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RESUMO

Nos ultimos anos, a busca de novas moléculas advindas dos produtos de origem
marinha, especificamente polissacarideos extraidos de algas marinhas do Filo
Rodophyta (sendo o género Gracilaria o mais conhecido) vem ganhando bastante
atencdo diante de inumeras atividades farmacologicas, entre elas atividade
antioxidante, anti-inflamatoria e antinociceptiva. Espécies desse género, assim como a
Gracilaria domingensis sdo abundantes em todo litoral nordestino, principalmente na
faixa que se estende do Piaui ao Rio Grande do Norte, apresentando grande
importancia econdémica, pois além de serem apropriadas ao consumo humano, elas
também sdo utilizadas na industria cosmética e pela industria alimenticia para producéo
de gelatinas. Assim, uma das maneiras de melhorar os efeitos de algumas substancias
pode ser realizada pela modificacdo da superficie de materiais alterando as
caracteristicas estruturais, sem que haja alteracGes drasticas nas propriedades de seu
volume, formando compostos com a intencdo de melhorar a compatibilidade da matriz
polimérica. Portanto, o presente trabalho teve como obejetivo avaliar a acdo anti-
inflamatoéria a base do polissacarideo da macroalga G. domingensis modificado com
anidrido propidénico em modelos farmacoldgicos classicos de inflamacédo aguda (edema
de pata induzido por carragenina, histamina e serotonina) em camundongos. A
pesquisa é de cunho experimental e teve aprovacdo no comité de ética e
experimentacdo animal (CEUA) sob o numero 480/18. Os protocolos experimentais
seguiram as normas e diretrizes do Colégio Brasileiro de Experimentacdo animal
(COBEA). Foram utilizados camundongos Swiss pesando ente 25-30g, sendo 6 animais
por grupo: Grupo salina 0,9%, indometacina 10 mg/kg, e 0s grupos para a avaliagéo
anti-iflamatéria do PLS AP nas doses de 2,5; 5,0 ou 10 mg/kg via intraperitoneal (i.p.) e
posteriormente submetidos a um edema de pata induzido por carragenina (Cg) 500 ug
por pata afim de escolher uma melhor dose com efeito anti-inflamatério que seria usada
nos demais testes. Apos o edema de Cg os segmentos da regido suplantar das patas
dos animais foram retirados e utilizados para a avaliacdo da enzima mieloperoxidase
(MPO). Os animais passaram ainda por edema de pata pelos mediadores vasoativos
histamina (100 pg/pata) e serotonina (100 ug/pata), foi induzido também peritonite com
uma injecao de 250 pg de Cg (i.p.) nhos camundongos e o liquido peritoneal foi avaliado
guanto a migracao de leucdcitos e niveis de glutationa (GSH). Os animais tratados com
PLS 2,5 mg/kg apresentaram resultados pertinentes e estatisticamente significativos na
reducdo do edema causado por Cg, assim como na resposta vascular pela diminui¢ao
dos edemas vasculares causados por histamina e serotonina. Além disso, o referido
composto apresentou eficacia na reducdo dos niveis da enzima MPO e migracdo de
células para a cavidade peritoneal, bem como no aumento de niveis de GSH. Os
resultados obtidos permitem inferir que o PLS AP na dose de 2,5 mg/kg possui efeito
anti-inflamatoério e atenua o estresse oxidativo revelando um potencial farmacolégico do
composto como um promissor agente anti-inflamataorio.

Palavras-chave: Inflamacgéo; edema; Algas marinhas; Gracilaria domingensis; anti-
inflamacé&o.



ABSTRACT

In recent years, the search for new molecules from products of marine origin,
specifically polysaccharides extracted from marine algae of the Filo Rodophyta (the
genus Gracilaria being the best known) has gained a lot of attention in the face of
numerous pharmacological activities, including antioxidant, anti-inflammatory and
antinociceptive activity. Species of this genus, as well as Gracilaria domingensis are
abundant throughout the northeastern coast, mainly in the range that extends from Piaui
to Rio Grande do Norte, presenting great economic importance, because in addition to
being appropriate for human consumption, they are also used in the cosmetic industry
and by the food industry for gelatin production. Thus, one of the ways to improve the
effects of some substances can be accomplished by modifying the surface of materials
by changing the structural characteristics, without drastic changes in the properties of
their volume, forming compounds with the intention of improving the compatibility of the
polymer matrix. Therefore, the present work aimed to evaluate the anti-inflammatory
action based on the polysaccharide of macroalgae G. domingensis modified with
propionic anhydride in classical pharmacological models of acute inflammation
(carrageenan-induced paw edema, histamine and serotonin) in mice. The research is
experimental in nature and was approved by the ethics and animal experimentation
committee (CEUA) under number 480/18. The experimental protocols followed the
norms and guidelines of the Brazilian College of Animal Experimentation (COBEA).
Swiss mice weighing between 25-30g were used, with 6 animals per group: Saline group
0.9%, indomethacin 10 mg/kg, and groups for the anti-iflamatory evaluation of PLS AP at
doses of 2.5; 5.0 or 10 mg/kg intraperitoneally (i.p.) and subsequently submitted to
carrageenan-induced paw edema (Cg) 500 ug per paw in order to choose a better dose
with anti-inflammatory effect that would be used in the other tests. After Cg edema, the
segments of the supplanting region of the animals' paws were removed and used for the
evaluation of the enzyme myeloperoxidase (MPQO). The animals also underwent paw
edema by histamine vasoactive mediators (100 pg/paw) and serotonin (100 pg/paw),
peritonitis was also induced with an injection of 250 ug of Cg (i.p.) in mice and peritoneal
fluid was evaluated for leukocyte migration and glutathione (GSH) levels. The animals
treated with PLS 2.5 mg/kg presented relevant and statistically significant results in the
reduction of edema caused by Cg, as well as in the vascular response due to the
decrease in vascular edema caused by histamine and serotonin. In addition, this
compound showed efficacy in reducing MPO enzyme levels and migrating cells into the
peritoneal cavity, as well as increasing GSH levels. The results obtained allow us to infer
that PLS AP at a dose of 2.5 mg/kg has an anti-inflammatory effect and attenuates
oxidative stress revealing a pharmacological potential of the compound as a promising
anti-inflammatory agent.

Keywords: Inflammation; edema; Seaweed; Gracilaria domingensis; anti-inflammation.
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1. INTRODUCAO

A inflamacdo é um mecanismo de defesa ou resposta natural do
organismo que se manifesta como resposta a agentes lesivos (fisico e quimico) e
biolégicos. E um processo dinamico, complexo e que envolve a ativagdo de vias de
sinalizacdo que regulam a expressdao de mediadores tanto pr6 como anti-
inflamatorios (AKHTAR; SHABBIR, 2019).

No processo inflamatério, ocorre a formacao de alteracdes morfofuncionais da
microcirculacdo na area lesada (WILCHES et al, 2021) que engloba uma cascata de
eventos bioquimicos, abrangendo o recrutamento de células inflamatérias, vasos
sanguineos, linfaticos e liberacdo de mediadores inflamatérios no sitio da leséo
(KUPRASH; NEDOSPASOQV, 2016), tais como: oxido nitrico (NO), prostaglandinas
(PG), leucotrienos (LT), aminas vasoativas, citocinas (fator de necrose tumoral alfa-
TNFa- e interleucinas-IL-1, 12). As alteracGes provocadas nesse processo podem
ser mensuradas e determinadas pela intensidade ou persisténcia do dano, reacéo do
organismo e caracteristica do 6rgdo ou tecido atingido (REHRING et al, 2021,
HAWKINS; DAVIES, 2021).

No que diz respeito a terapia medicamentosa para o tratamento da inflamacéao
utiliza-se normalmente os anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINEs) (ALMEIDA et
al., 2017). Apesar de apresentarem um amplo espectro de acéo contra a inflamacéao,
na literatura sao relatados efeitos colaterais que incluem hepatotoxicidade,
toxicidades gastrointestinais e lesbes renais, devido a utilizacdo prolongada e
automedicacdo, o que limita a utilizacdo desses farmacos (BINDU; MAZUMDER,;
BANDYOPADHYAY, 2020).

Os compostos isolados de produtos de oriegm natural com atividade anti-
inflamatoéria tém sido fontes terapéuticas alternativas, que substituem muitos
medicamentos com efeitos colaterais insatisfatério. Assim, no que se refere a busca
pelo desenvolvimento de novos farmacos/drogas com finalidade terapéutica, nota-se
uma busca incessante por drogas que apresentem tanto acdo anti-inflamatoria,
guanto menos efeitos colaterais (PALANI et al, 2022; NIGAM et al, 2022).

Desta forma, os produtos naturais, mais especificamente os produtos
extraidos de algas marinhas ganham cada vez mais destaque e sua utilizacédo
incluem aplicacdes biomédicas (HARARI et al, 2020; CARPENA et al, 2022), tais
como potencial antimicrobiano (PINA-PEREZ; RIVAS; MATINEZ, 2017), atividades
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anti-inflamatéria (SILVA et al, 2019), antibiofime (VISHWAKARMA &AMP;
VAVILALA, 2019), antioxidante e hipoglicémica in vitro (GUNATHILAKA et al, 2019),
antinoceptiva (COSTA et al, 2020), regulacdo de células T reguladoras em modelo
murino (HAN et al, 2021) e atenuacéo em hepatoxicidade (SOHAIL et al, 2019).

Desta forma, os polissacarideos oriundos de algas vermelhas (Filo
Rodophyta) vem ganhando bastante notoriedade devido as ac¢des farmacologicas ja
relatadas na literatura, sendo o género Gracilaria (Gracilaria caudata, entre outras
espécies) um dos que mais se destacam. Dentro desse género, a espécie Gracilaria
domingensis abundante em todo litoral nordestino, apresenta grande importancia
econdmica, pois além de ser apropriada para o consumo humano, pode ser utilizada
na industria de cosméticos e alimenticia (GUIMARAES et al., 2005; ALMEIDA et al.,
2017).

Apesar dos produtos naturais apresentarem acdo biomédica, uma das
maneiras de melhorar os efeitos de algumas substancias pode ser realizada pela
modificacdo da superficie de materiais alterando as caracteristicas estruturais, sem
que haja alteragfes drasticas nas propriedades de seu volume, formando compostos
com a intencdo de melhorar a compatibilidade da matriz polimérica (DHENG et al,
2020).

A obtencao de moléculas modificadas quimicamente através da introducao de
grupos quimicos na estrutura tem revelado ser estratégico para a obtencdo e
potencializacdo de propriedades biologicas. Diante das inUmeras atividades
descritas, acredita-se que outros polissacarideos de espécies do género Gracilaria
como o polissacarideo modificado da alga Gracilaria domingensis possa apresentar
acdo anti-inflamatdria. Pois, os polissacarideos extraidos de algas desse género sdo
semelhantes entre si e alguns ja apresentam essa atividade biolégica (SILVA, et. al,
2012; BRITO, et. al, 2013).

Neste sentido, é justificAvel a avaliacdo da acdo anti-inflamatéria do
polissacarideo estraido da alga marinha vermelha G. domingensis modificado com
anidrido propiénico em modelos farmacolégicos classicos de inflamacdo aguda em

camundongos.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1. Inflamacéo
A inflamacdo acontece em resposta a diferentes estimulos agressivos, que

podem ser fisico, bioldégico ou quimico, pode desenvolver um processo complexo
envolvendo varios mediadores e células. Este processo compreende uma complexa
cascata de eventos bioquimicos e celulares, que incluem extravasamento de fluidos,
ativacdo enzimatica, migracdes celulares, liberacdo de mediadores, sensibilizacéo e
ativacdo de receptores, lise e reparo tecidual. Sendo caracterizada pelo
aparecimento dos sinais classicos como: dor, rubor, calor, edema e até perda de
funcao do local afetada (BHATIA et al., 2015; SAJADIMAJD et al, 2019).

A inflamacédo é um processo bifasico, sendo dividida em aguda ou crbénica
conforme o tempo de duracdo da inflamacdo. A inflamacdo aguda representa um
processo inicial, benéfico e auto limitado, caracterizada pelo acumulo extravascular
de neutréfilos e formacdo de edema no inicio da resposta. Enquanto que a
inflamac&o crénica resulta do desequilibrio entre os mecanismos pré-inflamatorios e
antiinflamatdrios, podendo desencadear varias doencas como: cancer, doencas
cardiovasculares, diabetes, artrite, doencas pulmonares e doencas autoimunes
(SERHAN, 2008; CHIU et al., 2012; CHAVES et al, 2013).

A etapa inicial da inflamacao resulta na liberacdo sequencial de mediadores,
incluindo histamina, bradicinina e serotonina ou 5-hidroxitriptamina (5HT), resultando
no influxo imediato de leucécitos polimorfonucleares (PMN). Os leucécitos
posteriormente sdo fagocitados por mondcitos-macrofagos, contribuindo para a
resolucdo do processo inflamatario (BUCKLEY et al., 2014; BRANCO et al., 2018).

As aminas vasoativas, como histamina e serotonina, por serem mediadores
pré-formados armazenados nas células, sdo os primeiros mediadores a serem
liberados, principalmente através dos mastocitos e mondcitos, promovendo
vasodilatacao local e aumento da permeabilidade capilar. Além disso, sdo ativados
componentes do sistema de cininas, do sistema complemento e do sistema de
coagulagao, sendo juntamente liberadas citocinas e quimiocinas (KAWAHARA et al.,
2015; SCAND et al, 2021).

A migracdo de leucocitos dos vasos sanguineos para o endotélio (figura 1) é
feita através de uma cascata de eventos classicos de rolamento, quimiotaxia,
adesdao firme e diapedese, dependente de uma classe de moléculas da superficie

celular conhecida como moléculas de adesdo, que culmina na liberacdo de
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neutrofilos para fora dos vasos sanguineos, liberando granulos, como a enzima MPO
correspodnendo a uma das principais (KUPRASH; NEDOSPASOV, 2016). As
principais familias de moléculas de adesdo celular incluem as selectinas, a
superfamilia das imunoglobulinas e as integrinas. As trés importantes selectinas na
adesao célula-a-célula sédo: a L-selectina, constitutivamente expressa em leucocitos;
a P-selectina, pré-formada e armazenada nas plaquetas ou em células endoteliais; e
a E-selectina, que apresenta exclusivamente em células endoteliais. As integrinas
sdo uma grande familia de proteinas que medeiam a adeséo, migracdo e ativacao
celular. As moléculas de adesdo sdo expressas apds estimulacdo por citocinas,
como interleucina-1 (IL-1) e fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) (MESQUITA et al.,
2008; CHANG et al., 2015; ROE et al, 2021).

Figura 1: Representacdo esquematica da migragédo de neutréfilos dos vasos

sanguineos.

Neutrofilo ativado

Migracao de Neutrofilos

Fonte: Propria autoria, 2022.
2.2. Resposta inflamatéria: mecanismos envolvidos

No processo inflamat6rio ocorre uma resposta complexa que envolve 0s
vasos sanguineos, proteinas plasmaticas e leucdcitos com intuito de neutralizar
agentes causadores da lesdo e promover o reparo do tecido por meio do
recrutamento de células polimorfonucleares que se encontram na circulacao
(GABAY, 2006; SCAND et al, 2021).

Entre os mecanismos envolvidos, destancam-se as mudancas no ténus
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vascular (vasoconstricdo/vasodilatacdo), coagulacao e liberacdo de mediadores de
sinalizacdo celular e assim o recrutamento de células inflamatorias para a area
lesada (KIM; MOUDGIL, 2017). Além das células, participam do processo as
aminas vasoativas, peptideos vasoativos, produtos do sistema complemento,
mediadores lipidicos, Oxido nitrico, prostaglandinas, leucotrienos, citocinas,
quimiocinas e enzimas proteoliticas (IWALEWA et al., 2007; CRUVINEL et al.,
2010).

No que se refere aos mediadores, pode-se destacar a serotonina,
histamina, bradicinina, prostaglandinas, leucotrienos, fator de ativacdo plaquetaria,
adenosina, protons e espécies reativas de oxigénio atuam no desenvolvimento da
resposta inflamatéria (GODIN, 2014).

Os mastoécitos e mondécitos também participam no processo inflamatorio,
sendo essas células as responsaveis pela liberacdo das aminas vasoativas
histamina e serotonina, promovendo vasodilatacdo local e aumento da
permeabilidade capilar. Além disso, sdo ativados componentes do sistema de
cininas, do sistema complemento e do sistema de coagulagéo, sendo juntamente
liberadas citocinas e quimiocinas (KAWAHARA et al.,2015).

2.3. Terapia e efeitos colaterais decorrentes do uso de anti-inflamatérios néao
esteroidais — AINEs
Os AINEs sdo uma classe de medicamentos que possuem ampla utilizacéo
e aplicacdes, destacando-se entre os medicamentos mais populares no mundo,
constituindo 5% de todos os medicamentos prescritos (GUTIERREZ et al, 2007).
Utilizados principalmente para o tratamento de pacientes que sofrem de dor e
condi¢cbes inflamatorias, artrite reumatéide, osteoartrite, condicdes cirargicas de
pos-operatorio e até mesmo sendo usado amplamente como analgésicos e
antipirético, os AINEs apresentam uma grande utlizacdo nas praticas de
automedicacdo O para aliviar a dor e o desconforto associado a condigoes
cronicas, esses farmacos apesar de serem seguros, podem trazer efeitos adversos
(MONTEJO et al, 2005; AMERICAN SOCIETY OF HOSPITAL P, 2010;
MCCARBERG, 2013).
Com relagao aos efeitos adversos dessa classe de medicamentos, inibidores
seletivos da COX-2, trouxeram a tona a possibilidade de aumentar o risco para

infarto do miocérdio e acidente vascular cerebral. Com isso, a ANVISA lancou uma
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nota técnica em 2008 regulamentando e exigindo a venda sob prescricdo em
receita de controle especial, dos chamados inibidores seletivos da COX 2
(MARTINEZ-GONZALEZ, 2007; ANVISA, 2008).

No TGI os efeitos adversos mais relatados sdo azia, dispepzia e nausea e
estdo mais limitados ao trato gastro intestinal (TGI) superior. A principal
preocupacio associada ao uso de AINEs € a lesdo renal aguda (GUTIERREZ et al,
2007; REUBEN, 2010; BECHMANN, 2014). No que se refere ao figado, varios
AINEs foram retirados do mercado devido a hepatoxicidade (bromfenaco,
ibufenaco, benoxaprofeno, droxicam, pirprofeno e fenclofenaco); outros, como a
nimesulida, nunca foram comercializados em alguns paises ou retirados em outros
(NDERITU, 2013; DONATIL, 2016).

Desta forma, a busca por drogas com novas abordagens com menos efeitos
colaterais sdo buscadas para evitar ou reduzir as respostas adversas,
principalmente aos o6rgdos mais afetados como o TGI, o figado e os rins
(LAMEIRE, 2005; VIEUX, 2010; BROADIS, 2010). Dentre as abordagens tem-se 0
uso de AINEs com baixo potencial toxico, reducdo ou eliminacdo dos agentes que
atuam causando injurias e intensificacdo da defesa da mucosa. Porém, nem todas
essas medidas tém demonstrado muito sucesso (JUNIOR, 2020; PEREIRA, 2021).

2.4. Algas marinhas vermelhas fonte de polissacarideos

Os produtos naturais vém ganhando bastante notoriedade, diante de diversas
substancias que foram recentemente identificadas e comprovadas suas atividades
biolégicas. Entre elas, os produtos derivados de algas marinhas, principalmente as
macroalgas do filo Rodophyta, composto por cerca de 5000 espécies e
popularmente denominadas como algas vermelhas (NIGAM et al, 2022).

Estima- se que desde o século XVII, as macroalgas ja eram cultivadas na Asia
para consumo humano, principalmente no Japéo, China e Coreia, sendo até os dias
atuais os principais mercados consumidores deste tipo de alga. Com a descoberta
dos polissacarideos dessas algas no século XX (agaranas, carragenanas e alginato
também conhecidos como ficocoloides, por serem carboidratos complexos que
podem formar gel), estes ganharam importancia na indastria cosmeética,
farmacéutica e de bioenergia, onde atualmente a movimentacdo financeira deste
setor ultrapassa a casa de 6 bilhées de dolares (LAURIENZO, 2010; LI et al, 2021;
ZHENG et al, 2022).
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As principais representantes do filo Rodophyta sdo as algas do género
Gracilaria. Distribuidas em todo litoral tropical e subtropical e com mais de 100
espécies, sendo cerca de trinta delas de ocorréncia em todo litoral brasileiro,
principalmente no Nordeste, sendo encontradas com maior frequéncia nos estados
do Piaui, Ceara, Rio Grande do Norte e Bahia. No Brasil, as gracilarias tem uso
principalmente no ramo alimenticio, tendo seus ficocoloides usados em substituicao
as gelatinas e também como componentes de doces e geleias, além de ser usada
na industria cosmética em cremes, sabonetes, xampu e lo¢cdes (ALMEIDA et al.,
2017; COSTA et al, 2020).

Estruturalmente, os Polissacarideos do género Gracilaria sdo compostos
principalmente de unidades alternadas de 3-B-D-galactopiranose (Gal) e 4-3,6-
anidro-L-a-galactopiranose (Angal), sendo que a unidade Gal pode ser substituida
por éster de sulfato ou radicais metil (SILVA et al., 2012; SANTOS et al, 2022), algo
gue poderia auxiliar em suas atividades farmacologicas, pois essas estruturas sao
semelhantes na maioria das espécies do género ja descritas bioquimicamente
(SANTOS et al, 2022).

A macroalga vermelha estudada neste trabalho, a Gracilaria domingensis
(figura 1) apresenta a seguinte classificacdo bioldgica: divisdo Rhodophyceae,
classe Florideophyceae e ordem Gracilariales. A alga G. domingensis € uma espécie
comumente encontrada na costa brasileira, ocorrendo desde o litoral do Estado do
Ceara até Santa Catarina frequentemente em associacdo com outras espécies de
Gracilaria na zona intertidal (GUIMARAES et al., 2003). Sendo bastante utilizada
como alimento in natura na dieta humana, sendo coletada e exportada para o
mercado alimenticio japonés (FERNANDEZ et al, 1989; OLIVEIRA, 1998).

Figura 2: Macroalga Gracilaria domingensis.
- - 4 vord
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Fonte: Revista H&C, 2022.
Atualmente, a principal atividade econdmica relacionada a esta alga € a

exploracdo de &gar, um ficocoloide de alto valor econdmico. Os principais
ficocolbides extraidos de algas sdo agar, carragenana, e alginato. Ficocoloides séo
polissacarideos de alto peso molecular compostos por polimeros de acucar. Sado 0s
principais componentes estruturais da parede celular das algas (CARDOZO et al.,
2007).

2.5 Polissacarideos extraidos de algas do género Gracilaria com ac¢éo biologica

No que se refere ao género Gracilaria, os polissacarideos extraidos dessas
algas possuem algumas acdes biolégicas conhecidas e descritas na literatura. Os
extratos de G. domingensis por exemplo, apresentam atividade antitumoral
(FERNANDEZ et al.,, 1989) e possuem compostos fotoprotetores, como, por
exemplo, os aminoacidos do tipo micosporina (CARDOZO 2007).

As demais atividades descritas, incluem polissacarideos de espécies do
género Gracilaria como os polissacarideos da Gracilaria Caudata, que apresentam
acdo antiinflamatoria nos estudos de Silva et al (2011), Chaves et al (2013), Sales et
al (2020) e de acordo com o estudo de Silva et al. (2019), pode prevenir a alteracéo
do tecido periodontal e hepatico causada pela periodontite, bem como estresse
oxidativo e esteatose no figado induzida por etanol. Sendo o mecanismo de protecao
mediada pelo polissacarideo pode estar relacionada coma diminuicdo da producédo
de radicais livres e peroxidacédo lipidica, além da acdo antidiarréica no estudo de
Costa el at (2016). Outro estudo mostrou que o PLS da G. Caudata reduz a resposta
inflamatoria e hipernociceptiva por diminuir a migracdo de neutrofilos e
concentracfes de citocinas (CHAVES, et al. 2012). Os polissacarides (PLSs) das
algas G. intermedia e G. birdiae verificaram a agéo anti-inflamatéria e antinoceptiva
em edema de pata de camundongos no estudo de Costa et al. (2020) e anti-
inflamatéria e antioxidante na colite ulcerativa induzida por &acido
trinitrobenzenossulfénico (TNBS) por Brito et al. (2014) e no estudo de Oliveira et al.
(2020), respectivamente. Ja no estudo de Han et al (2021) e Gong et al (2021) com o
PLS extraido da alga G. lemaneiformis, foi possivel verificar a acdo antiinflamatoria

na colite experimental e in vitro, respectivamente.


https://revistahec.com.br/author/crys/
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2.6 Modificacéo de polissacarideos

As algas marinhas possuem muitos componentes presentes em suas paredes
celulares, dentre eles podem ser encontrados polissacarideos sulfatados
naturalmente ou obtidos por reacdes de derivatizacdo quimica (DENG et al, 2020;
HU et al, 2020). Para que ocorra a modificacdo por sulfatacéo, é necessario ocorrer
a substituicdo nucleofilica nos grupos hidroxilas por grupamentos sulfatos (O-SO3H),
sendo realizada em polissacarideos como glucanas, pectinas e quitosanas (WANG
et al., 2015; LI, DAI, SHAH, 2017; HU et al, 2020).

Segundo Rowell (1983) a modificacdo quimica pode ser definida como uma
reacao quimica entre uma parte reativa desse componente e um reagente quimico,
com ou sem catalisador, formando uma ligacdo entre as duas.

O uso de polissacarideos naturais e seus derivados tiveram uma crescente
procura, por sua viabilidade para aplicacdo em produtos industriais quimicos (DENG
et al, 2020; ZHANG et al, 2021), portadores de uma grande variedade devido a sua
funcionalidade, além de um baixo custo para sua obtencdo, favorecendo assim
estudos para os diversos polissacarideos existentes passiveis a modificacdo
estrutural (HUANG et al, 2020), estando sujeitos a insercdo de novos grupos
funcionais que venham melhorar as propriedades fisicas, quimicas deixando a
substancia com caracteristicas anfifilicas (MOCANU et al, 2014; QI et al, 2021).

Assim, a modificagdo pode ser utilizada para mexer na estrutura do
polissacarideo quanto ao grau de solubilidade do mesmo, pela introducédo de grupos
guimicos na estrutura para a obtencao e potencializacdo de propriedades biolégicas

dos polissacarideos.



22

3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral

Avaliar a acdo anti-inflamatoéria do PLS modificado com anidrido
propidnico (PLS AP) em modelos farmacolégicos de inflamacdo aguda em

camundongos.
3.2. Objetivos Especificos

v Averiguar a possivel atividade anti-inflamatoéria do PLS modificado com
anidrido propi6nico oriundo da alga G. domingensis em edema de pata

induzido por carragenina em camundongo;

v' Verificar o provavel efeito anti-inflamatério do PLS modificado com anidrido
propiénico oriundo da alga G. domingensis através do efeito vascular do

edema de pata induzido por mediadores vasoativos: histamina e serotonina.

v Verificar a participacdo do PLS modificado com anidrido propidnico
oriundo da alga G. domingensis sobre a migracdo de neutréfilos de forma

indireta pela atividade da enzima MPO nos tecidos das patas.

v' Analisar o potencial efeito anti-inflamatéria do PLS modificado com
anidrido propidnico oriundo da alga G. domingensis no evento de
migracdo de células inflamatérias para a cavidade peritoneal induzido por

carragenina em camundongos;

v' Avaliar o provavel envolvimento do PLS modificado com anidrido
propidnico oriundo da alga G. domingensis sobre os niveis de GSH a

partir do exsudato peritoneal.
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4. METODOLOGIA
4.1. Coleta do material e extracdo do polissacarideo da Gracilaria domingensis.

A extracdo do agar das algas G. domingensis foi realizada de acordo com o
fluxograma da Figura 3, com base no trabalho de Yoshimura (2006) realizada
algumas modificagoes.

Figura 3. Fluxograma para extracdo do Polimero da G. domingensis.

Selecdo, Triagem e Secagem (algas) I

!

Isolamento

(10 g alga) + (300 mL agua)

4

Extracdo a quente (2 horas chapa
aquecedora)

!

[ Filtrac&o, Precipitacdo e Secagem ]

Fonte: Magalhaes, 2018.

A obtencado do polissacarideo foi realizada por meio de extracdo aquosa, na
qual foram utilizados 5g de alga e adicionados 150 ml de agua ao béquer, postos em
banho-maria (apds obter a temperatura adequada em torno de 80°C) por 1 hora,
sendo agitado manualmente com um bastéo de vidro. Apds, esta etapa foi retirada a
solucdo do banho-maria, esfriando a temperatura ambiente, filtrando a solucdo e
armazenando o liquido obtido da filtracdo, rotulando-o e guardando na geladeira, o
residuo serd armazenado em embalagem pléstica para posteriores extragdes (este
se encontra apto a outras extracdes). As etapas seguintes consistiram da retirada da
solucdo viscosa (SV), o qual foi mantido a temperatura ambiente, sendo
homogeneizado com o auxilio de um triturador, a fim de reduzir a viscosidade, foi
colocada a SV em um agitador com auxilio de barra magnética por alguns minutos
no intuito de minimizar as bolhas presentes.

A solucao viscosa foi medida (previamente antes de ir pra agitagao) e para

cada 100 ml de SV serado acrescentados 0,5g de NaCl a solucdo em agitacéo, até
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ocorrer a dissolucdo do NaCl, sendo ajustado o pH com hidroxido (Ideal pH 7). Apés
esse processo com o auxilio de uma proveta foi separada a solucdo de SV em
beckérs (1000 ml). Em seguida acrescentando 300 ml de etanol (99,5%) para cada
100 ml de SV, observando a formacao de precipitado, filtrando as solugdes (por
filtracdo simples), lavando os precipitados por mais duas vezes com etanol (99,5%) e
uma vez com acetona, a etapa de secagem foi feita com auxilio de almofariz e pistilo

e seco sobre fluxo de ar quente do secador, obtendo a forma de um po.

4.2. Modificacéo hidrofobica do polissacarideo com anidrido propridénico

A hidrofobizacdo do polimero foi realizada, adaptando o protocolo proposto
por Prashant et al., (2006), que visa modificar e/ou aprimorar o uso de polimeros
naturais que no decorrer dos anos vem apresentando resultados promissores,
viabilizando a aplicacdo em formula¢Bes de produtos nas industrias farmacéutica e
alimenticia.

Para a modificacdo do polimero com o anidridrido propriénico foram usados
em cada reacdo a proporcao 1:4 (polimero/anidrido), em um sistema de banho-maria
sob agitacdo de 1200 rpm e aquecimento em torno de 60°C por 8 hs. Foi pesado 1 g
de polimero ao qual sera acrescidos 1 g de NaHCO3s e homogenizado com 1 ml de
etanol. Apos, a solucao viscosa foi submetida ao banho e acrescentado 8 mL de
anidridro propridénico por gotejamento. Transcorrido o tempo da reacéo, as solucdes
foram retiradas precitadas inicialmente em 10 mL de etanol e em sequéncia
precipitado em agua e centifugadas para a retirada do sobrenadante, a secagem do
material se deu por meio do Centripav e finalizadas com o auxilio de almofariz e
pistilo usando o ar quente de secador, sendo maceradas até a obtengdo de um po.

Sendo este pesado e armazenado pra posteriores caracterizacgoes.

4.3. Animais Experimentais

Nos ensaios foram utilizados 90 animais de acordo com o calculo
amostral descrito item 4.6.6, camundongos Swiss albinos fémeas, pesando 25-30
gramas, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do Piaui. Os
animais foram mantidos em ambiente com temperatura (22 + 2°C) e ciclo
claro/escuro (12h/12h) controlados. Também foram mantidos com agua e

alimentacdo ad libitum até o momento da realizacdo dos experimentos. Todos 0s
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tratamentos e procedimentos realizados estavam de acordo com o Guia de cuidados

em uso de animais do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).

4.4. Questdes éticas

O presente projeto foi realizado seguindo todos os principios e normas
para a utilizacdo de animais em projetos de pesquisa de acordo com o Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA). Todos os procedimentos foram
realizados de acordo com a Lei Federal 11.794 de outubro de 2008, ditada pela
Sociedade Brasileirade Ciéncias de Animais de Laboratério. O projeto foi
submetido e aprovado na comissdo de ética no uso de animal (CEUA) da
Universidade Federal do Piaui — UFPI sob o protocolo n° 480/018 e foi
desenvolvido de acordo com a Lei n° 13.123, de 20 de maio de 2015,
regulamentada pelo decreto n° 8.772 , de 11 de maio de 2016 com acesso ao
patriménio genético e ao seu conhecimento tradicional associado, com numero
de registro: AOOBA4D.

4 5Eutanasia dos animais

Os animais foram eutanasiados ao final de cada experimento pela utilizacao
de uma dose letal de Quetamina (240 mg/kg) combinado com Xilazina (30 mg/kg)
de acordo com a dose anestésica utilizada por Guazelli et al., 2013. ApGs a
administracdo do anestésico foi feita a confirmacdo da morte do animal pela
verificacdo da auséncia de movimento respiratorio (apneia) e auséncia de
batimentos cardiacos por meio do uso de estetoscépio, segundo a Normativa n° 37,
de 15 de fevereiro de 2018, sobre a pratica de eutanasia.

4.6 Métodos experimentais utilizados nos ensaios para avaliagdo do efeito anti-

inflamatorio

4.6.1 Edema de pata induzido por carragenina

Nesse ensaio foram utilizados 36 animais divididos em 6 grupos contendo 6
animais cada (n=6), descrito na tabela 1. O edema foi induzido pela injecéo
intraplantar de 50puL de uma suspensdo de carragenina (500ug/pata) em solugcao

salina estéril 0,9% na pata direita traseira dos animais. Um dos grupos néo recebeu
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nenhum pré-tratamento, somente o agente inflamatério (grupo nédo tratado — grupo
II). Os animais foram tratados por injecdo intraperitonial (i.p.) com salina 0,9% (grupo
nao tratado- grupo I) ou com indometacina 10 mg/kg (grupo VI controle referéncia)
ou com o polissacarideo modificado com anidrido propridnico (APM 1:4-30 / doses
2,5, 5 ou 10 mg/kg) nos grupos lll, IV e V, respectivamente. O volume da pata foi
mensurado por meio de plestismometria (Panlab LE75000), sendo as leituras
realizadas antes do experimento (volume basal, Vo) e em 1, 2, 3 e 4 horas apés o
tratamento com carragenina (Vt) usando pletismometro (WINTER, 1962).

O efeito do pré-tratamento foi calculado como porcentagem de inibicdo do
edema relativa ao volume da pata do grupo controle ndo tratado usando a seguinte
férmula:

%inibicdo do edema= (Vt-Vo)control — (Vt-Vo)tratado  x100
(Vt-Vo)control

Tabela 1. Descricdo dos grupos experimentais do ensaio de edema de pata induzido
por carragenina.

Grupos Experimentais Animais por grupo
Grupo | - Salina 0,9% 6 animais
Grupo Il - Carragenina (Cg; 500ug/pata) 6 animais
Grupo Il = PLS AP 1:4 - 30 (2,5 mg/kg) + Cg 6 animais
Grupo IV —PLS AP 1:4 - 30 (5 mg/kg) + Cg 6 animais
Grupo V- PLS AP 1:4 - 30 (10 mg/kg) + Cg 6 animais
Cg Grupo VI - Indometacina 10 mg/kg + Cg 6 animais

ApoGs a realizagdo desse edema foi escolhida a melhor dose a base do
polissacarideo modificado com anidrido propridnico da G. domingensis (dose do
experimento com carragenina) de acordo com a resposta anti-inflamatoria para ser

utilizada na realizacdo dos demais ensaios.

4.6.2 Edema de pata induzido por mediadores inflamatorios

Para a realizacdo do edema de pata induzido por alguns mediadores
inflamatorios, foi utilizada a melhor dose do PLS APM obtida no experimento de
edema de pata induzido por Cg. Os animais foram pré-tratados por via
intraperitoneal com solucéo salina 0,9% (grupo | controle negativo), Indo 10 mg/kg
(grupo 1l — grupo controle/farmaco referéncia), ou PLS AP (grupo Ill - grupo teste).
Apds 30 minutos do tratamento foi administrado 50 ul de salina estéril (0,9 %), ou
serotonina (100 ug/pata), ou histamina (100 ug/pata) na pata traseira direita dos

animais, como adotado no modelo de Silva et al (2013). O volume da pata dos
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animais foi mensurado por meio de pletismometria (Panlab LE75000), sendo as
leituras realizadas antes da administracao dos agentes flogisticos (volume basal) e
em 30 min, 60 min, 90 min e 120 min ap6s a administracdo para os diferentes
grupos de animais. Os resultados foram expressos como variagdo do volume da
pata (ml).
4.6.3 Determinacao da migracao de leucécitos para a cavidade peritoneal
induzida por carragenina

Inicialmente foi administrado 250 pl de solugéao salina (0,9%) i.p. (grupo | -
controle negativo), ou indo 10 mg/kg i.p. (grupo Il — controle/farmaco referéncia), ou
a melhor dose de PLS APM v.o. (grupo Il — teste). Trinta minutos depois, foi
administrado Cg (250 ul / 500 pg/cavidade) i.p. nos camundongos dos grupos I, 11l
e em um grupo querecebeu apenas Cg (grupo IV — controle positivo). Logo ap6s o
periodo de 4 horas, foi feita a eutanasia dos animais e a cavidade peritoneal foi
lavada com 1,5 ml de soluc¢do salina tamponada com fosfato de heparina (PBS)
para colher células peritoneais segundo a metodologia adaptada por Chaves et al.
(2013).

Para a contagem total de células presentes no liquido peritoneal foi utilizado
20 L do lavado apods ser diluido em liquido de Turkey (380 pl) e realizada a
contagem em uma camara de Neubauer com auxilio de um microscopio 6ptico com
aumento de40x. Os resultados foram expressos como numero total de leucdcitos
por cavidade. Foram coletados também liquido peritoneal para posteriormente

realizar dosagem dosniveis de GSH.
4.6.4 Determinacéo da atividade da enzima mieloperoxidase

O procedimento seguiu o protocolo estabelecido por Bradley et al. (1982).
Para mensurar a concentracdo dessa enzima, foi utilizado 50-100 mg de tecido
celular subcutaneo proveniente da pata, por animal, de cada grupo. Sucintamente, o
tecido da pata traseira foi homogeneizado em 1 mL de tamp&o de potassio com
0,5% de brometo de hexadeciltrimetilaménio para cada 50 mg de tecido. Tal
homogeneizado foi entdo centrifugado a 4500 rpm durante 12 min a 4°C. A atividade
da MPO na suspensao foi entdo avaliada pela medida da alteracéo na absorbancia a
450 nm utilizando o-dionisidina e peroxido de hidrogénio a 1%. O resultado foi

expresso como sendo Unidade de MPO/mg de tecido.
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4.6.5 Analises das concentracdes de Glutationa

Para avaliar os niveis de glutationa (GSH), foi utilizado o método de Sedlak e
Lindsay (1968). Em suma, o lavado peritoneal foi centrifugado a 1500 rpm por 15
min a 4°C. Na sequéncia, aliquotas de 400 uL do homogeneizado foram misturadas
a 320 pyL de agua destilada e a 80 pL de acido tricloroacético (TCA) a 50% para
precipitacdo das proteinas. Este material foi entdo novamente centrifugado a 3.000
rom por 15 min a 4°C. A 400 pyL do sobrenadante sera adicionado em 800 pL de
tampao Tris 0,4 M (pH 8.9) e 20 yL de DTNB (Reagente de Ellman) 0,01M. A
mistura foi entdo agitada por 3 minutos e a absorbancia lida a 412 nm em
espectrofotometro. As concentracfes de grupos sulfidrilicos ndo-protéicos foram

expressas em ug de GSH/g de tecido.

4.6.6 Analise estatistica

De todos os experimentos foram calculadas as médias + erro padrdo da
media (EPM) de certo numero de eventos (n) em cada grupo, com excecao dos
escores histoldégicos que foram expressos como mediana. Para realizacdo dos
testes estatisticos foi utilizado o Software Prisma versdao 6.0 da GraphPad
Software. A diferenca estatistica entre os grupos foi determinada através de analise
de variancia (ANOVA) seguido pelo teste de comparacbes mdultiplas de Newman-

Keuls. Uma diferenca de p<0,05 foi considerada estatisticamente significativa.
5. RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1 Efeito do PLS AP sobre o edema de pata induzido por carragenina

O PLS AP da G. domingensis nas doses 2,5; 5,0 e 10 mg/kg foi testado e
demonstrou que o0s animais que receberam a dose do agente inflamatorio
carragenina (1h - 0,093 = 0,010 ml; 2h - 0,103 = 0.012 ml; 3h - 0,120 £ 0,013 ml; 4h
0,140 £ 0,013 ml) apresentaram aumento significativo no edema de pata quando
comparado ao grupo controle negativo: salina 1h - 0,030 + 0,014 ml; 2h - 0,015 £
0,002 ml; 3h - 0,011 = 0,003 ml; 4h - 0,006 = 0,004 ml). Ja com relacdo aos grupos
do PLS AP, a dose 2,5mg/kg foi a que apresentou a melhor resposta anti-

inflamatoéria, demonstrando uma reducao significativa do edema 1h - 0,074 + 0,005
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ml; 2h - 0,088 + 0,004 ml; 3h - 0,088 + 0,003 ml; 4h - 0,073 + 0,005 ml) quando
comparado aos animais que receberam apenas carragenina (Tabela 2). Foi
observado também a diminuicdo do edema nas outras doses testadas de PLS AP
5,0 mg/kg (1h - 0,084 + 0,002 ml; 2h — 0,100 * 0,005 ml; 3h - 0,086 + 0,008 ml; 4h -
0,088 + 0,008 ml) e em PLS AP 10 mg/kg (1h - 0,084 + 0,002 ml; 2h — 0,093 + 0,006
ml; 3h - 0,088 £ 0,002 ml; 4h - 0,081 + 0,004 ml), no entanto, a dose de 2,5 mg/kg foi
a que apresentou a maior redutilidade do edema durante todo o percurso temporal
do edema. Foi observado ainda que a referida dose teve um efeito redutor do edema
com porcentagem mais aproximada do grupo que foi tratado com a dose de controle
da resposta antiinflamatoria: indometacina (1h - 0,078 £ 0,007 ml; 2h — 0,062 + 0,003
ml; 3h - 0,055 £ 0,004 ml; 4h - 0,051 + 0,006 ml). Desta forma, a dose utilizada nos

demais ensaios foi a dose de 2,5 mg/kg.

Tabela 2 — Efeito do PLS extraido da alga Gracilaria domingensis modificado com
anidrido propi6nico sobre o edema de pata induzido por carragenina.
Tratamento  Volume da pata em ml (tempo apos a administragcédo do

mg/kg inflamégeno)
1h 2h 3h 4h
Sal 0.030+0.014 0.015+0.002 0.011+0.003 0.006 + 0.004
Cg 0.093 + 0.010% 0.103+0.012# 0.120 + 0.013% 0.140 + 0.013%
Ind 0.078+0.007 0.062+0.003 0.055+0.004 0.051 +0.006
(16,1%) (39,9%)* (54,2 %) * (63,6%) *

PLSAP 2,5 0.074 £0.005 0.088+0.004 0.088+0.003 0.073+0.005
mg (20,5%) (15,6%) (26,7%)* (47,9%)*

PLS AP 5,0 0.084+0.002 0.100+0.005 0.086+0.008 0.088 % 0.008
mg (9,7%) (2,9%) (28,3%) * (37,1%) *

PLSAP10mg 0.084+0.002 0.093+0.006 0.088+0.002 0.081 +0.004
(9,7%) (9,8%) (26,7%)* (42,1%) *

Valores sao expressos como média + E.P.M. em ml de pelo menos cinco animais por grupo,
analisada pela andlise de variancia ANOVA seguida pelo teste de Newman Keuls (p<0.05)

Legenda: PLS AP: Polissacarideo modificado com anidrito propiénico; Cg: carragenina; Sal: Salina;
Ind: Indometacina.

*Comparado com o grupo Carragenina.
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Nos estudos de inflamac&o aguda, um dos modelos classicos para estudar
como ocorre a inflamacdo é o modelo que utiliza como agente flogistico a Cg no
edema de pata induzido por carragenina. O método foi introduzido por Winter em
1962, sendo utilizado até a atualidade.

Dentre os sinais cardinais e iniciais da inflamacédo é possivel observar a
formacao de edema devido os mediadores inflamatoérios que provocam o aumento
do fluxo sanguineo para o tecido inflamado através do aumento da dilatagédo
arterial e do aumento da permeabilidade microvascular (RICCIOTTI e
FITZGERALD, 2011); sendo desta maneira, a formacédo de edema muito utilizada
para estudo da inflamacdo aguda. Por caracterizar um edema Bifasico, o edema
induzido por Cg possui duas fases, a primeira constitui-se da acdo de mediadores
pré inflamatorios, tais como serotonina, bradicinina e histamina que permite o
aumento da permeabilidade vascular em um pequeno intervalo de tempo (1 a 2
horas). A segunda fase é conhecida pela acdo de prostaglandinas, oxido nitrico
(CRUNKHORN; MEACOCK, 1971; CARDIA et al., 2018) e com infiltracdode células
polimorfonucleares (DAMASCENO et al., 2014), e varias citocinas como IL-1(3, IL-6,
IL-10 e TNF-a (RAMOS et a., 2020) ocorrendo dentro de 3 - 4 horas.

Assim, o presente estudo demonstrou que os camundongos que receberam
Cg subplantar, tiveram um aumento da pata com pico maximo na terceira e quarta
hora apés a injecdo. No que se refere ao grupo que recebeu um pré-tratamento
com PLS AP 2,5 mg/kg, foi possivel observar um volume de pata menos
edemaciado, demostrando resultados significacantes em todo curso da inflamacéo,
com reducdo mais expressiva na terceira e quarta hora apos a inducdo do edema,

como observado na imagem abaixo.
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Figura 4. Acao do PLS AP sobre o edema de pata induzido por Cg nas 4 horas.
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Fonte: Imagem obtida através do software GraphPad Prism 6.
# p< 0,05 comparado ao grupo PLS vs Cg;* p< 0,05 comparado ao grupo Cg vs Sal (A andlise
estatistica foi realizada por meio do teste de variancia ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls)

Resultados semelhantes foram observados nos estudos de Costa et al
(2020) e Sales et al (2020), na qual o polissacarideo extraido das macroalgas
vermelhas G. intermedia e G. caudata demonstraram efeito anti-inflamatorio e
redutor do edema na pata em camundongos e protecdo na mucosa da barreira

esofagica humana, respectivamente.
5.2 Efeito do PLS AP sobre a atividade da enzima mieloperoxidase na pata

Para a analise da atividade da enzima MPO, foram utilizados os tecidos da
pata (regido subplantar) dos animais que passaram pela eutanasia. Na figura 5,
observa-se que o grupo Cg demonstrou uma intensa atividade da enzima MPO
nos tecidos das patas (48,58 = 2,846 UMPO/mg) em relagdo ao grupo salina
(2,386 + 0,782 UMPO/mg). O grupo tratado com PLS AP 2,5 mg/kg apresentou
reducao significativa de MPO (4,810 % 1,262 UMPO/mg) em relacédo ao grupo Cg,
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ja com relacdo ao grupo salina a analise estatistica constatou que nao houve
diferenca significativa (p<0,05) entre os resultados obtidos. Foi notério também
que o grupo Indo teve efeito reduzindo a enzima MPO de forma significativa
(2,539+ 1,006 UMPO/mg) em relagcé&o ao grupo que recebeu apenas Cg.

Figura 5. Efeito Do PLS AP sobre a atividade da enzima mieloperoxidase na pata dos
camundongos.
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Fonte: Imagem obtida através do software GraphPad Prism 6.
A atividade da MPO foi determinada por espectrofotometria apds a retirada da regido subplantar

das patas dos animais. Os valores foram representados como média + E.P.M. de unidade da
enzima MPO/mg de tecido. *p<0,05 comparado com o grupo Cg; #p<0,05 comparado com o
grupo salina. A andlise estatistica foi realizada por meio do teste de variancia ANOVA seguido
pelo teste de Newman- Keuls. Legenda: Sal: Salina, PLS AP: Polissacarideo modificado com
anidrido propidnico, Indo: Indometacina. Fonte: Graphpad prisma 6.0.

Os neutréfilos sdo células do sistema imune que apresentam granulos
azurdfilos. Dentre esses granulos, é possivel encontrar a enzima MPO (NIU et al.,
2013; ODOBASIC et al., 2016) que auxilia na producéo de producdo de acido
hipocloroso, um potente oxidante que apés reagir com H202 e Cl- que provoca
danos aos tecidos (COLOMBO et al., 2018). Bioguimicamente, a enzima MPO
tem sido relatada e utilizada como parametro da atividade de células
inflamatorias (polimorfonucleares) em eventos inflamatorios agudos (REHRING
et al, 2021). Desta forma, na literatura é relatado a utilizagédo da enzima MPO

como um marcador indireto de infiltracdo de neutrofilos nos tecidos, pois reflete a
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presenca de células migrando para o local da lesdo (CARDIA et al., 2018), assim,
sendo muito estudada em condi¢des inflamatoérias, também por estar envolvida
durante o estresse oxidativo e contribuindo para a patogénese da inflamacao
(NIGAM et al, 2022).

Resultados semelhantes foram relatados nos estudos de Mesquita et al
(2021) e Oliveira et al (2020) que ao estudarem a lectina da alga vermelha
Amansia multifida e o PLS da macroalga Gracilaria caudata, respectivamente,
verificaram a reducgdo da atividade da enzima MPO nos modelos de edema de
pata e artrite em camundongos. Assim, no presente estudo foi evidenciado que o
PLS AP na dose de 2,5 mg/kg reduziu de forma indireta a migracdo de células
polimorfonucleares para os tecidos das patas dos animais que foram tratados
com esse composto, se assemelhando ao grupo controle da droga Indo 10 mg/kg
que foi utilizado como referéncia no controle do processo inflamatério. No
entanto, quando comparado ao grupo Cg, observa-se que o MPO apresenta
valores elevados, demonstrando a migracdo e acdo das células

polimorfonucleares no edema.
5.3 Acao do PLS AP sobre o edema de pata induzido por Histamina

Para a andlise do efeito anti-inflatério do PLS AP 2,5 mg/kg no edema de
pata induzido por Histamina foi administrado uma injecéo i.pl. de Histamina (100
Mg/pata) que provocou um intenso efeito edematogénico, com pico maximo
observado nos primeiros 30 minutos (0,0600 + 0,0036 ml), pois quando comparado
ao grupo salina que obteve (0,017 + 0,003 ml) é possivel observar o contraste no
volume formado. Apesar de decair, 0 edema provocado pela Histamina manteve
uma constante nos minutos medidos posteriormente: 60 min (0,038 + 0,004), 90
min (0,035 £ 0,003) e 120 min (0,038 = 0,002), o que pdde ser verificado pelo
acentuado volume das patas dos animais que receberamo estimulo flogistico. No
que se refere ao efeito provocado pelo PLS AP (2,5 mg/kg) em relagdo ao grupo
Histamina, foi possivel verificar uma diminuicdo significativa em todo o curso
temporal estabelecido: 30 min (0,030 + 0,004), 60 min (0,010 £ 0,004), 90 min
(0,015 £ 0,002) e 120 min (0,012 + 0,004).
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Figura 6. Acdo do PLS AP sobre o edema de pata induzido por histamina.
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Fonte: Imagem obtida através do software GraphPad Prism 6.

Os animais foram pré-tratados com 2,5 mg/kg de PLS AP 30 min antes da administracdo de
histamina (100ug) na pata. O volume da pata foi medido no tempo 0 e apés 30, 60, 90 e 120 min da
administragdodo agente edematogénico. Os valores foram representados como média + E.P.M.
da variacdo do volume da pata em ml. *p<0,05 comparado com o grupo Hist; #p<0,05 comparado
com o grupo salina.A andlise estatistica foi realizada por meio do teste de variancia ANOVA seguido
pelo teste de Newman- Keuls. Legenda: Sal: Salina, Hist: Histamina, PLS AP: Polissacarideo
Anidrido Propi6nico. Fonte: Graphpad prisma 6.0.

A histamina é descrita como um mediador inflamatorio que provoca aumento
da permeabilidade vascular, alteracdes vasculares, vasodilatacdo, além de
provocar alteracdes teciduais (HOLSAPPLE; SCHNUR; YIM, 1980; BRANCO etal.,
2018). Como esperado, a administracdo da Histamina na pata dos camundongos
provocou um aumento do volume da pata dos animais devido as acles relatadas

anteriormente que ocorrem na microcirculagéao.

Como observado na figura 6, o PLS AP (2,5 mg/kg) reduziu o edema
induzido por histamina em todos os tempos de leitura, corroborando com os
trabalhos de COSTA et al (2020) e HAN et al (2021) que demonstraram a acédo dos
PLS sulfatados extraideos de algas (Gracilaria intermedia e Gracilaria
lemaneiformis, respectivamente) nos modelos de edema de pata e colite ulcerativa
em camundongos. Assim, é possivel inferir uma possivel participagdo do PLS AP

em receptores especificos de eventos vasculares, pois a Histamina possui
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receptores especificos no endotélio, evidenciando o efeito inibitério na resposta
inflamatoria pelo PLS AP testado.
5.4 Acao do PLS AP sobre o edema de pata induzido por Serotonina

Para a verificagdo da acédo do PLS AP 2,5 mg/kg no edema de pata induzido
por Serotonina (5-HT 100 ug/pata), foi observaado um aumento no volume da pata
dos camundongos do grupo controle positivo (injecéao i.pl.) que causou um edema
intenso nas patas dos camundongos nos primeiros 30 min em relagdo ao grupo
controle negativo que receberam apenas solucdo salina i.pl. (figura 7) (5-HT —
0,047 £ 0,005 ml versus Sal — 0,002 + 0,002 ml). Apesar de ir diminuindo no
decorrer das demais medicbes (60, 90 e 120 min), foi possivel verificar uma
diferenca significativa entre os grupos 5-HT e salina em todo o percurso temporal
de medigbes. O PLS AP 2,5 mg/kg demonstrou acao sigficativa em relacdo ao
grupo 5-HT reduzindo o edema provocado por Serotonina em todos os tempos
testados, no tempo 30 min (0,023 + 0,002 ml), 60 min (0,010 £ 0,002 ml), 90 min
(0,004« 0,002 ml) e 120 min (0,004 £ 0,002 ml). J& com relagdo ao grupo controle
de acdo anti-inflamatoria, foi observado que o grupo PLS AP 2,5 mg/kg se
aproxima dos valores apresentados pelo grupo Indometacina (30 min — 0,020 *
0,001; 60 min - 0,010 + 0,003; 90 min - 0,010 + 0,004; 120 min - 0,007 + 0,002),
apresentando valores menores nos tempos 60, 90 e 120 min.

Figura 7. Agao do PLS AP frente ao edema de pata induzido por Serotonina.
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Fonte: Imagem obtida através do software GraphPad Prism 6.

Os animais foram pré-tratados com 2,5 mg/kg de PLS AP 30 min antes da administracdo de



36

Serotonina (100ug) na pata. O volume da pata foi medido no tempo 0 e ap6s 30, 60, 90 e 120 min da
administragdo do agente edemtogénico. Os valores foram representados como média + E.P.M. da
variagdo do volume da pata em ml. *p<0,05 comparado com o grupo 5-HT (Tanto para os grupos AP
2,5 e Indometacna); #p<0,05 comparado com o grupo salina. A andlise estatistica foi realizada por
meio do teste de varidncia ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls. Legenda: Sal: Salina, 5-
HT: Serotonina, PLS AP: Polissacarideo modificado com anidrido propidénico. Fonte: Graphpad

prisma 6.0.

Assim como a Histamina, a Serotonina possui acdo sobre os vasos
sanguineos, provocando vasodilatacdo (HOLSAPPLE; SCHNUR; YIM, 1980;
RAMOS et al.,, 2020). Ap6s serem produzidas, as aminas ativam o endotélio
vascular, expressando moléculas de adesdo que medeia eventos que normalmente
se expressam na inflamacéao, tais como o rolamento, adeséo celular e transmigracao
de neutréfilos (MANLUSOC et al, 2019; COSTA et al., 2020).

Assim, observa-se na imagem 7 o potencial anti-inflamatério do PLS AP 2,5
mg/kg frente a acdo da Serotonina, corroborrando com os resultados encontrados
por Coura et al (2017) e Oliveira et al (2020) que estudaram a acdo anti-inflamatoria
do PLS sulfatado extraido da alga Gracilaria cornea e Gracilaria caudata em edema
de pata em camundongos (respectivamente), desta forma € evidenciado a reducdo
do edema no grupo tratado com o PLS AP em relagédo ao grupo controle positivo 5-
HT, com reducdo da vasodilatacdo e da permeabilidade vascular em todos os
tempos testados. Ou seja, o PLS AP apresentou uma ac¢do inibitéria frente ao
processo inflamatério mediado pela serotonina, semelhante ao apresentado pelo

grupo controle da droga anti-inflamatéria, indometacina.

5.5 Efeito do PLS AP na Contagem total de células na peritonite induzida por

carragenina

O modelo de peritonite foi utilizado com o objetivo de quantificar a migracéo
de leucécitos para a cavidade peritoneal. Apds eutanasia dos animais, foi realizado
a contagem em camera de Neubauer do material que foi coletado a partir da
peritonite induzida por carragenina: liquido peritoneal e células leucocitarias. Desta
forma, pode-se observar que o grupo PLS AP 2,5 mg/kg (3,833 + 0,200) reduziu a
migracao de leucocitos para a cavidade peritonial dos animais quando comparado
ao grupo Cg (6,438 + 0,404), demonstrando assim que acdo semelhante ao grupo

Indometacina na dose de 10 mg/kg ( 3,333 + 0,241), ou seja, sem diferenca
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significativa. Ja o grupo Cg apresentou aumento significativo na contagem de
leucdcitos quando comparado com os valores do grupo Salina (3,438 = 0,450).
Assim, o estimulo inflamatoério por carragenina provocou um aumento significativo
no numero de leucdcitos totais que migraram para a cavidade peritoneal dos

camundongos.

Figura 8. Efeito do PLS AP na Contagem total de células durante a peritonite

induzida por carragenina.
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Fonte: Imagem obtida através do software GraphPad Prism 6.

Os animais foram pré-tratados com 2,5 mg/kg de PLS AP 30 min antes da inducdo da
peritonite com administracdo de Cg (500ug) intraperitoneal. Os valores foram representados como
média + E.P.M. deleucdcitos totais. *p<0,05 comparado com o grupo Cg; #p<0,05 comparado
com o grupo salina. Aandlise estatistica foi realizada por meio do teste de variancia seguido pelo
teste de Newman-Keuls. Legenda: Sal: Salina, PLS AP: Polissacarideo modificado com anidrido

propibnico, Indo: Indometacina. Fonte: Graphpad prisma 6.0.

A migracéao leucocitaria, em especial de neutroéfilos, € um importante passo
para a instalacdo do processo inflamatério, em especial a destruicdo de
patdbgenos e para cicatrizacdo de tecidos (GUSDON et al, 2017). No entanto,
essas células quando ativadas induzem metabolismo oxidativo caracterizado por
um intenso consumo de oxigénio e producdo de substancias reativas, gerando
estresse oxidativo e lesdo tecidual (SALEM et al, 2021; MACCARSON;
FEHRENBACHER 2021).

A peritonite € um modelo cléssico utilizado para verificagdo de drogas anti-
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inflamatorias, podendo ser avaliados a migracdo de células inflamatérias e
acumulo de exsudato na cavidade pleural (PACHECO et al, 2021). Na literatura,
é relatado que a supressao de moléculas de adesao e substancias quimiotaticas
podem provocar inibicdo da migracdo leucocitaria para a cavidade peritoneal
(SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004; SOBEH et al., 2020).

Assim, na presente pesquisa, o PLS AP 2,5 mg/kg foi capaz de reduzir de
maneira significativa a migracdo de células inflamatérias, em relacdo ao grupo
Cg. Desta forma, esse resultado corrobora com os dados de estudos anteriores,
como os de Zheng et al (2022) que estudando o polissacarideo sulfatado extraido
da alga Gelidium crinale na concentracdo abaixo de 100 pg/mL ndo apresenta
toxicidade para células HT1080, mas apresentou excelente atividade na inibicdo

da migracao e invaséao celular.

5.6 Acdo do PLS AP sobre os niveis de GSH no exsudato peritoneal

Na mensuracdo dos niveis de GSH, foi verificado que os animais que
receberam Cg apresentaram um elevado consumo dos niveis de GSH (35,67 +
1,594 ugNPSH/mI) quando comparado ao grupo que recebeu apenas solucdo
salina (146,0 + 5,669 pgNPSH/mI) e Indo 10 mg/kg (138,6 *+ 4,756 ugNPSH/mI).
O grupo tratado com o PLS AP na dose de 2,5 mg/kg na dose v.0. demonstrou
uma diminuicdo nos niveis de consumo de GSH (146,3 + 2,948 ugNPSH/ml)
guando comparado ao grupo Cg, demonstrando significativamente a manutencao
dos niveis da enzima. O grupo PLS AP ndo apresentou diferenca significativa

(p<0,05) quando comparadoaos grupos salina e Indo 10 mg/kg (figura 9).
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Figura 9. Acdo do PLS AP sobre os niveis de glutationa no exsudato peritoneal.
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Fonte: Imagem obtida através do software GraphPad Prism 6.

Os animais foram pré-tratados com 2,5 mg/kg de PLS AP 30 min antes da inducdo da
peritonite com administracdo de Cg (500ug) intraperitoneal. Os valores foram representados como
média + E.P.M. deleucécitos totais. *p<0,05 comparado com o grupo Cg; #p<0,05 comparado com o
grupo salina. A analise estatistica foi realizada por meio do teste de varidncia seguido pelo teste de
Newman-Keuls. Legenda: Sal: Salina, PLS AP : Polissacarideo modificado com anidrido propidnico,

Indo: Indometacina. Fonte: Graphpad prisma 6.0.

Relatado na literatura como biomarcador nos processos de oxidacao
tecidual, o GSH é um antioxidante endégeno natural que atua na prevencéo das
lesBes oxidativas nas células e tecidos (ROSSI et al., 2006; MAK et al, 2017). De
acordo com o observado na figura 9, os animais que foram tratados com PLS AP
2,5 mg/kg antes da inducdo da peritonite, ndo tiveram consumo significativo dos
niveis de GSH, mantendo-se 0s niveis semelhantes aos niveis do grupo que
recebeu apena salina 0,9% e indometacina. Assim, juntamente com os valores
encontrados no teste de MPO, é possivel relacionar de forma indireta a dominuicao
da migracédo neutrofilica para a regido lesada, pois a acdo desas células para o
foco inflamatorio provoca a producédo de espécies reativas de oxigénio.

Os resultados apresentados corroboram com os resultados encontrados por
Rudtanatip et al (2022) e Khongthong et al (2021) que ao estudar a atividade
antioxidante e imunomoduladora do galactano sulfatado extraido da alga Gracilaria
fishani, verificaram o aumento do GSH e assim é possivel correlacionar a agéo
anti-inflamatéria do PLS AP 2,5 mg/kg uma vez que 0 mesmo apresentou
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resultados satisfatorios nos testes de inflamacdo geral provocada por agentes

flogisticos.

6. CONSIDERACOES FINAIS

Para o surgimento de novos farmacos, sdo necessarios estudos referentes
as propriedades e acdo de compostos naturais em conjunto com informacdes fisio-
farmacoldgicas e etnobotanicas. Os resultados alcancados deste estudo sugerem
que o polissacarideo extraido da macroalga Gracilaria domingenses e modificado
com anidrido propidnico tem efeito durante a resposta anti-inflamatéria e na
atenuacdo do estresse oxidativo. Resultados que podem ser comprovados pela
reducdo significativa de pardmetros inflamatérios analisados nos edemas de pata
induzidos pelos agentes edematogénicos, Cg, serotonina e histamina; nas
avaliacOes bioquimicas da enzima MPO, GSH e migracado de leucdcitos para a
cavidade peritoneal. Diante disso, o presente trabalho revela um potencial
farmacoldgico do PLS AP 2,5 mg/kg como um promissor agente anti-inflamatorio,
podendo servir como fonte de novas moléculas naturais com uso na inflamacéo.
Todavia, mais estudos sdo necessarios para comprovar os seus efeitos de forma

mais abrangente para aplicabilidades farmacoldgicas.
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