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RESUMO

INTRODUCAO - As algas marinhas séo consideradas uma fonte de moléculas
bioativas. Dentre essas moléculas estdo os polissacarideos sulfatados, amplamente
utiizados na indastria farmacéutica e bastante estudados devido as suas
propriedades bioquimicas especificas. O Polissacarideo da alga Glacilaria Caudata
possui alguns efeitos farmacolégicos comprovados, dentre os quais se destaca sua
acdo antiinflamatoria. OBJETIVO - Avaliar a agdo anti-inflamatéria do polissacarideo
sulfatado da Glacilaria Caudata sobre os efeitos deletérios da colite induzida pelo
acido acético em camundongos. MATERIAIS E METODOS - O polissacarideo
utilizado neste estudo foi caracterizado por Barros et. al. (2013), usando técnicas de
microanalise elementa, espectroscopia infravermelha e de ressonancia magnética
nuclear (RMN). Para os estudos farmacolégicos foram usados camungongos Swiss
pesando entre 25-30 g, sendo divididos em grupos de 5-7 animais. Inicialmente, a
colite foi induzida nos animais usando o &cido acético a 6 % ap0ds 16 horas de jejum.
Apos a inducéo da colite os animais foram tratados com o PLS nas doses de (1, 3,
10 mg/kg, i.p.) e estabelecida a dose com a melhor resposta anti-inflamatéria para
ser utilizada nos experimentos subsequentes. Os tratamentos com o polissacarideo
sulfatado ou dexametasona (2 mg/kg, s.c.) foram feitos 17horas e 30 minutos apos a
inducé@o da colite. Os animais foram eutanasiados apds 18h da inducéo da colite,
abertas suas cavidades abdominais e retirado uma porgao de 5 cm do colon de cada
animal, entdo foram avaliados 0s parametros macroscépicos, peso Umido e
par@metros microscopicos da lesdo. Em seguida o tecido foi dividido e estocado em
amostras para se realizar posteriormente 0s seguintes ensaios: dosagens de
mieloperoxidase (MPO), interleucina 1 beta, glutationa (GSH), acido malondialdeido
(MDA). Os dados paramétricos foram analisados pelo teste de Newman-Keuls e
para a andalise dos escores microscopicos foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis
seguido pelo teste de Dunn. RESULTADOS - Com base nos resultados verificou-se
gue os animais tratados com este polissacarideo na dose de 10 mg/kg demonstrou
reducdo satisfatoria da lesdo intestinal, bem como uma diminuicdo do peso Umido
guando comparado com o grupo do AA. O PLS (10mg/Kg, i.p.) da G. Caudata mostrou
capacidade de reduzir o dano tecidual tais como, perda da arquitetura da mucosa 1 (1-
1), infiltracdo de células 1(1-1), espessamento da camada muscular 1 (1-1) e promoveu
uma significativa diminuicdo para os parametros Abscesso em cripta 0 (0-0) e Deplecéo
de células caliciformes 0 (0-0). O polissacarideo estudado, mostrou uma reducao
significativa dos testes bioquimicos avaliados, como os marcadores de migracao de
leucécitos (mieloperoxidase), citocina proé-inflamatoria (IL-1) e marcadores de
estresse oxidativo in vivo (acido malonildialdeido e glutationa). CONCLUSAO - O
polissacarideo da alga marinha Glacilaria caudata apresentou acéao antinflamatoria e
reduziu o estresse oxidativo durante a colite induzida por AA em camundongos,
podendo este representar uma alternativa terapéutica promissora para pacientes
com colite ulcerativa.

Palavras -chave : Colite Ulcerativa, Acido acético, Polissacarideo, Glacilaria Caudata



Abstract

INTRODUCTION - Seaweed is considered a source of bioactive molecules. Among
these molecules are sulphated polysaccharides, widely used in the pharmaceutical
industry and widely studied for their specific biochemical properties. The
polysaccharide of the algae Glaciaria Caudata has some proven pharmacological
effects, among which its anti-inflammatory action is highlighted. OBJECTIVE - To
evaluate the antiinflammatory action of the sulphated polysaccharide of Glaciaria
Caudata on the deleterious effects of acetic acid induced colitis in mice. MATERIALS
AND METHODS - The polysaccharide used in this study was characterized by
Barros et. Al. (2013), using techniques of elemental microanalysis, infrared
spectroscopy and nuclear magnetic resonance (NMR). For the pharmacological
studies Swiss camogongs weighing between 25-30 g were used, being divided into
groups of 5-7 animals. Initially, colitis was induced in the animals using 6% acetic
acid after 16 hours of fasting. After induction of colitis the animals were treated with
PLS at the doses of (1, 3, 10 mg / kg, i.p.) and the dose with the best anti-
inflammatory response set to be used in the subsequent experiments. Treatments
with sulfated polysaccharide or dexamethasone (2 mg / kg, s.c.) were done 17 hours
and 30 minutes after induction of colitis. The animals were euthanized after 18 h of
induction of colitis, their abdominal cavities were opened and a 5 cm portion of the
colon was removed from each animal, then the macroscopic parameters, wet weight
and microscopic parameters of the lesion were evaluated. The tissue was then
divided and stored in samples to perform the following tests: myeloperoxidase
(MPO), interleukin 1 beta, glutathione (GSH), malondialdehyde acid (MDA).
Parametric data were analyzed by the Newman-Keuls test and for the analysis of
microscopic scores the Kruskal-Wallis test was used followed by the Dunn test.
RESULTS - Based on the results, it was verified that the animals treated with this
polysaccharide at the dose of 10 mg / kg demonstrated a satisfactory reduction of the
intestinal lesion, as well as a decrease of the wet weight when compared to the AA
group. PLS (10mg / kg, ip) G. caudata showed ability to reduce tissue damage such
as loss of mucosal architecture 1 (1-1), cell infiltration 1 (1-1), thickening of the
muscular layer 1 (1-1) and promoted a significant decrease for the crypt abscess 0
(0-0) and depletion of goblet cells 0 (0-0). The polysaccharide studied showed a
significant reduction of the biochemical tests evaluated, such as leukocyte migration
markers (myeloperoxidase), proinflammatory cytokine (IL-18) and in vivo oxidative
stress markers (malonyldialdehyde acid and glutathione). CONCLUSION - Glaciary
caudata seaweed polysaccharide presented anti-inflammatory action and reduced
oxidative stress during AA-induced colitis in mice, which may represent a promising
therapeutic alternative for patients with ulcerative colitis.

key words: Ulcerative Colitis, Acetic acid, Polysaccharide, Glacilaria Caudata.
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1- INTRODUCAO

A colite ulcerosa (CU) e doenga de Crohn, conhecidas coletivamente como
doenca inflamatéria do intestino (Dll), so as condi¢des inflamatorias cronicas do
trato gastrointestinal (Gl). Embora a etiologia permanega em grande parte
desconhecida, tem sido sugerido que uma combinagdo de fatores de
predisposicdo genética e a ativagdo do sistema imune da mucosa em resposta
luminal a antigenos bacterianos comensais, juntamente com a producdo de
citocinas patoldgicas persistentes contribuem para a iniciagdo e a cronicidade da
DIl (Podolsky, 2002; Baumgart, 2007; Liu, 2009).

Doenca inflamatoria intestinal € um problema urgente de saude publica
com uma alta incidéncia em paises desenvolvidos. Nos paises em
desenvolvimento, nos quais o estilo de vida ocidental vem ocorrendo, tais taxas
estdo em ascensédo e apontam para a influéncia ambiental na génese da DII. As
taxas de prevaléncia, incidéncia e mortalidade no Brasil ainda sdo desconhecidas,
apesar de relatos regionais descreverem um aumento no nimero de casos novos

de DC, se comparados ao de CU (Zaltman, 2007).

Embora os tratamentos convencionais possam ser eficazes na manutencao
da remissdo e diminuicdo do periodo de doenca ativa, 0s tratamentos ndo sao
sem efeitos secundarios e um numero significativo de pessoas que sofrem de CU
ndo conseguem responder até mesmo 0s medicamentos mais fortes (
Kathleen,2003).

Atualmente, ndo existe uma terapia eficaz para curar a doenga, mas o
tratamento convencional depende da reducdo da inflamagdo anormal no
revestimento do colon, e assim alivia os sintomas da doenca. O tratamento
depende da gravidade da doenca, portanto, é ajustado para cada individuo
(Botoman, 1998). Geralmente, consiste na administragcdo aguda e manutencao
com corticosterdides, aminossalicilatos, agentes imunomoduladores e antibioticos,
0s quais foram todos utilizados com um sucesso limitado (Langmead, et. al,
2004). Os objetivos principais da terapia médica para pacientes com CU sao

dirigidas para induzir e, em seguida, manter a remissdo dos sintomas da



inflamac&o da mucosa e para proporcionar uma melhor qualidade de vida com a
menor quantidade de exposicdo a esterdides (Yadav, 2009). As poucas
modificagbes evolutivas da DIl com o tratamento e o surgimento em individuos
jovens tendem a provocar grande impacto na capacidade laborativa, qualidade de
vida e nos aspectos socio-econdmicos dos pacientes e familiares (Zaltman, 2007).
Nos ultimos anos, os medicamentos a base de plantas tém sido usados no

tratamento da CU e demonstrou ser eficaz na clinica.

No ambiente marinho, as algas representam um dos maiores grupos em
termos de diversidade. Do total de 32.000 espécies conhecidas, pelo menos 820
taxons foram identificados ao longo da costa brasileira. Para sobreviver no
ambiente aquatico altamente competitivo, as algas de 4gua doce e marinha tém
desenvolvido estratégias de defesa que resultam em uma enorme diversidade de
compostos produzidos através de diferentes vias metabdlicas. Isto faz das algas,
organismos promissores como fonte de novos compostos bioquimicamente ativos
(Soriano et al., 2011), incluindo os polissacarideos (Loannou & Roussis, 2009;
Wang, Ooi, e Ang, 2008).

Algas vermelhas produzem uma variedade de galactanas sulfatadas e séo
fontes ricas em polissacarideos sulfatados (PLS) (Rees et. al, 1961). Estudos
recentes tém mostrado que PLSs extraidos de algas marinhas vermelhas
demonstraram efeitos antioxidante e antiinflamatorio, (Silva, et. al, 2012; Brito, et.
al, 2013) diminuem a producéao e liberagdo de sequestradores de radicais livres e

previnem danos oxidativos no organismo vivo (Souza, et. al, 2007).

Os Polissacarideos Sulfatados (PS) da alga vermelha Gracilaria caudata
demonstraram potencial anti-inflamatério/imunomodulador (CHAVES, 2013) e
atividade gastroprotetora com acgéo antioxidante (SILVA, 2011), e baseado nessas
evidéncias cientificas, de maneira inédita, o presente trabalho objetivou estudar
os efeitos do Pls da G. caudata em modelo de colite induzida por AA em

camundongos.

Considerando que as algas marinhas sédo importantes fontes de novas
substancias quimicas com um potencial terapéutico, a avaliacdo do efeito anti-

inflamatério da fracdo polissacaridica sulfatada extraida da alga marinha



vermelha, Gracilaria caudata durante a colite experimental induzida por acido
acético pode representar uma ferramenta terapéutica promissora para pacientes

com CU.



2- REFERENCIAL TEORICO

2.1 Doengas inflamatorias intestinais

As doencgas inflamatdrias intestinais (DIl) compreendem a Colite Ulcerativa
(CU) e a doenca de Crohn (DC). Caracterizam-se por processos inflamatérios
cronicos e recidivantes do trato gastrointestinal (Esberard, 2012). A marca
registrada da DIl é a inflamacdo crbénica e descontrolada da mucosa intestinal
(Papadakis, 2005), que pode afetar qualquer parte do trato gastrointestinal. O
diagndstico baseia-se na presenga de distorgdo arquitetdnica (por exemplo,
infiltracdo granulomatosa irregular superficial) e células inflamatérias agudas. No
entanto, inflamagdo crénica sem qualquer anormalidade diagnéstica também
pode ser uma caracteristica do intestino normal. O que distingue a DIl das
respostas inflamatdrias observadas no intestino normal € a incapacidade de
regular essas respostas. Em pessoas saudaveis, o intestino torna-se inflamado
em resposta a um potencial patogénico, em seguida, retorna a um estado de
tolerdncia, uma vez que o agente patogénico € erradicado do intestino. Em
individuos com DIlI, contudo, a inflama¢édo nao é regulada, o sistema imune da
mucosa permanece cronicamente ativado e o intestino permanece cronicamente
inflamado (Hanauer, 2006).

Nao existe uma causa conhecida, é provavel que uma série de fatores
contribuam para o desenvolvimento da inflamacgdo da mucosa. J4 se sabe que o
processo inflamatério recorrente € resultado da conjugacdo de fatores
relacionados ao conteudo do canal alimentar (antigenos bacterianos e/ou
alimentares e aumento na permeabilidade intestinal a esses produtos) e da
alteracdo na resposta imunolégica da mucosa, geneticamente determinada
(Fiochi, 1998; Korzenick, 2006).

A CU é uma condigéo inflamatoria crénica do trato gastrointestinal humano,
afetando principalmente o célon e o reto. E uma doenca intermitente, com
periodos de sintomas exacerbados e fases relativamente sem sintomas.
Problemas associados a CU incluem diarréia sanguinolenta, Ulceras de coélon,
perda de peso e, em longo prazo, aumento do risco de cancer de célon e

patologias desconhecidas. (Xavier; Podolsky, 2007). A infiltracdo de



polimorfonucleados é considerada como a lesdo priméaria e central da colite, a
gual é geralmente seguida pela perda do epitélio, perda de células caliciformes e
dano da cripta (Pile et al., 2012). A doenca de Crohn é uma condi¢&o reincidente,
inflamatéria transmural que acomete a mucosa ou todas as camadas do intestino,
podendo afetar todo o trato gastrointestinal da boca ao anus. As suas
manifestacdes clinicas resultam de uma infiltragdo substancial de leucocitos
ativados para a mucosa intestinal tendo como consequéncia um processo
inflamatério crénico (MARKS et al., 2010).

2.1.2- Colite Ulcerativa

A Colite Ulcerativa é definida, segundo o Consenso Europeu, baseado em
evidéncia para o diagndstico e manutencdo da colite ulcerosa, da European
Crohn’s and Colitis Organization (ECCO), como uma doenga cronica inflamatoria,
remitente e recidivante, que apresenta inflamacdo continua, concéntrica e
confluente da mucosa do coélon, com auséncia de granulomas nas biopsias,
afetando o reto e uma extensao variavel do célon em continuidade (Stange et al.,
2008).

As principais caracteristicas da colite ulcerativa incluem inflamagéo difusa
na mucosa que se estende da proximal do reto para um grau variavel.
Conjuntamente com inflamacéo grave e a produgéo coincidente de uma mistura
complexa de mediadores inflamatorios, desenvolve-se uma ulceragéo superficial
extensa da mucosa. As caracteristicas histopatolégicas incluem a presenca de um
namero significativo de neutréfilos na lamina propria e nas criptas, onde formam
micro-abscessos (Xavier, 2007). Pode ser classificada em proctite, na qual
apenas esta envolvido o reto; colite distal ou colite esquerda, em que a doenca se
estende para além do reto mas nao ultrapassa o angulo esplénico do colon; e
pancolite ou colite extensa, quando se estende para além do angulo esplénico do
céblon (Figura 1) (Silverberg et al., 2005).
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Fonte: Adaptado. Disponivel em: http://it.123rf.com/photo_37565508 _tipi-di-colite-
ulcerosa-il-diagramma-mostra-i-tipi-di-uc-dal-proctite--che-coinvolge-solo-il-retto--.html

Figura 1- Tipos de Colite Ulcerativa.

O inicio da doenca geralmente é gradual (Danese and Fiocchi, 2011) com
sintomas presentes durante semanas e, por vezes, meses sem que o doente
recorra a0 médico (Stange et al.,, 2008). No entanto, 15% dos doentes tém
sintomas iniciais insidiosos, apresentando crises severas com sintomas

generalizados (Stange et al., 2008).

Os sintomas manifestados dependem do local do trato gastrointestinal
afetado. Assim, quando s6 ha atingimento do reto o doente apresenta urgéncia
fecal, sangramento retal e, paradoxalmente, episddios de obstipacdo (Danese &
Fiocchi, 2011). Quando a doenca se estende ao célon o doente refere diarréia,
dejecbes frequentes com sangue e muco, urgéncia fecal e tenesmo, dor
abdominal, febre, mal-estar e perda de peso, dependendo da severidade da

doenca (Stange et al., 2008). Os sintomas expressos também dependem das



manifestacdes extra-intestinais (MEI), que estdo presentes em 31% dos doentes
(Vavricka et al., 2011), as quais podem atingir articulacdes, pele, figado, olhos,

boca e mecanismos da coagulagédo (Danese & Fiocchi, 2011).

A condicdo parece estar relacionada a uma combinagdo de fatores
genéticos e ambientais. Varreduras de genoma completo encontraram genes de
suscetibilidade para CU nos cromossomos 1 e 4, embora estes loci ndo tenham

sido uniformemente confirmados ( Rutgeerts, 2001).

Para o diagnostico de CU, utiliza-se a combinag&o da histéria médica com
a avaliacdo clinica, achados endoscoépicos, histolégicos e procedimentos
laboratoriais. O estudo genético ndo é aconselhado como forma de diagnéstico,
uma vez que a CU é uma doenga multifatorial e as mutacdes genéticas ja
identificadas ndo sdo suficientes para causar a doengca, nem a sua auséncia é

suficiente para proteger da doenca (Stange et al., 2008).

2.1.3 Epidemiologia

A incidéncia das DllIs sofre diferencas geograficas e étnicas, sendo mais
comum em brancos e na populacéo originaria do Norte da Europa, e um pouco
menos comum na América do Sul, Unido Soviética e Japao (Corman, 2005). Sdo
doencas que geram repercussdes importantes na qualidade de vida dos
portadores (Pontes, 2004). A incidéncia da CU vem apresentando significativo
aumento desde a Segunda Guerra Mundial, sobretudo ocorrendo incremento em
areas onde previamente aquele periodo havia baixas taxas da doenca, tais como
Europa Oriental, Asia e paises em desenvolvimento ( Bernstein et al., 2010).

A medida que os paises tornam-se industrializados a incidéncia de CU
aumenta, seguida da DC, tal como aconteceu no Japdo, Singapura e Coreia do
Sul. Em Africa, América Central e América do Sul os dados sd0 escassos ou néo
estdo disponiveis (Cosnes et al., 2011). A industrializagdo esta associada a um
conjunto de potenciais fatores de risco ambientais para a DIl (Berner and Kiaer,
1986, Molodecky et al., 2012).

Quando a DIl é identificada numa nova populacdo, a CU precede a DC e

tem uma maior incidéncia (Danese and Fiocchi, 2011), com algumas excegdes



como Canada e Australia. A incidéncia anual (nimero de novos casos em 100
000 habitantes) de CU na Europa varia entre 0.6 e 24.3, 0.1 e 6.3 na Asia e Médio
Oriente, e varia entre 0 e 19.2 na América do Norte. Nos paises ocidentais a
incidéncia de CU aumentou de 8 para 14 em 100 000 pessoas, quanto a
prevaléncia da CU, em 100 000 pessoas, aumentou de 120 para 200 (Cosnes et
al., 2011).

Na CU também ha maior incidéncia em adultos jovens, com pico entre a
terceira e quarta décadas, mas as taxas de casos novos continuam elevadas
entre a terceira e sétima décadas, sobretudo na populagdo masculina (Bernstein
et al., 2010; Binder, 2004). Ha tendéncia do crescimento de suas incidéncias,
inclusive no Brasil, embora sejam escassos os estudos sobre a ocorréncia da CU
nos paises em desenvolvimento, principalmente no nordeste brasileiro (Salviano,
2007).

Durante muitos anos, as DIl foram consideradas como exclusivas da
América do Norte e Europa. Sua incidéncia vem apresentando um crescimento
aparente na América do Sul, a medida que aumenta a capacidade dos médicos
diagnosticarem a doenga. A maioria das informacdes sobre as DIl tem sido
acumulada em paises do Primeiro Mundo onde a prevaléncia da doenca é maior.
No Brasil, onde a prevaléncia oficial das DIl ainda é baixa h& pouca informagé&o na
literatura. Aumento significativo da incidéncia das DIl em nosso meio tem sido
registrado nas Regides Sul e Sudeste (Quilici, 2007). Embora seja considerada
regido de baixa prevaléncia, a realidade no Brasil pode ser diferente, pois néo
existem registros publicos de saude eficazes sobre as DIl. Essas doencas néo
sdo classificadas, como de notificacdo compulséria, e as anotagbes nos
prontuarios dos pacientes e nos arquivos dos servi¢os de salde sdo inadequadas
(Souza, 2011).

2.1.4 Etiopatogenia da Colite Ulcerativa

A causa exata da colite ulcerativa permanece indeterminada, mas as atuais
teorias etioldgicas se concentram em fatores ambientais, fatores genéticos,

defeitos imunoregulatorios e exposi¢cado microbiana. (Hanauer, 2006)



Os fatores ambientais estdo relacionados com a "ocidentalizacao" do estilo
de vida, como mudancas na dieta, tabagismo, variacdes na exposicéo a luz solar,
poluicdo e produtos quimicos industriais. O fator de risco ambiental mais
importante para DIl é o tabagismo, particularmente entre os consumidores de
cigarros. O tabagismo pode influenciar o curso da colite ulcerativa. Em um estudo,
fumantes franceses com colite ulcerativa que pararam de fumar tiveram mais
atividade doenca, mais hospitalizagbes e maior necessidade de corticosterdides
ou azatioprina em comparacdo com aqueles que continuaram a fumar (
Beaugerie, 2001). A nicotina pode aliviar os sintomas da CU por inibir a produgéo
das células T-helper 2 (Th2), que estdo presentes na patogénese dessa doenca
(Sartor, 2006; Higuchi, et al., 2012).

Fatores genéticos podem contribuir para a patogénese da doenca. A
varredura em todo o genoma com marcadores de DNA de microssatélites
identificou vérios sitios genéticos como sendo potencialmente associados com CU
ou DC, relatados nos cromossomos 1, 3, 6, 7, 12, 14, 16 e 19 (Hendrickson,
2002). Estudos indicam que ha uma maior taxa de incidéncia em gémeos
monozigoéticos versus dizigoticos tanto para CU como DC. Estes estudos também
mostram que a taxa de incidéncia para CU € muito menor do que para DC. Para a
CU, as taxas de incidéncia relatadas para gémeos monozigéticos e dizigoticos
variam de 6% a 17% e 0% a 5%, respectivamente (Satsangi, 2003; Tysk, 1988;
Subhani,1998).

Os defeitos imunorregulatérios na mucosa parecem estar associados a
exposicdo microbiana. Os modelos de camundongos demonstram que a colite
ndo se desenvolve em linhagens mutantes mantidas em um ambiente livre de
germes (Sartor, 1999). Quando uma uUnica carga bacteriana comensal ou mista é
introduzida, isso resulta rapidamente em inflamagéo da mucosa ( Rath,2001). Em
pacientes com CU, os gatilhos séo possivelmente antigenos epiteliais ou aerdbios

funcionalmente alterados (Sartor,1999).

2.1.5 Fisiopatologia da Colite Ulcerativa
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Entre os achados patolégicos associados a CU estdo um aumento de
certos mediadores inflamatérios, sinais de estresse oxidativo, ambiente col6nico
perturbado, contetdo glicosaminoglicano anormal (GAG) da mucosa, aumento da

permeabilidade intestinal ( Kathleen,2003).

No processo inflamatdrio, os neutrofilos desempenham um papel central e
respondem antecipadamente a todos os tipos de agresséo. Durante a resposta
imune inata inicial, eles sdo vistos passando da circulacdo atraves de lacunas no
endotélio vascular para infiltrar os tecidos. Uma vez |4, os neutréfilos libertam
peptideos antimicrobianos e intermediarios de oxigénio reativos que podem por Si
mesmos causar danos teciduais adicionais. Os neutréfilos também recrutam e
ativam outros glébulos brancos (por exemplo, macréfagos) através da producéo
de quimiocinas e das citocinas pré-inflamatérias, fator de necrose tumoral (TNF)-
a, interleucina (IL) -1b, IL-6 e IL-8 (Cassatella, 1995). O dano tecidual
caracteristico e a formagdo de granulomas podem ser em parte o resultado final
da migracdo e de granulacdo de neutrofilos. Existem evidéncias de que o brago
mediado por células da resposta imune adaptativa que ocorre na CU segue a via
de um fendtipo TH2 excessivo (Podolsky, 2002; Bouma, 2003; Neurath, 2002;
Fuss, 2004).

A CU é uma condicdo associada a uma resposta Th-2 atipica, onde IL-12 e
IL-23 estimulam a diferenciacdo das células T em Th-2, Th-17 e NK, com
producdo aumentada de IL-4, IL-5, IL-13 e IL-17 (Esberard, 2012).

O perfil de citocinas em pacientes com CU fornece mais evidéncia de uma
resposta Th2 exagerada - interleucina 5 elevada (IL-5), mas sem elevagédo
significativa de interferon gama (IFN-y) e outras citocinas associadas a uma
resposta Thl hiperativa (Blumberg, 2001). Outras citocinas associadas com
inflamacé&o generalizada - IL- 113, IL-6 e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) sé&o
encontradas elevadas em condi¢bes inflamatérias do intestino (MacDonald
,1994).

Especula-se que a inflamagé&o da mucosa pode resultar de um defeito nas
células T maduras, nas células TH3 e T reguladoras 1 (TR1), células supressoras
que produzem o fator de crescimento transformante (TGF) -b, IL-10 e outras

proteinas imunoinibidoras de citocinas. Tal defeito precipitaria a perda de
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tolerancia aos antigenos comuns na microflora da mucosa, resultando na
proliferacdo e producdo de citocinas inflamatdrias. Em apoio a isto, estudos
experimentais mostram que ratos deficientes em IL-10 desenvolvem colite,

enguanto que o fornecimento de TGF-b ou IL-10 melhora a colite. (Abreu, 2002)

Modelos animais de colite tém produzido evidéncias da condigdo mediada
por Th2. Num modelo de ratos, as respostas de citocinas Th2 resultaram em
alteracbes atréficas difusas nas criptas e na camada mucosa. Os autores
concluem que no modelo animal as respostas Th2 induzem les6es semelhantes a
CU (Dohi, 2000).

A CU esté associada a uma maior permeabilidade do revestimento epitelial
do intestino resultando numa estimulagdo continua do sistema imunitario da
mucosa. Tem sido sugerido que este pode ser o defeito primario em individuos
com DII. Estudos em animais mostram uma tendéncia para o desenvolvimento de
inflamacdo grave em é&reas do intestino que se encontram sob o defeito de
permeabilidade (Bouma, 2003). Bactérias Luminais parecem intensificar o defeito
de permeabilidade ainda mais, estabelecendo um ciclo auto-sustentavel de
inflamacdo da mucosa que permite a captacdo e translocacdo de bactérias
(Farrel, 2002).

Os produtos bacterianos atravessam a barreira mucosa e, em seguida,
entrardo em contato direto com as células imunes, resultando em uma classica
resposta imune adaptativa (Podolsky, 2002; Abreu, 2002). Uma variedade de
citocinas inflamatérias sdo produzidas, recrutando células adicionais na parede
intestinal. Estas incluem citocinas que reduzem as jungOes apertadas entre as
células endoteliais na vasculatura intestinal, o que por sua vez facilita o
recrutamento de neutrofilos para a mucosa a partir do sangue periférico
(Podolsky, 2002).

A interrupcdo de jungbOes apertadas e a camada de muco cobrindo a
camada epitelial provoca uma maior permeabilidade do epitélio intestinal,
resultando numa absor¢do aumentada de antigenos luminais. Os macréfagos e
células dendriticas (células imunes inatas), no reconhecimento de bactérias ndo

patogénicas (microbiota comensal) através de receptores de reconhecimento de
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padrdes moleculares (TLR), mudam seu status funcional de tolerogénico para
fenotipo ativado. A ativagdo das vias NF-kB estimula a transcricdo de genes pro-
inflamatorios, resultando em aumento da producao de citocinas pré-inflamatérias
(TNF-qa, interleucinas 12, 23, 6 e 1B). Apds processamento de antigenos, 0s
macréfagos e as células dendriticas os apresentam a células T CD4 ingénuas,
promovendo a diferenciacdo em células efetoras de Th2, caracterizadas pela
producado de interleucina 4. As células T NK s&o a principal fonte de interleucina
13, que tem sido associada com a ruptura da barreira celular epitelial. As células
T circulantes que possuem integrina a4B7 ligam-se as células endoteliais
coldnicas da microvasculatura atravées da molécula 1 de adesdo de células
endoteliais vasculares da mucosa, cuja expressao € aumentada no intestino
inflamado, conduzindo a uma entrada aumentada de células T especificas do
intestino na lamina proépria .A regulagdo ascendente de quimiocinas inflamatérias,
tais como CXCL1l, CXCL3 e CXCL8, leva ao recrutamento de leucocitos

circulantes que perpetua o ciclo de inflamacéo (Figura 2) (Ordéas, 2012).
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Figura 2 - Fisiopatologia da Colite Ulcerativa
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2.1.6 Terapéutica da Colite Ulcerativa

O tratamento clinico da CU é complexo devido ao limitado conhecimento
dos eventos imunolégicos e inflamatérios subjacentes e a falta de padréo ouro
para mensurar a atividade da doenca. Até o momento, a intervencao terapéutica
concentra-se, sobretudo, no combate as consequiéncias geradas pela ampliacdo
das cascatas imunoldgicas e inflamatorias e nas repercussodes sistémicas geradas
como consequéncias (Amaral, 2001). As medidas terapéuticas dependem da
forma, extenséo e gravidade da doencga (Souza, 2011).

Os farmacos convencionais para a colite ulcerativa incluem
aminosalicilatos, corticosteréides, antibiéticos e imunomoduladores. Os protocolos
mais comuns incluem aminosalicilatos para a manutencdo da remissdo e
corticosterdides durante episddios agudos (Kathleen,2003). Os avancos na
compreensdo da patogénese da CU introduzem a possibilidade de terapia
direcionada para interromper a cascata inflamatéria (Hanauer, 2006) e muitas
vezes requer um tratamento de longo prazo baseado em uma combinacdo de
drogas para controlar a doenca, sendo possivel ocorrer interagdes
medicamentosas e efeitos colaterais (Guideline DII, 2015).

Um estudo demonstrou que o anticorpo anti-IL-12 evitou a colite induzida
em animais, sugerindo que esta citocina também tenha importante papel na
patogénese da doenca (Bauditz; Wedel; Lochs, 2002). Uma outra estratégia
terapéutica é o uso do 4cido 5-aminosalicilico, sua acdo consiste no bloqueio da
producdo de prostaglandinas e leucotrienos inibindo a liberacdo de peptideos
bacterianos que sdo capazes de induzir a migracdo de neutrofilos (Podolsky,
2002).

O uso de ciclosporina pode ser efetivo no tratamento de colites ulcerativas
severas, em pacientes hospitalizados que necessitam de proctocolectomia. Este
agente age, provavelmente, pelo bloqueio da ativacdo dos linfocitos. O
mecanismo de acdo parece ser a transcricdo inibida de interleucina-2 e de seu
receptor nos linfécitos T auxiliares e a producdo de fatores que ativam as células

B e de interferon-gama pela células T auxiliares. Altas doses podem alcangar o



14

controle da doenca. E indicada quando a terapia com altas doses de
corticosterdides nao alcancou resultado (Cohen,1999; Hermida-Rodrigues, 1999;
McCormack, 2002). A budesonida tem sido usada sob a forma de enemas com
bons resultados para o tratamento de colite distal (Lindgren, 2002).

Até o momento os farmacos utilizados no tratamento da CU possuem
muitos efeitos adversos e na maioria das vezes nao aliviam a queixa principal,
que é o desconforto abdominal acompanhado de muitas dores intestinais. Na
dltima década, muitos estudos foram realizados e novas vias inflamatorias foram
descritas influenciando no entendimento e desenvolvimento de novas drogas
(Souza, 2011), principalmente as de origem natural, que possam melhorar esta
condicdo causando o minimo de efeito adverso e trazendo qualidade de vida ao

paciente, devem ser estudadas.

2.2 ALGAS MARINHAS: Conceito e Aplicagéo bioldgica

As algas sdo os organismos aquaticos mais antigos do planeta, havendo
evidéncias de sua existéncia no periodo pré-cambriano (3,5 bilhdes de anos,
aproximadamente). As algas, por serem organismos fotossintetizantes, séo
responsaveis pela estruturagdo da atmosfera terrestre, possibilitando a vida de
todos os seres vivos aerdbicos sobre a superficie do planeta pela producéo de
oxigénio molecular e a consequente formacdo da camada de ozénio que filtra os
raios ultravioletas (UV). S&o organismos eucariotos que apresentam clorofila a e
um talo ndo diferenciado em raiz, caule ou folhas. No ambiente aquatico, as algas
podem fazer parte dos bentos (individuos fixos no substrato) ou plancton

(individuos suspensos na agua) (Horta, 2000).

As algas marinhas apresentam importancia, tanto sob o ponto de vista
econdmico, como ambiental e social. As algas podem realizar a manutencao do
equilibrio biolégico nos ambientes aquéticos, ocasionando a continuidade da
fauna existente, que pode ser utilizada pela humanidade como fonte de alimento e
de matéria-prima. Algumas espécies sdo empregadas como indicadoras da
gualidade dos sistemas aquaticos para 0s quais, inclusive, ja foi sugerido um
“indice de poluicdo” baseado nos géneros de algas presentes: quanto menos

diversificada a populagdo, maior a poluicdo do sistema (Vidotti e Rollemberg,
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2004). As macroalgas marinhas vém sendo utilizadas ha milénios pelos povos
orientais como parte importante de sua dieta alimentar e assumem grande
significado social e econdmico em varios paises da Asia, os quais podem
responder por até 98% da producdo mundial de algas (Rocha, 2001).

As macroalgas ocorrem em todo o globo e sendo a base da cadeia
alimentar, serve como fonte de nutrientes para uma grande variedade de
organismos aquaticos. Elas s8o os principais consumidores de nitrato e CO; e
liberam uma grande quantidade de oxigénio para a atmosfera via fotossintese.
Consequentemente, as algas desempenham um papel vital na manutengdo do
equilibrio marinho e preservacdo da biodiversidade. Algas e produtos de algas
também tém um impacto econdmico em varios setores, como na aquicultura, na
industria farmacéutica, nutracéutica, biomedicina, medicina veterinaria e industria
de cosméticos (Soriano et al., 2011).

As Algas séo expostas a luz e ao oxigénio molecular, que sao responséaveis
pela formacdo de diversos agentes oxidativo e espécies de radicais livres.
Auséncia de danos oxidativos nos componentes estruturais destas espécies,
sugeriu a presenca de metabolitos bioativos com os sistemas de defesa
antioxidantes em seu sistema celular (Escrig, Jiménez-Jiménez, Pulido, & Saura-
Calixto, 2001). Muitos investigadores estabeleceram que algas sdo ricas em
compostos com propriedades de eliminacdo de radicais livres (Wang, Zhang,
Duan, & Li, 2009;. Zubia et al, 2009), que podem agir contra a oxidacéo lipidica
em alimentos, estresse oxidativo em tecidos alvo e mostram um grande potencial
como agentes anti-inflamatérios, antimicrobianos, antiviral e drogas anti-tumorais
(Souza et al, 2012;. & Chakraborty Paulraj, 2010).

Apenas trés tipos de compostos encontrados em algas séo explorados
comercialmente: (1) alginatos, o acido manurdnico e o acido gulurdnico contendo
polimeros a partir de algas pardas; (2) a4gar, a D-galactose e o 3,6-anidro-L-
galactose contendo polimeros que séo isolados a partir de algas vermelhas, e (3)
carragenas (Campo et al., 2009).

As algas sao divididas em algas vermelhas (Rhodophyta), pardas
(Phaeophyta) e verdes (Chlorophyta) (Vidotti e Rollemberg, 2004). Os géneros
mais importantes compreendem Porphyra, Chondrus, Rhodymenia, Hypnea,

Gracilaria, Lauréncia, Iridae (vermelhas); Undaria, Durvillaesa, Ecklonia,
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Sargassum, Turbinaria (pardas); Ulva, Enteromorpha, Monostroma e Gaulerpa
(verdes) (Dhargalkar e Verlecar, 2009).

As rodofitas ou algas vermelhas constituem o grupo com o maior nimero
de espécies na costa brasileira. As roddfitas sdo quase exclusivamente
macroscopicas, sendo organismos de portes médios ou grandes, possuem um
conteudo razoavel de biomassa. Os produtos naturais de algas vermelhas
caracterizam-se pela grande abundancia de substancias com atividade biolégica
(Repka et al., 2004). Estes compostos estruturalmente bioativos sdo importantes
fontes de novas substancias. E relatos de diversos pesquisadores afirmam que as
algas marinhas sao fontes de compostos que exibem vérias atividades biolégicas
relevantes (Wijesekara; Kim, 2010; Wijesekara; Yoon; Kim, 2010).

Os dados descritos na literatura evidenciam o grande potencial das algas
marinhas como fontes naturais de ingredientes funcionais. Os compostos
biologicamente ativos podem ser largamente utilizados nas industrias de

alimentos, cosmética e farmacéutica (Cabral, et. al., 2011).

2.3- Polissacarideos Sulfatados de Algas MarinhasV  ermelhas

O interesse crescente por produtos naturais que possuem funcdes
farmacologicas tem contribuido significativamente para a descoberta de
substancias com aplicacOes terapéuticas (Barbosa, et al., 2008; Correa, et al.,
2008). Portanto, algas marinhas tornaram alvo de estudos por serem fontes
valiosas de diversos bioativos estruturalmente compostos como os carotendides,
pigmentos, polifendis, enzimas, (Giulietti et al., 2005; Pereira et al.,, 2014) e
diversos polissacarideos sulfatados, que sédo reconhecidos como tendo uma série
de atividades bioldgicas, incluindo gastroprotetora (Silva, et al.,2011), anti-
inflamatéria (Cumashi, et al., 2007) e atividades antinociceptivas (Rocha, et
al.,2006), o que pode dar-lhes relevancia em aplicagbes farmacéuticas.

As algas vermelhas séo eficientes na producdo de polissacarideos
sulfatados, como as carragenas e o0 agar que chegam a representar mais de 70%
do seu peso e tém razoavel valor comercial (Van den hoek, Mann e Jahns, 1997).
Carragenas sao polissacarideos sulfatados lineares de D-galactose e 3,6-anidro-
D galactose, extraidos de certas algas vermelhas da classe Rhodophyceae. Tém

sido amplamente utilizados na inddstria alimenticia, como espessante, geleificante
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e proteina-agente de suspenséo, e pela industria farmacéutica como excipiente
em comprimidos. Além das atividades bioldgicas conhecidas relacionadas com
inflamacé&o e respostas imunes, carragenas sao potentes inibidores dos virus da
herpes e do papiloma humano (HPV) e ha indicios de que possam oferecer
alguma protecdo contra a infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV)
(Buck et al., 2006).

Algas marinhas vermelhas biossintetizam principalmente polissacarideos
sulfatados (PLS), polimeros de acucares complexos e heterogéneos constituidos
de unidades repetitivas alternadas de B (1 — 4) D-galactose e a (1 — 3) D-
galactose dotados de radicais sulfatos, os quais s&o componentes da matriz
extracelular e de grande aplicagdo em biotecnologia (Araujo et al., 2008; Fonseca
et al., 2008; Campo et al., 2009; Rodrigues et al., 2009), sobretudo devido a sua
biocompatibilidade e atoxicidade (Farias, 2014).

Modelos de estudo in vivo com PLS de algas marinhas vermelhas indicam
resultados promissores em que demonstraram efeito protetor contra dano
intestinal através de mecanismos que envolvem a inibicao da infiltracéo de células
inflamatérias, de liberacdo de citocinas, peroxidacao lipidica (Brito, 2014) e
resposta inflamatéria reduzida do célon induzida pela administracdo de TNBS,
através da inibicdo de migracéo de células para o tecido inflamado e a reducao do

processo oxidativo (Brito, 2016).

Os polissacarideos sulfatados tém atraido a atengcdo de pesquisadores,
pois estdo envolvidos em numerosos processos celulares e possuem uma gama
de atividades farmacologicas (Silva, et al., 2011). Estes compostos de
macromoléculas complexas encontrados na matriz extracelular desempenham um
papel importante na regulacdo mecéanica, osmotica e idnica (Kloareg, 1988 ;
Rocha, et al., 2006). No Brasil, varias espécies do género Gracilaria, incluindo

Gracilaria caudata, prosperam em regides costeiras.

2.4 - Propriedades Farmacoldgicas de Polissacarideo s do género Glacilaria

O género Gracilaria Greville (Rhodophyta, Gracilariales) inclui cerca de

100 espécies amplamente distribuidas no mundo (Oliveira & Plastino 1994) é
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7

amplamente difundida em regides tropical e temperada e € um dos maiores
géneros na familia Gracilariaceae (Marinho-Soriano & Bourret, 2005). Vérias
espécies de Gracilaria sdo encontradas no Brasil e compreendem macroalgas
marinhas vermelhas mais utilizadas para fins comerciais em todo o mundo. A
exploragdo dessas algas deve-se principalmente a producdo do polissacarideo
agar, de elevado valor comercial, associado a rpida taxa de crescimento,
facilidade de reproducdo vegetativa e outros atributos facilitadores de seu cultivo
(Kain; Destombe, 1995).

Polissacarideos do género Gracilaria sdo compostos principalmente por
residuos alternados de 3-ligado-d-galactopiranose (Unidade G) e 4-ligado-3,6-
anidro-L-galactopiranose (unidade LA) (Araki, 1966). Varios grupos hidroxilo
podem ser substituidos por éster sulfato, grupos metil e 4cido pirdvico com a sua
posicdo variando de espécie para espeécie. As possiveis mudancas estruturais
afetam as propriedades fisicas e reoldgicas destes  polimeros
(Andriamanantoanina, Chambat, e Rinaudo, 2007; Freile-Pelegrin & Murano,
2005; Lahaye, 2001; Lahaye & Rochas, 1991; Lahaye & Yaphe, 1988; Melo,
Feitosa, Freitas, & de Paula, 2002; Usov, 1998; Valiente, Fernandez, Perez,
Marquina, & Velez, 1992).

As galactanas sulfatadas tipo agar tém sido consideradas importantes
fontes de atividades biologicas, como a atividade antiviral do polissacarideo
sulfatado tipo agar extraido da alga Gracilaria corticata (Mazumder et al., 2002), a
atividade estimuladora de macréfagos do polissacarideo sulfatado da alga
Gracilaria verrucosa (Yoshizawa et al., 1996) e a atividade antitumoral do

polissacarideo tipo 4gar de Gracilaria dominguensis (Fernandez et al., 1989).

2.5 - Glacilaria Caudata

As espécies G. caudata J. Agardh é uma alga que cresce naturalmente
ao longo da costa brasileira, em particular no nordeste, onde séo recolhidas e
vendidas por pescadores para a extracao de agar. Portanto, o crescente interesse
comercial e cientifico em agar de Gracilaria exige uma elucidagdo quimica destes

polimeros e um melhor conhecimento da relacéo entre propriedades moleculares,
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estruturais e funcionais ( Murano,1995; Silva et al, 2011.; Coura et al, 2012;
Souza et al., 2012).

O polissacarideo isolado a partir de G. caudata € um tipo de polissacarideo
de agar composto principalmente de pelo -D-galactopiranose ligada a 3,6 - Anidro
- L-galactose, com metilo ou grupos piruvato substituido em C-6 de D-galactose (
Barros et. al., 2013).

Estudos realizados em modelos in vivo com PLS G.caudata resultaram em
efeitos terapéuticos promissores. Demonstraram atividade anti-inflamatoria por
reduzir a migracdo de neutréfilos e a concentracdo de citocinas em modelo de
edema em pata de ratos (Chaves et al., 2013), atividade protetora contra lesdes
gastricas induzidas por etanol em ratos através da ativagédo da via NO / KATP e
devido a queda da producéo de radicais livres e peroxidacao de lipidos (Silva et.
al., 2011) e atividade antidiarréica (Costa et. Al.,, 2016). Assim, demonstrando seu

potencial efeito terapéutico biolégico em doencgas de aspecto inflamatorio.

Fonte: Costa, 200

Figura 03. Alga marinha vermelha Gracilaria caudata.
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3- OBJETIVOS

Objetivo Geral

» Avaliar a acdo anti-inflamatoria da fracdo polissacaridica sulfatada extraida
da alga marinha vermelha Gracilaria caudata durante a colite experimental

induzida por &cido acético.

Objetivos especificos

* Averiguar o efeito do PLS sobre os parametros macroscopicos e
microscopicos no célon de camundongos na colite experimental induzida

por acido acético;

* Analisar a acdo do PLS sobre o peso uUmido e da relacdo
peso/comprimento do coélon na colite experimental induzida por acido

acético em camundongos;

» Avaliar a acédo do PLS na atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) na

colite em camundongo;

* Avaliar a agdo do PLS nos indicadores de peroxidacao lipidica, tais como

malondialdeido e glutationa no c6lon de camundongos;

» Averiguar a acdo do PLS sobre a producgéo e liberagdo de citocinas proé-

inflamatorias na colite em camundongos;
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4- MATERIAIS E METODOS

4.1-Fracdo dos polissacarideos sulfatados da alga m  arinha Gracilaria

caudata

A alga marinha vermelha foi coletada durante maré de sizigia, na praia do
Pacheco, municipio de Caucaia — CE. O extrato seco dos Polissacarideos
Sulfatados (PLS) da alga marinha Gracilaria caudata, foi cedido pelo Laboratorio
de Algas Marinhas | do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da
Universidade Federal do Ceara. A andlise quimica foi realizada por microanalise,
espectroscopia infravermelha e ressonancia magnética nuclear (Barros et. al.,
2013). O PIs foi utilizado como droga na colite experimental induzida por acido

acético em camundongos.

4.2- Animais utilizados para os protocolos experime ntais sugeridos

Para este estudo foram utilizados 42 camundongos Swiss machos (25-30
g) provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do Piaui. Os animais
foram mantidos com agua e alimentacéo ad libitum no Biotério do Departamento
de Farmacologia da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal do Piaui.
Dezesseis horas antes, em todos os experimentos, 0os animais foram colocados

em jejum, mas com livre acesso a agua.

4.3- Padronizagéo do modelo de colite ulcerativa ex  perimental

4.3.1- Modelo de Colite induzido por &cido acético adaptado

A colite foi induzida de acordo com método descrito por Guazelli (2013)
com modificagbes. Inicialmente, 0s animais passaram por um processo de
preparacdo do colon, permaneceram em jejum durante 16 horas recebendo
somente agua ad libitum. Posteriormente, foram submetidos a limpeza do célon

por enema com 100 pyL de solugéo salina. Para a inducdo da colite os animais
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foram previamente anestesiados com Quetamina (80 mg/kg) e Xilazina (10
mg/kg), por via intraperitoneal (i.p.) e posicionados em decubito lateral esquerdo.
Foi introduzido, por via retal, uma sonda uretral de polietileno n°® 6 medindo 3 cm
de comprimento para a administracdo de uma Unica dose intracélon de solucéo
salina ou solucdo aquosa de acido acético a 6% no volume de 200 pL. Cada
animal permaneceu suspenso pela cauda por 30 segundos para evitar o retorno

das solugdes.

Uma hora antes da inducdo da colite os animais foram divididos em seis
grupos (7 animais por grupo). O grupo 1 controle negativo, os animais receberam
intracolon uma solucéo salina (200 L), o Grupo 2, recebeu é&cido acético a 6%
intracolon e os outros quatro destes seis grupos foram tratados da seguinte forma:
dexametasona (2 mg/kg) por via sub cutanea (s.c.); PLS nas doses 1 mg/kg, 3

mg/kg e 10 mg/kg, por via intraperitoneal (i.p.).

Os tratamentos com o polissacarideo sulfatado nas doses de (1, 3, 10
mg/kg, i.p.) ou dexametasona (2 mg/kg, s.c.) foram feitos 17 horas e 30 minutos
apo6s a inducéo da colite. Os animais foram eutanasiados ap6s 18h da inducéo da
colite, abertas suas cavidades abdominais e foi retirado uma porgédo de 5 cm do
célon de cada animal, entdo foram avaliados os parametros macroscopicos, peso
Uumido e em seguida o tecido foi dividido e estocado em amostras para se realizar
posteriormente 0s seguintes ensaios: andlise dos pardmetros microscopicos,
dosagens de mieloperoxidase (MPO), acido malonildialdeido (MDA), glutationa
(GSH) e IL-1B.
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v v v

Oh 17 h e 30 minutos 18 h

Fonte: Autoria propria

Figura 04 - Representacdo esquematica do Modelo de Colite induzido por acido
acético adaptado.

4.4- Avaliacdo dos escores macroscopicos

Os animais foram eutanasiados 18 horas ap6s a indugéo das colites. Em
seguida, foi feita uma incisdo mediana com abertura na cavidade peritoneal. Apds
a identificacdo do reto e colon, foi isolada uma extensdo de 5 cm do colon dos
animais. A peca foi aberta longitudinalmente, lavada com soro fisiol6gico e
distendida sobre uma superficie plana para uma avaliacdo do escore
macroscopico seguindo a técnica descrita por Morris et al., em 1989 conforme
mostrado na (Tabela 1).
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Tabela 1. Avaliacdo dos escores macroscopicos das lesdes intestinais de animais
com colite induzida por acido acético.

Critério Escore

Aparéncia normal 0
Hiperemia local sem ulceras 1
Ulceragdo sem hiperemia ou espassamento da parede coldnica 2
Ulceragdo com inflamag&o em um sitio 3
Ulceragao / inflamag&o em dois ou mais sitios 4
Leséo principal estendendo-se por 1 cm ao longo do c6lon 5
Area de les&o > 2 cm ao longo do comprimento do célon. A quantificacio é 6-10
aumentanda em 1 para cada centimetro adicional.

Fonte: Morris, 1989.

4.5 - Avaliagdo do peso umido dos colons de animais com ou sem colite

Apoés a andlise macroscopica dos escores de lesdo dos célons de animais
com ou sem colite e tratados com o polissacarideo sulfatado nas doses de (1, 3 e
10 mg/kg, i.p.) ou com dexametasona (2 mg/kg, s.c.) foram retirados fragmentos
do colon medindo 5 cm de comprimento cada. Posteriormente, foi feita a pesagem
desses fragmentos e os resultados foram expressos como peso Umido de 5 cm de
colon.

4.6- Avaliacdo dos escores microscopicos de lesdo

ApOs a avaliagcdo do peso umido foi realizado a andlise dos escores
microscopicos de lesdo. Os segmentos intestinais foram fixados em solucdo de
formaldeido tamponado com fosfatos a 10% (pH=7), lavadas e submetidas a
desidratacdo gradual crescente com solugbes alcoolicas ascendentes de 30%,
50%, 70%, 90% em intervalos de uma hora cada e por fim no alcool absoluto por
uma hora e meia. O processo de diafanizacao foi feito em xilol | por 45 minutos e
em xilol Il por mais 45 minutos, inclusdo em parafina liquida para banho | por 15
durante 20 minutos a 80°C e parafina liquida para incluséo Il a 80°C. Quando
derretida e resfriada a parafina, essa foi aparada em um bloco e cortada com
lAmina de ago pelo micrétomo (LUPETEC®, MRP 09). A desparafinizago foi feita
com xilol | por 7 minutos e mais 3 minutos com xilol Il. Em seguida foi feita a
hidratagdo com alcool absoluto por 7 minutos, alcool 90%, 75%, 50%, 30%, agua

destilada | e agua destilada Il por dois minutos cada. A coloracao foi feita com



25

hematoxilina por 2 minutos, banho em agua corrente por 3,5 minutos, seguido da
coloragdo eosina por 5 minutos e banho em agua corrente, foi secado em
temperatura ambiente e seguido para a montagem das laminas para visualizacao
em microscopio de luz (NOVA®). Foram obtidas uma lamina para cada animal,
totalizando 6 laminas por grupo. Em seguida, um histopatologista de forma
randomizada avaliou a severidade da colite pela técnica descrita por Appleyard &

Wallace (1995) de acordo com a tabela 2.

Tabela 2. Avaliacdo dos escores microscopicos das lesdes intestinais de animais
com e sem colite induzida por acido acético.

Critério Escore

Perda da arquitetura da mucosa 0-3
Infiltracdo celular

Espessamento da camada muscular
Formacao de abscesso em cripta
Auséncia de células caliciformes

o O o o
[
PP Www

Fonte: Appleyard e Wallace em 1995.

4.7. Ensaios Bioquimicos

4.7.1- Determinacgéo da atividade da Mieloperoxidase (MPO)

Para a avaliagdo da atividade da MPO em animais com ou sem colite,
fracBes do cdlon foram retiradas e processadas. A andlise dessa enzima seguiu
de acordo com o protocolo estabelecido por Bradley et al (1982).

A mieloperoxidase (MPO) € uma enzima presente, nos granulos azurdéfilos
dos neutrofilos e tem sido utilizada como um marcador qualitativo da infiltracdo de
neutréfilos nos processos inflamatérios em varios tecidos. Para mensurar a
concentracdo desta enzima, 50 a 100 mg de co6lon de animais com ou sem colite
e tratados ou ndo com o PLS da G. Caudata (1, 3 e 10 mg/kg), foram colocados
em tampao de brometo de hexadeciltrimetilamoénio (HTAB). Posteriormente, foram
maceradas em um macerador Polytron (13000 rpm) e centrifugado durante 15
minutos a 3000 rpm em uma centrifuga refrigerada (4C). Logo em seguida, do
sobrenadante foi pipetado numa placa (10ul) em seguida foram acrescentados

nessa placa 200ul da solugéo de leitura (27 ml de H,O + 5 mg de O-dianisidina
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em 3 ml de fosfato de potassio + 15 ul de perdxido de hidrogénio H,O;). Em
seguida a placa foi lida em um leitor de ELISA a 450nm. O resultado foi expresso
em UMPO/mg de tecido.

4.7.2- Determinagdo dos niveis de malondialdeideo (MDA) na mucosa intestinal

Apoés a eutanasia, fracdes do célon dos animais foram retiradas para a
andlise dos niveis de MDA na mucosa intestinal.

Os niveis de malondialdeido na mucosa intestinal foram determinados pelo
método de Mihara e Uchiyama (1978). As amostras de tecido foram
homogeneizadas em cloreto de potassio (KCI) na propor¢gdo de 100mg de tecido
para 1 ml de KCl a 0,15 M, em seguida foram retirados 250 pL do homogenato e
acrescentado 1,5 ml de H3PO4 (1%) e 0,5 ml de uma solugcdo aquosa de &cido
tiobarbitirico aquoso (0,6%). Os tubos foram aquecidos por 45 minutos em
banho-maria e a mistura reacional foi entdo resfriada em um banho de agua
gelada, seguida da adi¢cdo de 2 ml de n-butanol. Os contetdos foram misturados
por 1 min. com um misturador "vortex" e depois centrifugados a 1200 rpm por 15
minutos, a fase butandlica de cada amostra foi lida em espectrofotdmetro em dois
comprimentos de onda simultaneos: 520 e 535nm. Os resultados foram expressos
em nmol de MDA/g de tecido.

4.7.3- Determinagdo dos niveis de glutationa (GSH) na mucosa intestinal

Apds a eutanasia dos animais (18h apos a inducéo da colite), fragmentos
do cdlon dos animais foram retirados para a analise dos niveis de glutationa na
mucosa intestinal. O método de Sedlak e Lindsay (1968) foi utilizado para analise
de glutationa nas amostras. A glutationa reduzida € um tripeptideo composto de
glutamato, glicina e cisteina, existente em praticamente todas as células de
mamiferos. Ela exibe um grande numero de fungbBes essenciais para a célula,
incluindo transporte de aminoacidos, catdlise enzimatica e protecdo contra os
efeitos deletérios de radicais livres enddgenos e metabdlitos toxicos (MEISTER,
1991).
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Para determinacdo dos niveis de grupos sulfidrilicos ndo-protéicos, uma
amostra de 50 a 100 mg da mucosa intestinal de cada animal foi homogeneizada
em EDTA 0.02 M, seguindo a proporcéo de 1:10, ou seja, para cada 100 mg de
tecido foi usado 1 ml de EDTA. Aliquotas de 400 yuL do homogenato foram
misturadas a 320 pL de 4gua destilada e a 80 pL de &cido tricloroacético (TCA) a
50% para precipitagdo de proteinas. Os tubos foram centrifugados por 15 minutos
a 3.000 rpm a 4° C. A um total de 400 pL do sobrenadante foi adicionado 800 pL
de tampao Tris 0,4 M (pH 8.9) e 20 uL de DTNB (reagente de Ellman) 0,01 M. A
mistura foi entdo agitada por trés minutos e cada amostra foi lida no
espectrofotdmetro a um comprimento de onda de 412 nm. As concentragdes de

grupos sulfidrilicos ndo-protéicos foram expressas em mg de GSH/g de tecido.

4.7.4- Dosagem de Citocina IL-13

Para dosagem de IL-13, fragmentos do célon de animais foram retirados e
adicionados em um tampéao inibidor de protease (500 pL de tampédo para cada
100 mg de tecido) e depois processados em um homogenizador de tecido e
centrifugado a 3000 rpm a 4° C por 10 minutos. Posteriormente, o sobrenadante
foi coletado e incubado com 2 pg/ml de anticorpo (anticorpo de captura) diluido
em tampéao de bicarbonato (pH 8.2), 100 pL por pogo por 24 horas a 4 °C. A placa
foi lavada com PBS -Tween 20 a 0,1%. A reacao foi bloqueada com albumina
bovina 1% diluida em tampéo de lavagem, 100 uL por pogo, incluidos em placa,
por 2 horas a temperatura ambiente. Depois a placa foi novamente lavada usando
a mesma solugéo. A placa foi entdo incubada com a curva padréo das citocinas
(TNF- a, IL-1B, IL-10) diluidas em tampé&o de lavagem e com as amostras de
tecido do intestino a serem dosados, 100 pyL por poco por 24 horas a 4 °C. A
placa foi novamente lavada e depois incubada com o anticorpo biotinilado diluido
de 1:1000 em tampédo de lavagem contendo 1% de soro de carneiro por 1h a
temperatura ambiente. Novamente a placa foi lavada e depois incubada com
avidina peroxidase (DAKO) diluida de 1:5000 em tampao de lavagem, 100 uL por
poc¢o por 15 minutos a temperatura ambiente. A placa foi entdo lavada e incubada
com o-fenilenediamina diidrocloreto (OPD) em tamp&o, 100 uyL por pog¢o, no

escuro a temperatura ambiente por um periodo que varia de 5 a 20 minutos
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dependendo da citocina. A reacédo foi parada com 150 uL por poco de H,SO4 1M.
A intensidade da coloracdo foi medida em espectrofotometro a 490 nm e o0s
resultados foram expressos como média + erro da quantidade de IL - 13 em pg/ml
(TAVARES-MURTA et al., 2008).

4.8. Analise Estatistica

Os dados foram apresentados como a média (+ EPM) de animais em cada
grupo (n=6). As andlises estatisticas foram realizadas no software Graphpad
Prism (versdo 6.0). A significancia estatistica das diferencas entre os grupos
foram determinada por analise unidirecional da variancia (ANOVA) seguida do
teste comparagfes multiplas de Student-Newman-Keuls. Os escores histolégicos
foram avaliados pelo teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis seguido pelo teste
de multiplas comparagdes de Dunns. Para todos os testes foram considerados

significativos valores de p<0,05.
4.9. Questdes Eticas

O presente projeto foi realizado com base nos principios e normas
internacionalmente aceitas para utilizagdo de animais em projetos de pesquisa e
do COBEA (Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal). O projeto foi
submetido ao Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA) da
Universidade Federal do Piaui — UFPI e aprovado sob o protocolo de ndmero:

194/16, conforme anexo 01.
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5. RESULTADOS

Os resultados obtidos da caracterizagdo da alga Glacilaria caudata foram
publicados por Francisco Clark Nogueira Barros em Structural characterization of
polysaccharide obtained from red seaweed Gracilaria caudata (J Agardh).
Carbohydrate polymers, v. 92, n.1, p. 598-603, 2013.

5.1- Avaliagédo dos escores macroscopicos dos colons intestinais

O PIs da Glacilaria caudata nas diferentes doses (1; 3; 10 mg/kg) foi
testado na tentativa de estabelecer a melhor dose do polissacarideo que
possuisse efeito anti-inflamatdrio satisfatério e que assim seria aplicada nos
demais ensaios. No grafico 1, os animais submetidos a colite por AA (16,92 +
1,311 escores de lesdo) apresentaram aumento dos escores macroscopicos,
guando comparados ao grupo que recebeu apenas salina (0,1667 + 0,1667
escores de lesdo). E verifica-se que a dose de 10 mg/kg, v.i (10 mg/Kg: 8,429 +
1,518 escores de lesdo) obteve melhor resultado comparada as outras doses
testadas, uma vez que promoveu uma reducgdo significativa dos escores
macroscépicos de lesdo, quando comparado aos animais que receberam
somente AA (Figura 5C). Efeitos semelhantes foram observados para a
dexametasona (6,50 + 1,80 escores de leséo), uma droga de escolha para o
tratamento de CU. Em face disso, a dose do polissacarideo da Glacilaria caudata

utilizada para os demais ensaios foi a dose de 10mg/kg por via intraperitoneal.



30

o 251
]
n
3
° 201
3 I
‘0
?
o *
= 104
] T *
= T
© 5
o
)
i
0- T T T
SAL 1 mg/kg 3mg/kg 10mg/kg DEXA

PLS

ACIDO ACETICO a 6% (200uL)

Gréfico 1 — Avaliacdo dos escores macroscépicos dos cOlons intestinais. Os animais com
colite induzida por &cido acético a 6% (volume de 200 pL, por enema), foram tratados com Pls da
alga Glacilaria caudata (1, 3 e 10 mg/Kg, i.p.) 17 horas e 30 minutos ap6s a inducéo da colite ou
Dexametasona (DEXA) (2mg/kg, s.c.). Ap6s 18 horas de inducdo da colite, os animais foram
submetidos a eutandsia e tiveram 5 cm do célon coletado para avaliagdo macroscopica. Os
resultados sé@o expressos em média + EPM dos escores macroscépicos de 6 animais por grupo. *
p < 0.05 vs grupo AA; # p < 0,05 vs grupo salina (ANOVA seguido pelo teste Newman — Keuls post
hoc).
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Figura 5 - feito da fracdo do polissacarideo extrai do da alga Glacilaria caudata sobre os
danos macroscopicos da lesdo intestinal provocado p ela colite induzida por AA em
camundongos. Colon de um animal que recebeu apenas solugdo salina por via retal (A); Célon
de um animal que recebeu apenas AA a 6% por via retal (grupo controle) (B); Colon de um animal
com colite induzida por AA a 6% e tratado com PLS (10 mg/kg, i.p.) (C).

5.2- Avaliacéo do Peso umido de 5 cm de célon

Conforme mostra o Grafico 2, os animais que receberam somente AA a 6%
apresentaram um aumento significativo do peso umido dos cdlons (0,363 + 0,021
g) quando comparados ao grupo que recebeu apenas salina (0,19 £ 0,00g). O Pls
da Glacilaria caudata reduziu significativamente o peso Umido dos coélons nas
doses de 1, 3, 10 mg/kg, i.p. (1 mg/Kg: 0,31 + 0,01g; 3 mg/kg: 0,30+0,01; 10
mg/kg:0,25+0,00) e DEXA (2mg/Kg, s.c.) (0,28 £ 0,01g) quando comparados ao
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grupo AA, com destaque para a dose de 10mg/kg que mostrou melhor resultado

anti-inflamatorio.
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Gréfico 2 — Avaliagdo do peso Umido de 5 cm de c6lo  n. Os animais com colite induzida com
AA a 6% (200 pL, por enema), foram tratados com Pls da Alga Glacilaria caudata (1, 3, 10mg/Kg,
i.p.) apos 17h e 30 minutos da indugéo da colite ou Dexametasona (DEXA) (2mg/kg, s.c.). Apos 18
horas da indugéo da colite, os animais foram submetidos a eutanasia e tiveram 5 cm do colon
coletado para afericdo do peso Umido. Os resultados sao expressos em média + EPM dos escores
macroscopicos de 6 animais por grupo. * p < 0.05 vs grupo AA; # p < 0,05 vs grupo salina (ANOVA
seguido pelo teste Newman — Keuls post hoc).

5.3 - Efeito do PLS da Glacilaria caudata sobre os escores microscopicos de
les&o intestinal na colite induzida por AA em camun dongos

Apoés submetidos a colite por AA, o tecido do célon dos animais foi coletado
para a analise histolégica. Os resultados mostram que os animais do grupo
Salina, apresentaram as pontua¢des minimas de escores microscopicos para
todos os parametros avaliados, representado pela (Tabela 3), através da analise
da fotomicrografia fica evidente a manutencéo da arquitetura tecicual e a auséncia

de infiltrado inflamatério no tecido (Figura 6). Por outro lado, o grupo que recebeu
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AA a 6% via retal apresentou aumento significativo da pontuacdo dos escores
microscopicos, como a perda da arquitetura da mucosa 3 (3-3), intensa infiltragéo
de células 3 (2-3), espessamento da camada muscular 3 (3-3), formacdo de
abscessos em cripta 1 (1-1) e deplecao de células caliciformes 1 (1-1) em relacao
(Tabela 3). A analise da fotomicrografia mostrou significativa mudanca do aspecto
tecidual com perda da arquitetura da mucosa e intensa infiltracao celular (Figura
6B). O PLS (10mg/Kg, i.p.) da G. Caudata mostrou capacidade de reduzir o dano
tecidual tais como, perda da arquitetura da mucosa 1 (1-1), infiltracdo de células 1
(1-1), espessamento da camada muscular 1 (1-1) e promoveu uma significativa
diminuigcdo para os parAmetros Abscesso em cripta 0 (0-0) e Deplecéo de células
caliciformes 0 (0-0) como visto na (Tabela 3) e representado pela Fotomicrografia
da (Figura 6C). Como estabelecido por seu mecanismo de acdo, a Dexametasona
dexametasona (2 mg/kg, s.c) também reduziu os escores microscopicos avaliados
guando comparados com o grupo do AA (Tabela 3) e representado pela (Figura
6D).
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Tabela 3. Efeito do PLS da Glacilaria caudata sobre os escores microscépicos de lesédo
intestinal na colite induzida por AA em camundongos

Média dos Escores

Parametros
Histoldgicos
SALINA AA AA +PLS(10mg/kg) AA + DEXA
Perda da arquitetura
da mucosa 0 (0-0) 3 (3-3)# 1(1-1) 1(1-1)
Infiltracdo celular 0 (0-0) 3 (2-3)# 1(1-1) 1(1-2)
Espessamento
muscular 0 (0-0) 3(3-3)+ 1(1-1) 1(1-1)
Abscesso em cripta
0 (0-0) 1(1-1)4 0 (0-0)* 0(0-1)
Deplecéo de células
de caliciformes 0 (0-0) 1(1-1)+ 0 (0-0)* 0 (0-1)
Escore Total de 0 (0-0) 11 (10-11) 3(3-3) 3 (3-6)

danos

Os camundongos foram tratados com PLS (10 mg/kg, i.p.) ou dexametasona (DEXA, s.c) (2
mg/kg) 17 horas e 30 minutos apos a inducdo da colite. No tempo de 18 horas apds a indugdo da
colite, os animais foram eutanasiados e os abdomens foram abertos. ApOs a identificagcdo do
intestino, amostras de tecido (5 cm) foram recolhidas para avaliacdo histologica. Avaliagdo de
escores microscopicos foi realizada conforme proposto por Appleyard e Wallace em 1995. Escores
de lesdo histoldgica expressos como média * erro (n = 5-7). Teste ndo paramétrico de Kruskal-
Walllis seguido pelo teste de Dunn.* P <0,05 quando comparado ao grupo controle (AA).# P <0,05
guando comparado ao salina.
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Figura 6 - Fotomicrografia (10X, escala 50 pm) representando os efeitos da fragdo do
polissacarideo extraido da alga Glacilaria caudata sobre os danos microscopicos da lesédo
intestinal provocado pela colite induzida por AA em camundongos. Coélon de um animal que
recebeu apenas solucao salina por via retal (A); Célon de um animal que recebeu apenas AA por
via retal (grupo controle) (B); Célon de um animal com colite e tratado PLS (10 mg/kg, i.p.) (C);
Célon de um animal com colite e tratado com dexametasona (2 mg/kg, s.c.) (D). Pode-se observar
que a inducdo por AA resulta em perda da arquitetura da mucosa, intensa infiltragdo celular
representado pela (Figura 6B, Setas). O tratamento com Glacilaria Caudata foi capaz de reverter
estas alteracdes.
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5.4- Determinacgéo da atividade da MPO

A avaliacdo da infiltracdo neutrofilica foi mensurada a partir da atividade da
MPO. Apds 18 horas da inducéo da colite, amostras dos colons foram submetidas
ao ensaio para determinagéo da atividade de MPO. Os animais que receberam
AA a 6% apresentaram aumento significativo na infiltragdo de neutrofilos (38,40 +
3,905 UMPO/mg de tecido colénico) quando comparados ao grupo Salina (13,7 +
1,04g). O grupo de animais tratados com PLS na dose de 10m/Kg, i.p.,
apresentaram uma reducao significativa (p<0,05) na atividade dessa enzima,
gquando comparado com o grupo do AA a 6%, i.p. (3,590 + 1,409 UMPO/mg de
tecido col6nico). Efeitos similares sdo apresentados pela DEXA ( 2mg/Kg, s.c.)
(4,457 + 1,362 UMPO/mg de tecido colbnico) na redugcdo da infiltracdo de

neutréfilos quando comparados ao grupo AA.
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Gréfico 3 — Atividade da MPO no intestino apos 18h da inducdo da colite por AA. Os
animais com colite induzida por AA a 6% (200 pL, por enema) tratados com PLS (10m/Kg), ap6s
17h e 30 minutos da inducdo da colite, apresentaram diferenca estatistica em relagdo ao grupo
AA. Os resultados s@o expressos em média £+ EPM de 6 animais por grupo. * p < 0.05 vs grupo
AA; # p < 0,05 vs grupo salina (ANOVA seguido pelo teste Newman — Keuls post hoc).
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5.5 — Efeito do Pls sobre os niveis de MDA nos teci  dos intestinais.

Apo6s 18h de indugéo da colite, as amostras dos célons intestinais foram
coletadas para a mensuracao dos niveis de MDA. De acordo com o Grafico 5, os
animais que receberam AA a 6% (200 L, por enema) apresentaram aumento
significativo (p<0,05) na concentracdo de MDA nos célons intestinais (205,7 +
35,48 nmol/g de tecido), quando comparados ao grupo Salina (82,94 + 11,47
nmol/g de tecido). O PLS da Glacilaria caudata na dose de 10mg/Kg, i.p. reduziu
significativamente os niveis de MDA (90,88 + 14,57 nmol/g de tecido) no tecido da

mucosa inflamada.
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Gréfico 4 — Efeito do Pls sobre os niveis de MDA no s tecidos intestinais . Os animais com
colite induzida por AA a 6% ((200 uL, por enema), foram tratados com o Pls da Glacilaria caudata
(PLS) (10mg/Kg, i.p.) apds 17h e 30 minutos da inducdo da colite. A concentracdo de MDA foi
avaliada em amostras do tecido intestinal apds 18h da inducdo da colite e comparadas com os
controles. Os resultados sdo expressos em média + EPM de 6 animais por grupo. * p < 0.05 vs
grupo AA; # p < 0,05 vs grupo salina (ANOVA seguido pelo teste Newman — Keuls post hoc)
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5.6- Efeito do Pls sobre os niveis de GSH nos tecid  0s intestinais

Apos 18h de indugéo da colite, as amostras dos célons intestinais foram
coletadas para a mensuracao dos niveis de GSH. De acordo com o Grafico 6, os
animais que receberam apenas AA a 6% (200 pL, por enema) apresentaram uma
diminuicao significativa (p<0,05) dos niveis de GSH nos coélons intestinais (31,22
+ 6,611 ug/g de tecido), quando comparados ao grupo Salina (145,7 + 10,40 ug/g
de tecido). O PLS da Glacilaria caudata na dose de 10mg/Kg, i.p. aumentou
significativamente os niveis de GSH (75,22 + 9,093 ug/g de tecido), quando
comparado ao grupo que recebeu somente AA. Dessa forma, evitando seu

consumo no tecido da mucosa inflamada.
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Gréfico 5 — Efeito do Pls sobre os niveis de GSH no s tecidos intestinais. Os animais com
colite induzida por AA a 6% (200 uL, por enema), foram tratados com o Pls da Glacilaria caudata
(PLS) (10mg/Kg, i.p.) ap6s 17h e 30 minutos da inducdo da colite. A concentragdo de GSH foi
avaliada em amostras do c6lon dos animais apés 18h da inducdo da colite e comparadas com os
controles. Os resultados sdo expressos em média + EPM de 6 animais por grupo. * p < 0.05 vs

grupo AA; # p < 0,05 vs grupo salina (ANOVA seguido pelo teste Newman — Keuls post hoc).
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5.7 - Efeito do Pls da G lacilaria caudata sobre os niveis colonicos de IL-1 B

ApoOs 18 horas da inducgdo da colite por AA, os animais foram eutanasiados
e as amostras dos intestinos foram retiradas para a dosagem de citocina proé-
inflamatéria (IL-1B) nos colons intestinais. No Grafico 6, os animais submetidos a
colite induzida por AA (200 L, por enema) apresentaram um aumento significativo
dos niveis da citocina proé-inflamatoria IL-18 ( 3,6 = 0,02 pg/ml), quando
comparado ao grupo Salina (1,7 £ 0,20). O PLS da Glacilaria caudata (10 mg/kg,
v.0) promoveu uma reducdo significativa dos niveis da citocina IL-13 (3,1 + 0,03

pg/ml), guando comparado ao grupo que recebeu somente AA a 6%.
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Gréfico 6 - Efeito do polissacarideo sulfatado (P LS) extraido da Glacilaria caudata sobre os
niveis coldnicos de IL-1 B do camundongo com colite induzida por AA. Os animais foram
tratados com PLS (10 mg/kg, v.0) 17 horas e 30 minutos apds a inducdo da colite. Apés 18h de
inducéo da colite, os camundongos foram eutanasiados, as amostras de célon foram recolhidas e
os niveis da citocina, IL-1B, foram avaliados. Os resultados sdo expressos como a média + erro de
6 animais por grupo. * P <0,05 vs grupo AA; #P <0,05 vs grupo salina (ANOVA seguido pelo teste
Newman — Keuls post hoc).
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6- DISCUSSAO

A CU é caracterizada por excesso de inflamagdo e estresse oxidativo
(Cetinkaya, 2006), que € considerado um fator chave na patogénese e
perpetuacdo dos danos da mucosa. Varios modelos de colite em animais foram
desenvolvidos nos ultimos 20 anos e sdo ferramentas indispensaveis para
elucidar os mecanismos subjacentes a patogénese das DII, bem como para
ensaiar terapéuticas potenciais (Chassaing, 2014). O modelo de colite induzida
pelo acido acético (AA) tem sido amplamente utilizado para investigar os efeitos
de terapias a base de plantas em colite experimental (Mehrabani, 2011; Redwan,

2007).

Neste trabalho estudamos o efeito da fracdo polissacaridica sulfatada da
alga Glacilaria caudata sobre a colite intestinal. Inicialmente, foi induzida a colite
por acido acético em camundongos, uma vez que € considerado um modelo
experimental com algumas caracteristicas patoldgicas e clinicas semelhantes a
colite ulcerativa humana (Minaiyan et al., 2014), que inclui a infiltracdo de
neutrofilos no tecido intestinal, necrose das camadas mucosa ou submucosa,

dilatacdo vascular, edema e ulceracdo submucosa (Randhawa et al., 2014).

O primeiro relato deste modelo foi demonstrado por MacPherson e Pfeiffer
em 1978, onde introduziram acido acético de 10% no reto de ratos durante 10
segundos, seguido por lavagem do limen com solugdo salina. Nestes ratos,
observou-se uma colite difusa com caracteristicas histopatoldgicas incluindo
ulceragdo do célon distal e anormalidades da cripta ( MacPherson & Pfeiffer,
1978). A administracao via retal de acido acético diluido proporciona um método
alternativo para criar uma lesédo quimica ao epitélio da mucosa que induz um

fendtipo transitorio que imita a CU (Low, 2013).

As vantagens da colite induzida por acido acético sdo o seu baixo custo e a
facilidade de administracdo. H& um grande numero de estudos que descrevem
compostos que podem melhorar a colite induzida por acido acético, sugerindo que

pode ser um bom modelo para estudar a eficicia de farmacos que visam interferir
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com espécies reativas de oxigénio (Cetinkaya, 2005; Kuralay, 2003; Yoshida,
1999; Tahan, 2011).

A colite nos modelos animais tem inicio definido e sdo caracterizadas pela
desregulacdo de citocinas e tornaram-se ferramentas Uteis para estudar a
patologia das doengas com potencial para a caracterizagdo da modulag&o
imunoldgica e inflamatéria na iniciacdo e perpetuacdo da patogénese da doenca
(Abdel-salam et. al., 2009; Silva et al., 2013).

Atualmente, os medicamentos mais potentes utilizados para colite
ulcerativa ndo produzem resposta em 20-30% dos casos. H4 uma necessidade de
medicamentos mais eficientes e confiaveis (Can et. al, 2016). Varias substancias
de origem natural vem sendo pesquisadas no sentido de melhorar a colite através
de uma acgéo direta sobre o processo inflamatorio e sobre o estresse oxidativo.
Neste trabalho utilizamos o Pls da Glacilaria caudata, fracdo caracterizada por
Barros (2013) e demonstrado efeito anti-inflamatério em modelo de edema em
patas de camundongos (Chaves et. al, 2013) e antioxidante em modelo gastrico
(Silva et. al, 2011).

O modelo experimental de colite ulcerativa induzida por AA é caracterizado
por uma resposta inflamatéria aguda, seguida por um espessamento da parede
do colon, ulceragdes no colon e infiltracéo de células inflamatérias (TUZUN, et al.,
2002; VARSHOSAZ, et. al., 2010). Estas séo as caracteristicas principais para a
atribuicdo dos escores macroscopicos de lesdo proposto por Morris et al. (1989).
Os resultados do presente estudo mostraram que os camundongos do grupo
acido acético tiveram um aumento significativo dos escores macroscopicos de
lesdo quando comparados aos animais que receberam somente salina via retal

18h ap0s a indugéo da colite experimental (Figura 5B; Grafico 1).

Em estudo de Najafi (2017), a administracdo de acido acético a 3% via retal
causou danos graves a mucosa do colon, com edema, ulceragbes profundas e
hemorragia no grupo controle da colite. Enquanto que o grupo Salina apresentou
aspecto mucoso normal. De acordo com El-Abhar ( 2008) a indugé&o da colite por
acido acético a 3% via retal causou inflamacdo edematosa macroscopica grave

no coélon, conforme avaliado pela alta pontuacéo de dano do célon.
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O PIs da Glacilaria caudata foi capaz de diminuir significativamente os
escores macroscopicos de lesdo no célon, com uma maior significancia na dose
de 10 mg/kg como visto no Grafico 1 e representado na Figura 5C. Resultados
semelhantes foram encontrados no estudo de Silva et. al. (2011) em que o
tratamento com o PLS Glacilaria caudata atingiu seu efeito méximo com uma
dose de 30 mg/kg reduzindo o dano gastrico macroscépico. De forma semelhante,
tal resultado foi encontrado para polissacarideos de outras algas vermelhas, como
o isolado da Gracilaria birdiae ameliorates que mostraram efeitos semelhantes
reduzindo os escores de dano de lesBes macroscopicas no tecido do colon, com o
efeito méximo observado a uma dose de 90 mg/kg (Brito et. al., 2014). De acordo
com estes resultados pode-se inferir que o Pls da Glacilaria caudata produz efeito

anti-inflamatorio em colite induzida por AA em camundongos.

A colite € um processo inflamatorio gastrointestinal que tem sido associado
a uma resposta imune local intensa seguida pela libertagdo de citocinas e
mediadores inflamatérios. A migracdo e ativacdo de mediadores quimicos
inflamatérios, como metabdlitos do acido araquidbnico, bradicininas e citocinas
presentes em macréfagos, linfécitos e outros tipos celulares servem para iniciar,
coordenar e amplificar o processo inflamatério (Witaicenis, 2010). Isto promove
um aumento do peso Umido do tecido do célon inflamado. Este € considerado um
indicador da gravidade e extensdo da resposta inflamatoria. (Vinod Prabhu et al.,
2014)

Os resultados mostram que o grupo do &cido acético tiveram um aumento
significativo do peso Uumido do célon quando comparado ao grupo que recebeu
somente solucdo salina via retal 18h apdés a inducdo da colite experimental
(Gréfico 02). Estes resultados sdo consistentes com os relatados em outros
estudos, em que os pesos colénicos médios foram significativamente aumentados
no grupo AA 4%, em comparacdo com o grupo controle (Fantini, 2016) e a
administracdo de AA a 3% via retal aumentou o peso umido do célon (El-Abhar,
2008).

O tratamento com o Pls da Glacilaria caudata nas doses (1, 3 e 10mg/kg)
reduziram significativamente o peso Umido dos coélons de camundongos com

colite experimental induzida por AA. Com efeito maximo observado para a dose
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de 10 mg/Kg. Os dados apresentados corroboram com o estudo de Brito et. al.
(2016) em que o PlIs da alga Hypnea musciformis nas doses de (10, 30 e 60 mg /
kg p.o.) reduziu significativamente (p <0,05) o dano intestinal macroscopico e
diminuiu o peso umido do célon, com efeito maximo observado na dose de
60mg/kg. De acordo com os resultados apresentados, pode-se sugerir que este
polissacarideo possui uma importante agdo anti-inflamatoria intestinal, onde pode-
se observar seu efeito pela reducdo do peso umido e consequente diminui¢cdo do
escores macroscopicos avaliados, podendo estar relacionado a diminuicdo de

mediadores inflamatdrios especificos.

As alteracdes histologicas na colite experimental induzida por AA se
assemelham a CU em humanos. As caracteristicas histologicas da CU estdo bem
documentadas, compreendendo atividade inflamatéria leve, moderada ou severa
gue resulta em distorcdo da arquitetura do revestimento mucosal do célon
(Gramlich, 2007). Conjuntamente com inflamacédo e a produgdo concomitante de
uma mistura complexa de mediadores inflamatorios, desenvolve-se ulceragdo
superficial extensa da mucosa com a presenca de um numero significativo de
neutréfilos dentro da lamina propria e criptas, onde formam micro-abscessos. A

deplecéo de mucina das células caliciformes também é comum (Xavier, 2007)

A andlise dos critérios microscopicos do tecido intestinal de camundongos
submetidos a colite induzida por AA apresentaram algumas caracteristicas como,
edema, destruicdo da camada mucosa do célon, necrose e perda de células
glandulares e epiteliais, aparecimento de granulacdes extensivas com a presenca
de um macico infiltrado de neutrofilos, presentes principalmente na mucosa e sub-
mucosa. Apresentando resultados semelhantes, EI-Abhar (2008) em colite
experimental por acido acético, constataram, edema, inflamacédo difusa e
infiltracdo celular na mucosa. Ocorreu ulceracdo focal da mucosa colbnica,
estendendo-se através da mucosa muscular, areas descamadas com perda do
epitélio. A arquitetura das criptas foi distorcida, a lamina prépria foi espessada em
areas periféricas de criptas distorcidas, especialmente em areas basais e um
infiltrado constituido por células inflamatérias foi observado. Em outro estudo, o
acido acético causou lesdes graves a mucosa do colon, degeneracdo e necrose

de células epiteliais, distorcdo da cripta, infiltracdo difusa de leucdcitos
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polimorfonucleares na submucosa e na lamina propria em colite induzida por AA a
4%. (Anzoise, 2016).

O grupo dos animais tratados com o Pls da Glacilaria caudata na dose de
10 mg/kg conforme visto na (Tabela 3) e principalmente representado pela (Figura
6C), mostrou reducdo do dano tecidual microscopico, reorganizagdo da camada
mucosa, diminuicdo do edema, protecdo das células epiteliais e glandulares e
diminuigdo do infiltrado celular no c6lon de camundongos com colite experimental
induzida por AA quando comparado ao grupo A&cido acético. Resultados
semelhantes foram encontrados para o Pls da Glacilaria caudata em modelo de
protecdo gastrica em que o Pls na dose de 30mg/kg reduziu o dano gastrico
microscépico (Silva et. al., 2011) Outro Polissacarideo mostrou resultados
similares, em um estudo com Pls extraido da Gracilaria birdiae em dano gastrico
mostrou que o tratamento com PLS diminuiu significativamente a infiltragdo de
células inflamatorias, a formacéo de edema e a perda de células epiteliais (Silva
et. al., 2012) A partir desses resultados iniciais foi possivel confirmar a eficacia do
Pls da Glacilaria caudata como atividade anti-inflamatoria no modelo de colite

induzida por AA.

Com base nos resultados obtidos, a dose de 10 mg/kg promoveu a melhor
resposta em reduzir os parametros inflamatorios e apresentou um efeito
estatisticamente significativo no modelo de colite induzida por AA a 6%, a dose foi
utiizada nos demais ensaios. A dose de 10mg/kg se apresentou menor que a
dose (30mg/kg) que mostrou efeito antioxidante em modelo gastrico em estudos
de Silva et. al.(2011).

Foram propostos protocolos que avaliassem a influéncia das colites sobre
a migracao de células inflamatorias, como por exemplo, a MPO (especifica para
neutrofilos), que € um indicador da acumulagdo de neutrdéfilos (Silva, 2013). A
mieloperoxidase (MPO) é uma enzima presente em granulos primarios de
neutréfilos polimorfonucleares, e, em pequena quantidade, em mondcitos e
macrofagos. Alteracdes dos seus niveis sdo apontadas como parametro para
analisar a gravidade de inflamacdes em vérios tecidos, inclusive no intestino (Yin
et. al., 2011).
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Os neutrdfilos sao criticos nos mecanismos de defesa do hospedeiro, mas
também podem produzir danos nos tecidos em processos inflamatérios. Neste
sentido, a atividade de MPO a partir dos tecidos inflamados é um marcador de
recrutamento de neutréfilos e um indicador de inflamacao intestinal aguda (Vinod
Prabhu et al., 2014).

No presente estudo, os resultados mostraram que o AA produziu um
aumento significativo na atividade da mieloperoxidase (Grafico 3) e o tratamento
com o PlIs da Glacilaria caudata na dose de 10mg/kg reduziu significativamente a
atividade da MPO. Dados na literatura mostram que o Pls da alga Glacilaria
caudata na dose de 10mg/kg reduziu a atividade de MPO (Chaves, 2012) em

modelo de edema em patas de camundongos.

Polissacarideos de outras algas, como o isolado da Passiflora edulis foi
capaz de reduzir a atividade de MPO (Silva et. al., 2015) e o Pls da Gracilaria
cornea que apresentou efeitos semelhantes nas doses mais baixas (3 e 9 mg /
kg), mostraram a maior inibicdo de Infiltracdo celular (Coura et. al., 2011). Com
base nos resultados, pode-se supor que o Pls poderia contribuir para a atenuagéo
da inflamagéo induzida pelo &cido acético e para a regulacdo do trafego de

neutrdfilos.

Outro componente importante da inflamacg&o é o estresse oxidativo, ocorre
guando espécies reativas de oxigénio (ROS) sdo superproduzidas, excedendo a
capacidade do sistema antioxidante endégeno e levando a leséo tecidual (Keeble,
2009). O estresse oxidativo esta relacionado com a infiltragcdo de neutréfilos
dentro da inflamacdo na mucosa do célon. O recrutamento e a ativacdo de
neutrofilos durante a inflamagdo aguda contribuem para a superprodugdo de
especies reativas de oxigénio e nitrogénio o que perpetua a inflamacao do colon
(Cuzzocrea S et al, 2001). Portanto, este estudo avaliou o potencial antioxidante
do PlIs da Glacilaria caudata através de dois marcadores de estresse oxidativo:
MDA e GSH.

O malondialdeideo (MDA é um produto de processos lipoperoxidativos que
ocorrem como consequéncia de insulto oxidativo do colon. (Pacher, 2007) Sendo

utilizado como indicador de peroxidacao lipidica e do estresse oxidativo in vivo,
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mostrando que o aumento de tais niveis causa alteracdes estruturais e na
respostas imunolégicas (Lima e Abdalla, 2001). O modelo experimental de colite
induzido por AA promove o aumento dos niveis de MDA, fato este observado
neste estudo e em outros, como o de kuznietsova, et. al.(2016) em que a colite
induzida por AA a 4% aumentou os niveis de MDA (em 89%) e sugeriram 0
aumento da oxidacdo de lipidios, proteinas e desenvolvimento de estresse
oxidativo. Em estudos de Harputluoglu (2006), relataram aumento das
concentracdes de MDA nos grupos que receberam AA a 4% mostrando ser um

indicativo do aumento de estresse oxidativo.

Os resultados do presente estudo demonstraram que o PLS da Glacilaria
caudata na dose de 10mg/kg reduziu a concentracdo de MDA na mucosa
inflamada do célon (Gréfico 4). Demonstrando, assim, sua acdo antioxidante. De
acordo com Silva, et. al.(2011) o PIs na dose de 30mg/kg promoveu reducéo dos
niveis géastricos de MDA. Em PIs de outras algas, como a Passiflora edulis e
Hypnea musciformis (90mg/kg) efeitos semelhantes foram encontrados, relataram
diminuicao dos niveis de MDA (Silva et. al., 2015; Brito et. al.,2014).

Tem sido relatado na literatura que PLSs mostrando atividade antioxidante,
como os extraidos de algas marinhas, protegem contra a morte celular devido a
sua capacidade de degradacéo de espécies excessivamente reativas de oxigénio.
(Urso, 2003) O GSH, um antioxidante endégeno, protege as células contra danos
oxidativos, mantendo os grupos sulfidrilo (-SH) de proteinas reduzidas e

impedindo-os de reagirem com radicais livres (Amirshahrokhi, 2011).

Uma diminuigéo da atividade de GSH aumenta o stress oxidativo e conduz
a acumulacdo de produtos toéxicos (Hagar, 2007) em pacientes com doenca
inflamatéria intestinal e em modelos experimentais de colite (Tahan, 2011). De
acordo com a literatura, os resultados demonstraram que o AA a 6% diminuiu 0s
niveis de glutationa no tecido colénico. Em estudos de damasceno et. al.(2012) os
resultados mostraram que os niveis de GSH gastrico em camundongos tratados
com etanol a 50% eram menores do que aqueles em camundongos tratados com

salina.
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A fragdo do PLS da Glacilaria caudata na dose de 10mg/kg aumentou 0s
niveis de GSH em animais com colite induzida por AA (Gréafico 5). Confirmando
este resultado, o mesmo Polissacarideo apresentou aumento dos niveis de GSH
em modelo de protecdo gastrica ( Silva, et. al., 2011). Os Polissacarideos isolados
da alga Solieria filiformis (Sousa et. al., 2016) e da Hypnea musciformis
(Damasceno et. al., 2012) mostraram resultados semelhantes, aumentaram
significativamente (P <0,05) os niveis de GSH na mucosa gastrica, em

comparag¢ao com o grupo salina.

Os resultados indicam que a administracdo de AA além de aumentar os
niveis de MDA, promove reducgdo nas concentra¢cdes de GSH no c6lon de animais
submetidos a colite. Assim, estes dados confirmam que a migracdo de neutrofilos
para o local inflamado produz metabdlitos reativos que agravam e intensificam a
reacdo inflamatoria. (Santiago et al., 2015). Além disso, as substancias oxidantes
podem causar leséo e destruicdo dos tecidos quando a sua taxa de produgéo
superar a capacidade de defesa dos antioxidantes enddgenos.

Sabe-se que a capacidade antioxidante do célon é relativamente deficiente,
guando comparada com a de outros Orgdos e tecidos, dessa forma, o dano
oxidativo ocorre de forma intensa e marcada na mucosa colénica (Tham et al.,
2002). Isso sugere que a inflamag¢do do célon pode produzir altos niveis de
substancias oxidantes que provavelmente, irdo exceder a baixa capacidade
antioxidante do intestino e provocar leséo tecidual.

A peroxidacao lipidica € a auto-oxidac@o das cadeias laterais dos acidos
graxos poli-insaturados. Ocorre uma reagdo em cadeia de formagao de radicais
livres, iniciada pelo radical hidroxil, que age sobre as cadeias de &cidos graxos da
membrana fosfolipidica, na qual o radical hidroxil se transforma em hidroperéxidos
de lipidios. Dessa forma, um evento inicial pode desencadear varios ciclos de
auto-oxidacao, suficientes para alterar a fungdo da membrana interrompendo a
acdo sobre a permeabilidade seletiva. Isso causa um descontrole na entrada e
saida de anions, comprovado pela perda de fluidez. Quando ocorre aumento na
producdo de espécies reativas de oxigénio, diminuicdo das defesas antioxidantes
ou ambas as situacdes, o equilibrio entre oxidantes e antioxidantes é rompido em

favor dos agentes oxidantes e, nessa situagdo, diz-se que a célula ou o
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organismo encontra-se sob estresse oxidativo com potenciais danos a eles
(Llesuy, 2002). Assim, pode-se sugerir que a acdo do PLS para reduzir a
resposta inflamatoéria no célon estd aparentemente relacionada com a diminuigédo
do estresse oxidativo.

Evidéncias sugerem que a colite ulcerativa € caracterizada pelo aumento
na liberacdo de mediadores inflamatérios como as citocinas TNF-q, IL-1B e IL-6 e
espécies reativas de oxigénio produzidas a partir de neutrofilos e macrofagos
ativados, que, por sua vez, conduzem a inflamacao cronica, ulceracdes e lesbes
na mucosa coldnica pela infiltracdo de leucécitos (Roessner et al, 2008; Sadar et
al., 2016; Villegas et al., 2003).

A citocina anti-inflamatoria IL-13 apresenta sua concentragdo aumentada
na CU (Bamias, et al., 2011). Essa citocina contribui para a migracdo celular e
destruicdo da mucosa durante a inflamacéo intestinal (Raddatz et al., 2001). Os
resultados indicam que os niveis de IL-18 aumentaram significativamente nos
tecidos do colon de camundongos tratados com AA (Gréafico 6). Em estudo de
Aravjo et. al. (2016), a producdo de IL-18 no colon inflamado aumentou
significativamente (P <0,05) nos segmentos coldnicos de ratos com colite em
comparagcdo com o grupo saudavel. Em outro estudo, a administragdo intra-
colbnica de &cido acético em camundongos aumentou significativamente os niveis

das citocinas pré-inflamatérias IL-18 (Guazelli et. al.,2013).

Os animais tratados com o PLS da Glacilaria caudata na dose de 10 mg /
kg diminuiram a concentragdo dessa citocina na mucosa intestinal inflamada.
Estes resultados revelaram que o PLS reduz a resposta inflamatéria através da
inibicdo de citocinas pro-inflamatérias na lesdo intestinal resultante da colite
induzida por AA em camundongos. Resultados semelhantes foram encontrados
em estudo de Chaves et. al.(2012), em que o tratamento com PLS da mesma alga
na dose de 90 mg / kg reduziu, significativamente, as concentra¢cfes da citocina
IL-18 e para o PIs da H. musciformis, houve uma acentuada diminuicdo da
citocina IL-1 (Brito et. al., 2016).

Considerando os resultados apresentados, pode-se sugerir que o Pls atua
modulando a liberacdo da citocina pro-inflamatéria IL-18 durante o processo

inflamatério intestinal da colite, o que leva a uma diminui¢cdo da sinalizacéo, da
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ativacdo e do recrutamento de neutrofilos para o sitio da lesé@o, reduzindo assim
os danos teciduais.

Os resultados apresentados neste estudo indicam que a fragcéo
polissacaridica sulfatada extraida da Glacilaria caudata possui atividade anti-
inflamatéria e antioxidante, apresentando uma possibilidade para o
desenvolvimento farmacolégico. Todos os resultados apresentados neste trabalho
sdo inéditos, destacando sua contribuicdo para o estudo farmacoldgico desta

alga.
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7- CONCLUSAO

Os resultados indicam que o polissacarideo sulfatado da alga Glacilaria
caudata, em modelo experimental de colite em camundongos na dose de
10mg/kg foi capaz de reduzir diversos parametros inflamatérios tais como critérios
macroscopicos e microscopicos, peso Umido, citocina pro-inflamatéria (IL-1B),
mieloperoxidase, malondialdeido e aumentou os niveis de glutationa. De acordo
com os resultados obtidos sugere-se que a alga Glacilaria caudata possui
propriedades anti-inflamatorias e antioxidantes podendo ser alvo de pesquisas
para o desenvolvimento de uma alternativa terapéutica para pacientes com colite
ulcerativa.
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Anexo 1. Carta de aprovacido do Comité de Eticaem E  xperimentacdo Animal
(CEEA) da UFPI.

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUi
PRO-REITORIA DE PESQUISA _———
COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTAGAO ANIMAL '

Campus Universitario Ministro Petrnio Portela, Bairro Ininga, Teresina, Piauf, Brasil; CEP: 64049-550
Telefone (86) 3215-5734 _e-mail: ceeapi@ufpi.edu.br

MINISTERIO DA EDUCAGAO %

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “Efeito anti-inflamatério e antinociceptivo
visceral da fragdo polissacaridica sulfatada extraida da alga marinha vermelha,
Garcilaria caudata durante a colite experimental induzida por acido acético’,
registrada n° 194/16, sob a responsabilidade do Prof. Dr. ANDRE LUIZ DOS REIS
BARBOSA- Farmacologia_Campus Ministro Reis Veloso/UFPI que envolve a
produgao, manutengao ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto humanos), para fins de Pesquisa Cientifica- encontra-se de acordo
com os preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n°® 6.899, de 15
de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi Aprovado pela Comissao de Etica no Uso de
Animais (CEUA/UFPI) da Universidade Federal do Piaui, em Reunido na presente data

19/09/2016.

Finalidade ( ) Ensino (X) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da Autorizagéo Outubro/ 2016 a Margo/ 2017
Espécie/Linhagem/raca Camundongo heterogénico/ Swiss
N° de Animais 186 ‘
Peso/ Idade 25-30 g/ --- |
Sexo Machos ;
Qrigem Biotério da Universidade Federal do Piaui- Teresina- Pl. |

Teresina, 16 de Setembro de 2016.

vete L. de Mendonga 7
Com om ExpeamentaghoAnimal-UFP|
Coordensdara -



