25 observa-se um au-
mento significativo da marcacédo para S100 beta no grupo colite AA 8% (22,88 + 3,18),
guando comparado o grupo controle (4,87+ 1,74). Dexametasona (10,8 + 2,9), CT
50m/Kg (16,50 + 2,87) e Au@CT 50 m/Kg (11,88 £+ 2,04) diminuiram a marcacao
(p<0,05) quando comparado ao grupo colite AA 8%, na contagem de células positivas
por campo para S100 beta (Figura 25).
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Figura 24 - Fotomicrografias representativas da imunohistoquimica para
marcacdo de S100 beta nos plexos mioentéricos presentes no célon dos
camundongos submetidos a colite experimental por &cido acético 8% (AA 8%). (A)
Grupo controle, (B) Grupo colite, (C) Grupo dexametasona, (D) Grupo CT 50 mg/Kg,
(E) Grupo Au@CT 50 mg/Kg.

Fonte: Préprio autor.

Legenda: Setas pretas: plexo mioentérico imunomarcado para células gliais
S100 beta.
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Figura 25 - O extrato da alga C. tamariscifolia (CT) e das nanoparticulas de
ouro biossintetizado com C. tamariscifolia (Au@CT) diminui 0 nimero de células
imunomarcadas para S100 beta no modelo de colite experimental por acido acético
8% (AA 8%). As colunas representam a média + EPM de células imunomarcadas,
expressos em numero de células positivas S100 beta por campo. Os dados foram
analisados pelo teste One-way ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni. 2p< 0,05

versus grupo Controle; Pp< 0,05 versus grupo Acido acético 8%
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6.0 DISCUSSAO

Atualmente, a exata etiologia das DIl € desconhecida (KIM; CHEON, 2017),
porém varios fatores como, a susceptibilidade genética e fatores ambientais,
possivelmente estejam ligados ao surgimento da DIl (ZHOU et al., 2017), acredita-se
também que a dieta ocidental de forma direta ou indireta, provoque a DIl
(RODRIGUEZ-PALACIOS et al., 2018).

Os modelos de inducao de colite com agente quimico (por exemplo, &cido
acético) tem a vantagem de causar inflamacdo em linhagens puras de
camundongos, com um sistema imune normal (NEURATH, 2012), sdo de facil
administracao e baixo custo (LOW, et al. 2013). O &cido acético por via retal é capaz
de reproduzir a colite de maneira difusa e dose-dependente, reprodutivel na
porcdo distal do colon de camundongos (GUAZELLI, etal. 2013; MACPHERSON,;
PFEIFFER, 1978), reproduz inflamacédo semelhante a UC e DC em humanos, no
que diz respeito mudancas moleculares, caracteristicas histologicas e clinicas
(GOYAL, et al. 2014). A resposta inflamatéria ocorre devido ao rompimento da
barreira epitelial (KAWADA; ARIHIRO; MIZOGUCHI, 2007), com consequente
liberacdo de protons no espaco extracelular, promovendo acidificacédo
intracelular e dano ao epitélio (RANDHAWA, et al. 2014).

Também em ratos, 0 modelo de administragdo anal de acido acético induz mo-
delo de indugéo aguda que vem sendo utilizado extensamente em animais, uma vez
que permite rapidamente a formacédo do processo inflamatério, sendo possivel obser-
var alteracdes apos 12 horas de sua administracdo (FILMANN, 2007). Reproduz um
processo inflamatdrio no colén com formacéo de abscessos cripticos, infiltrado de leu-
cdcitos, edema de submucosa e ulceracao da mucosa (SALLES, et al. 2019).

Nossos dados corroboram com a literatura pois a administracdo do acido
acético a 8%, promoveu aumento nas lesdes macroscopicas dos célons dos
camundongos.

Neste estudo observou-se um aumento dos escores macroscopicos de
atividade inflamatoria no grupo Colite, 12 horas apos a indugéo da colite pelo AA 8%,
guando comparados com 0s grupos controle e dexametasona. As doses de 25 e 50
mg/Kg, dos grupos CT, foram capazes de diminuir, os aspectos inflamatorios totais,

guando comparado ao grupo colite. Nao houve diferenca entre os escores dos grupos
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CT 100 mg/Kg em relacdo ao grupo colite.

Observou-se também os aspectos inflamatorios como: Ulcera, hiperemia, edema
e prolapso do célon em animais do grupo colite e CT 100mg/Kg, quando comparado
ao grupo controle. O pré-tratamento com dexametasona e CT nas doses de 25 e 50
mg/Kg, foram capazes de prevenir 0s aspectos inflamatorios citados anteriormente.

Estudos dos mecanismos intracelulares que levam a ruptura da barreira epitelial
nesses disturbios tiveram um crescente interesse, bem como o refor¢o dessa barreira
de forma farmacolégica. Em condi¢cdes experimentais apropriadas, pode-se aumentar
a barreira afetando principalmente a estrutura das juncdes e consequentemente
reduzindo a permeabilidade da parede celular (COLLARES-BUZATO, 2001). Uma
dessas condigbes € o tratamento com glicocorticoides, que podem diminuir a
permeabilidade e, consequentemente, reduzir o edema in vivo( GUYTON; HALL,
1996).

A dexametasona, um glicocorticéide sintético que tem efeito direto na formacéo
e manutencao das zonas de junc¢des na linha celular endotelial cultivada (ROMERO
et al., 2003), utilizada nesse estudo, exerce fungdes das juncdes, onde modulam a
localizacédo, a estabilidade ou montagem de protéinas de juncdes na membrana
celular (PEIXOTO, et al. 2006).

Ressaltamos que o extrato da alga CT e as nanoparticulas de ouro
biossintetizadas com C. tamariscifolia (Au@CT), apresentaram resultados
semelhantes ao farmaco padrao dexametasona, indicando assim que a alga CT
possui um efeito biolégico promissor, semelhante ao farmaco padrdo dexametasona.

Diante dos efeitos bioldgicos promissores da alga CT nos parametros
macroscopicos e microscopicos avaliados, foi de extrema importancia que o0s
resultados fossem semelhantes. Corroborando com os trabalhos publicados por Brito,
et al. (2016), que avaliando o efeito protetor das algas marinhas Hypnea musciformina,
um tipo de alga vermelha, na colite induzida pelo TNBS em ratos encontraram para
avaliacao histologica reducao significa dos danos provocados pela inducdo da colite
experimental. No presente trabalho, apos o tratamento com a alga CT, os parametros
microscoépicos para o diagnostico da inflamacgéo induzida pelo acido acético presentes
na DC, incluindo perda da arquitetura de mucosa, espessamento da camada
muscular, formagéo de abscessos, infiltrado celular inflamatorio e auséncia de células
caliciformes, foram diminuidos e semelhantes aos resultados apresentados pelo

farmaco padrao (dexametasona).
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E reconhecido que os compostos bioativos derivados de macroalgas com
atividade neuroprotetora estdo associados principalmente as algas marrons
(57,6%), fazendo parte deste grupo a alga utilizada neste estudo a Cystoseira
tamariscifolia (CT), com propriedades antioxidantes e antiinflamatoérios, seguidas
das vermelhas (28,3%), e algas verdes (14,1%) (ALGHAZIW, et al. 2016), esta
condigcdo neuroprotetora das algas marrons corroboram com os resultados positivos
encontrados neste do estudo.

A nivel de escores macroscopicos foram observados, o pré-tratamento com
Au@CT protegeu o colon de lesbes induzidas pelo AA 8%, nas doses de 25 e 50
mg/Kg, quando comparado com o grupo colite. Resultado este semelhante ao
observado com a droga padrao dexametasona. Nao houve diferenga importante entre
o grupo CT 100 mg/kg, em relac&o ao grupo Colite.

O pré-tratamento, com Dexametasona ou Au@CT, nas doses de 25 e 50
mg/kg, foram capazes de prevenir os aspectos inflamatorios como: Ulcera, hiperemia,
edema e prolapso do célon, quando comparado ao grupo Colite.

Au@CT 100 mg/Kg, ndo apresentou efeito semelhante as doses de 25 e 50 mg/Kg.

SELA, et al. (2015), diz que uma das caracteristicas mais vantajosas de
algumas nanoparticulas (NPs) €& a capacidade de atravessar a barreira
hematoencefélica (BHE), mostrando assim um caminho alternativo ndo invasivo por
conta de suas caracteristicas favoraveis, como tamanho reduzido e baixa hidrofilia.
JAVED, et al. (2019) refere que, além da boa capacidade de atravessar a BHE, os
nanocarreadores apresentam outros parametros importantes, como por exemplo: bom
direcionamento para o local alvo, toxicidade reduzida e alto tempo de circulagéo.

Na analise microscdpica por escores totais de inflamacéo, segundo os critérios
de Appleyard; Wallace, 1995, observou-se que o AA 8% promoveu alteragdes
microscoépicas importantes como: lesdo hemorragica, edema, perda de arquitetura e
infiltragdo de células inflamatorias no coélon dos animais estudados, quando
comparado com o grupo controle. O pré-tratamento, por via oral, com o extrato de CT
na dose de 50 mg/kg, diminuiu (p<0,05) os escores microscopicos citados
anteriormente. Resultados semelhantes foram observados no grupo dexametasona.

A presenca de infiltrado celular, perda da arquitetura da mucosa, hemorragia e
deplecdo de células caliciformes, sdo observados na avaliagdo microscopica

evidenciando assim o processo inflamatorio intenso nos animais do grupo Colite (AA
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8%), quando comparado ao grupo controle. No grupo Controle e grupo Dexametasona
observa-se um aspecto colénico normal. Uma melhora dos aspectos inflamatoérios
induzidos pelo AA 8% foram observados nos animais pré-tratados com 50 mg/kg de
CT, por via oral. Os grupos CT 25 e 100 mg/Kg n&o preveniram o efeito lesivo do AA
8%, apresentando um padréo inflamatdério semelhante aos animais com colite.

A doenca de Crohn induzida por acido acético a 8% apresentou um aumento
expressivo na concentracéo de IL-1beta e TNF-alfa, determinado por ELISA e imuno-
histoquimica. Depois de expressa no tecido, IL-1beta pode ser capaz de atrair
leucdcitos polimorfonucleares, que quando ativados sejam responsaveis pela
transcricdo de outras citocinas, como o TNF-alfa, via ativacdo de NFkB (KAMP, et al.
2011).

A administracdo de dexametasona, assim como o extrato da alga Cystoseira
tamariscifolia na dose de 50 mg/kg e a nanoparticula de ouro com a alga CT nas doses
de 25mg/kg e 50mg/kg, apresentaram reducéo significativa das citocinas IL-1beta e
TNF-alfa no célon dos animais com DC, sugerindo assim um efeito biolégico
provavelmente associado a regulacdo favoravel sobre a citocina IL-1beta, inibindo
assim a resposta inflamatéria e facilitando o efeito protetor do célon. O grupo
dexametasona apresentou resultado semelhante aos grupos CT 50mg/kg e Au@CT
50mg/kg e Au@CT 25mg/kg. Esse efeito é esperado pois alguns glicocorticéides,
como a dexametasona, sdo eficazes na inibicdo da cascata inflamatéria e impedem a
transcricdo de mediadores como o TNF-alfa (MORA et al, 2012).

Quanto aos resultados relacionados a alga CT, isto se deve pela presenca dos
polissacarideos sulfatados de algumas espécies de Cystoseira apresentarem
atividades antirradicalares, anti-inflamatorias e gastroprotetoras (AMMAR. HH. et al,
2015). Além disso, alguns esterdides e pigmentos da espécie Cystoseira também
apresentam atividade antitumoral.

A reacao inflamatoria induzida pelo acido acético leva a um aumento da
excitabilidade dos neurdnios entéricos da mucosa do colon e contribui para a
persisténcia da neuropatia entérica (PONTELL et al., 2009). Segundo Furness 2023,
a rede neural do plexo mioentérico esta envolvida intimamente com a regulagéo
reflexa das atividades contrateis da musculatura externa intestinal. Conforme a
literatura tem mostrado o SNE € muito afetado nas doencas inflamatérias intestinais,
apresentando necrose, apoptose e degeneracao dos ganglios entéricos (LOMAX et

al., 2005). No trato digestorio a isquemia/reperfusdo intestinal promove a perda
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significativa dos neurbnios do plexo mioentérico e submucoso, bem como uma
diminuicdo da densidade e do tamanho dos neurdnios, resultando em alteracbes
importantes da motilidade intestinal (PAULINO et al., 2011; PALOMBIT et al., 2013).

Na doenca de Crohn, a inflamacéo transmural esta associada com lesdes
do sistema nervoso entérico, como hipertrofia e hiperplasia dos neurbnios, e um
aumento irregular no numero de fibras nervosas, ganglios e aumento na quantidade
de células gliais. O aumento da quantidade de células
gliais pode refletir a severidade da inflamacé&o. Nesse estudo os grupos CT na dose
de 50mg/kg e Au@CT nas doses de 25mg/kg e 50mg/kg, em comparac¢ao ao grupo
colite, promoveram a manutencao das células gliais do plexo mioentérico, assim como
0 grupo dexametasona, conferindo assim a integridade da motilidade intestinal, via
sistema nervoso entérico (SNE), j& que a preservacdo das células gliais esta
intimamente ligada a preservacdo dos neurdnios mioentéricos.

A alga utilizada em nosso estudo além de possuir papel anti-inflamatorio,
também possui efeito neuroprotetor (GONCALVES, et al. 2023). o que corrobora com

0S nossos resultados a nivel de preservacao de células gliais.

7.0 CONCLUSAO

Diante dos nossos resultados podemos concluir que o extrato da alga Cystoseira
tamariscifolia (CT), assim como as nanoparticulas de ouro biossintetizadas com o
extrato da alga Cystoseira tamariscifolia (Au@CT) apresentam atividade antioxidante,
anti-inflamatéria e neuroprotetora expressiva, no modelo experimental de Doenca de
Crohn por acido acético. Provavelmente esses achados ocorreram devido a regulacéo
inflamatoria e oxidativa e neuroprotetora presente nos compostos bioativos da alga
Cystoseira tamasriscifolia e das nanoparticulas de ouro, sugerindo assim uma
alternativa terapéutica natural para o tratamento da DC e de outras desordens

inflamatorias intestinais.
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APENDICE A- FARMACOS, REAGENTES E SOLUCOES

Farmacos

Farmaco
Calmin

Cetamin
Decadron Injetavel
Acido Acético 8%

Extrato alga Cystoseira
tamariscifolia e

Principio Ativo
Xilazina 2%

Cloridrato de cetamina
10%
Fosfato dissédico de
dexametasona
Acido acético 8%

Extrato alga Cystoseira
tamariscifolia e

Cystoseira tamariscifolia Cystoseira tamariscifolia

com nanoparticulas de
ouro

Reagentes

com nanoparticulas de
ouro

Reagentes/materiais

Acetona

Acido acético

Acido fosférico (HsPO4)
Acido tiobarbittrico (TBA)
Acido tricloroacético (TCA)
Acido tricloroacético (TCA)
Alcool Absolute

Anticorpo COX-2

Anticorpo de captura (IL-1 B e TNF-a)

Anticorpo IL1
Anticorpo INOS

a 50%

Anticorpo TNF-a e polimero

Avidina-peroxidase
Cloreto de potassio (KCL)
Cloreto de Sdédio (NacCl)

Cloreto de Tolonio (Azul de Toluidina)

DAB

Fabricante
Agener Uniao

Syntec
Aché

Exodo cientifica

Cedidas pela Dra.
Andréa Castro Gomes,
da Universidade do
Minho, Portugal.

Fabricante
Dinamica

Exodo cientifica

Vetec quimica fina

Mp biomedicals

Dinamica

Dinamica

Exodo cientifica

Abcam

IL1: Santa cruz e TNF-a:Abcam

Santa cruz
Abcam
Abcam

Dako
Dinamica
Sigma- Aldrich
Gasypath
Dako
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Diidrocloreto de O-dianisidina

Diluente de anticorpo

DPPH

DTNB

EDTA bissodico P.A
Estreptomicina

Etanol

Fosfato de Potassio Dibasico
Fosfato de Potassio Monobéssico
Fosfato Sédio (NaH2PO4)
GSH

HCL

Hexano

Hidroxido de calcio

HTAB

Insulina

KiT citocinas para TNF e IL1

Metanol

MTT brometo de [3-(4,5 dimetiltiazol-2-

i)-2,5- difeniltetrazolio]),

n-Butanol

OPD o-fenilenediaminadiidrocloreto

Peréxido de Hidrogénio

Solucéo de parada (dosagem de
citocinas)

Sulfato anidro

Tris

Trolox

Tween 20

Xilol

Formol (H2CO)

Solugao Salina Tamponada de

Sigma- Aldrich
Spring Bioscience
Sigma- Aldrich

Sigma- Aldrich
Exodo cientifica
Gibco
Dinamica
Dinamica
Dinamica
Sigma- Aldrich
Sigma- Aldrich
Dako
Dinamica
Sigma- Aldrich
Dinamica
Sigma- Aldrich
R&D Systems
Dinamica
Sigma- Aldrich

Dinamica
Dako
Dako

R&D Systems

Synth
Promega
Sigma- Aldrich
Biorad
Dinamica
Dinamica

Dulbecco
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Fosfato (PBS)

Solucgbes

Solucdes

Anticorpo biotinilado

Formol tamponado 10%

Preparo

Tampao de lavagem
1% de soro de carneiro

6,59 de fosfato de sodio dibasico
4qg de fosfato de s6dio monobasico
800 mL de 4gua destilada

Apos dissolver as substancias,
adicionar 100 mL de formaldeido
37%.

Completar para 1000 mL.

Solucéo Acido Fosforico 1%

1,176ml do H3PO4 85% para,
100mL de H3PO4 1%

Solucédo Acido Tiobarbiturico 0,6%

0,69 de Acido tiobarbitdrico em,
100mL de Acido acético 7%

Solucéo de Dianisidina

27mL de 4gua destilada

5mg de Dianisidina (croméforo-
cancerigeno)

3ml do tampéo fosfato,

15ul de H202 1%.
OBS: Fazer esse procedimento
protegido da luz;

Solucédo de DTNB

13,2 mg de DTNB

3,33 mL de metanol

Observacéao: Proteger a solucao da
luz.

Solucéo de EDTA 0,02M

10mL de solucéo de EDTA 0,2M
100mL de agua destilada

Solucéo de EDTA 0,2M

1,737g EDTA
23,3mL de agua destilada

Solugéo de H202 a 3%

3mL de perodxido de hidrogénio (agua
oxigenada)

97mL de agua destilada.

OBS: manter me vidro ambar

Solugéo de H202 1%

30 pl de H202 30%
970 uL de 4gua destilada.

25 mmol/L de glicose,
10 mg de insulina (10 pg/mL)
50 Ul/mL de penicilina
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50 ug/mL de estreptomicina

Solug&o KCL 1,15% (0,15M)

1,159 de KCI
100ml de agua destilada

Tampao citrato pH 6,0

29,49 Citrato de Sodio
1000 mL H20
Ajustar pH 6,0 com HCL 1M

Tampao fosfato de potassio

Solucgéo A: 6,89 de fosfato de potassio
monobasico em 1L de agua destilada.

Solucgédo B: 8,79 de fosfato de potassio
dibasico em 1L de 4gua destilada.

OBS: Armazenar
refrigeracao.

Tampao fosfato: 988mL de A + 12mL
de B para preparar 1L de tampéao

ambos em

Tampao HTAP 0,5%

5g de HTAB (pd) + 1L de Tampéo
fosfato de potassio.

Ajustar o pH em 6,0.

OBS: Armazenar
refrigeracao.

ambos em

Tampao TRIS

4,849 de tris
10 mL de 0,2 M EDTA
Ajustar o pH para 8,9

Tripsina a 0,05%

Pesar 0,5 g de tripsina e dissolver em
50 mL de PBS [10X].

Completar o volume para 400 mL
(agua MilliQ).

Metanol aquoso a 5%

5mL de metanol
95mL de H20

Agua destilada acidificada com HCI
0,1M

Dissolver 8,4mL de HCL concentrado
em agua e completer a 1L

PBS- Tween 20 a 0,1%

Cloreto de sddio 137 mM

Cloreto de Potassio 2,7 mM

Fosfato dissddico 4,3 mM

Fosfato monopotéassico 1,4 mM

0,1% (v /v) de Tween-20 (Polisorbato
20)

Solucéo tamponada de fosforo (PBS)

Solugdo Tampéo PBS — pH 7.2 [10x]

Na2HPOA4................. 10,59grqgsp 1L
de H20 NaH2PO4 + H20......3,55 gr
OBS: Solucgéo concentrada, portanto
diluir 100 ml de PBS para cada 900
ml de H20 (Milli-Q).

Solucéo de DPPH a 0,21mm

0,0394g DPPH

Completar com 10mL de metanol

OBS: Preparo em ambiente escuro
Armazenar em refrigeracao
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Preparo do DPPH a 1:100 v/v:
100 pL da solugao de DPPH a 0,1mm
100 mL de metanol a 80%




