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RESUMO

Os organismos que apresentam a maior quantidade de polissacarideos sulfatados
(PS) sdo as macroalgas marinhas, estes polissacarideos sdo muito estudados
devido sua ampla de atividades biol6gicas. PS sdo conhecidos por modular uma
série de funcdes bioldgicas, das quais as acdes anticoagulante e antitrombotica as
mais estudadas. No presente trabalho procurou-se investigar os efeitos vasculares e
celulares de um polissacarideo sulfatado da alga parda Lobophora variegata (PLS)
na inflamacdo aguda e na contratilidade do musculo liso vascular em ratos e avaliar
0s possiveis sinais de toxicidade decorrentes do tratamento dos animais com o PLS.
No estudo da inflamacgéo, contratilidade e toxicidade foram utilizados ratos Wistar
(Rattus novergicus) machos (150 e 300g). A investigacdo da atividade anti-
inflamatoria desta molécula, no modelo de edema de pata, mostrou que o pré-
tratamento (30 min) com PLS nas doses 0,01; 0,1 ou 1mg/kg de massa corporal,
antes da injecdo subcutanea intraplantar dos estimulos inflamatorios, inibiu o edema
de pata induzido por todos os estimulos: 19% com dextrana (300mg/pata), 47% com
carragenina (2mg/pata), 32% com zymosan (1lmg/pata), sendo no entanto, mais
efetivo na inibicdo do curso temporal deste ultimo agente. Além disso, observou-se
gue o PLS inibiu também em 44%, o aumento de permeabilidade no modelo de
edema de pata e em 75% a migracdo de neutrofilos no modelo de peritonite,
induzidos por zymosan. Visto que o PLS inibiu tanto os eventos vasculares quanto
os celulares da inflamacé&o, procurou-se investigar por quais vias o PLS estava
agindo. Para tanto, comprovou-se que o PLS inibiu em 57% o edema de pata
induzido por L-arginina (15 mg/kg; s.c.), um substrato para formacao de oxido nitrico
(NO) e em 19% o edema de pata induzido por fosfolipase A, (30mg/kg; s.c.),
substancia que libera prostaglandinas (PG), evidenciando a acéo inibitéria do PLS
sobre esses dois mediadores da inflamagdo, NO e PG. Por outro lado, ndo foi
verificado nenhuma acdo edematogénica do PLS, fato que veio de acordo com 0s
resultados da avaliacdo in vitro, sobre as contracdes induzidas por fenilefrina em
anéis de aorta de ratos, onde também se evidenciou acdo vasodilatadora em
concentracdo extremamente elevada. A identificacdo do exato mecanismo de acéo
do PLS de L. variegata carece de maiores investigacbes. No entanto, estudos
indicam que as atividades biologicas destes compostos estédo relacionadas com as
interacOes entre carboidratos e proteinas, e estas sao fatores determinantes para a
funcdo biolégica e fisiologica destes compostos. O tratamento endovenoso dos
animais com o PLS (1mg/kg), durante 7 dias consecutivos, ndo causou toxicidade in
vivo (peso corporal, érgao, funcdo renal e hepética). Assim como o PLS néo alterou
a responsividade endotelial das aortas in vitro, visto que as mesmas conservaram a
capacidade de contracdo. Em concluséo, através deste estudo, a lista de atividades
biolégicas de polissacarideos sulfatados raramente relatadas de algas marinhas se
estende ainda mais, principalmente na modulagéo in vivo da inflamagé&o. Por fim, os
resultados do presente trabalho mostram o potencial farmacolégico do PLS de L.
variegata como ferramenta para o estudo do processo inflamatdrio e possivel
aplicacéo biotecnoldgica, através da producdo de medicamentos para o tratamento
da inflamacéo.

Palavras-chave: Polissacarideos sulfatados; Processo inflamatério; alga parda




ABSTRACT

The organisms that have the greatest amount of sulfated polysaccharides (PS) are
the marine macroalgae, these polysaccharides are studied because of its extensive
biological activities. PS are known to modulate a number of biological functions,
including anticoagulant and antithrombotic actions the most studied. In the present
study sought to investigate the cellular and vascular effects of a sulfated
polysaccharide from brown algae Lobophora variegata (PLS) in acute inflammation
and contractility of vascular smooth muscle in rats and to evaluate the possible signs
of toxicity resulting from treatment of animals with PLS. In the study of inflammation,
contractility and toxicity were used Wistar rats (Rattus novergicus) male (150 and
3009). The investigation of anti-inflammatory activity of this molecule in the model of
paw edema, showed that pre-treatment (30 min) with PLS at doses 0.01, 0.1 or
1mg/kg body weight, before the subcutaneous injection intraplantar of inflammatory
stimuli, inhibited the edema of paw induced by all stimuli: 19% with dextran
(300mg/pata), 47% with carrageenan (2mg/pata), 32% with zymosan (1lmg/pata),
but, more effective in inhibiting the temporal course of the latter agent. Furthermore,
we observed that PLS also inhibited by 44%, the increase in permeability in the
model of paw edema and 75% the migration of neutrophils in the model of peritonitis,
induced by zymosan. Since the PLS inhibited both vascular events in the cellular
inflammation, we tried to investigate the ways in which PLS was acting. Thus, it was
found that the PLS inhibited in 57% of the paw edema induced by L-arginine (15 mg /
kg, sc), a substrate for formation of nitric oxide (NO) and 19% of the paw edema
induced by phospholipase A2 (30mg/kg, sc), substance that releases prostaglandins
(PG), showing the inhibitory action of PLS on these two mediators of inflammation,
NO and PG. Furthermore, no action was not observed edema of PLS, which came in
line with the results of the evaluation in vitro on the contractions induced by
phenylephrine in rings of aorta from rats, which also showed vasodilating at
extremely high concentrations. The identification of the exact mechanism of action of
the PLS L. variegata needs further investigation. However, studies indicate that the
biological activities of these compounds are related to the interactions between
carbohydrates and proteins, and these factors are decisive for the biological and
physiological function of these compounds. The intravenous treatment of animals
with the PLS (1mg/kg), for 7 consecutive days, caused no toxicity in vivo (body
weight, body, renal and hepatic function). As the PLS did not alter the
responsiveness of endothelial aortas in vitro, since they retained the capacity for
contraction. In conclusion, through this study, the list of biological activities of sulfated
polysaccharides from marine algae reported rarely extends further, especially in the
modulation of inflammation in vivo. Finally, the results of this study show the potential
of pharmacological PLS of L. variegata as a tool for studying the inflammatory
process and possible biotechnological application, through the production of
medicines for the treatment of inflammation.

Keywords: Polysaccharides sulfated; inflammatory process; brown algae
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APRESENTACAO

O interesse cientifico nos ramos das ciéncias biomédicas tem se
acentuado na investigacao e identificacdo de compostos oriundos de organismos
marinhos que possam apresentar acdes bioldégicas de grande aplicabilidade
biotecnolégica. Aproximadamente, metade da biodiversidade do planeta € composta
de espécies marinhas. No entanto, a maioria dos estudos de atividade bioldgica se
concentra em espécies terrestres. Os polissacarideos sulfatados sdo compostos
naturais com significativa atividade biologica, e estdo amplamente distribuidos entre
vertebrados, invertebrados e algas marinhas (PAINTER, 1983). Por muito tempo as
algas marinhas foram conhecidas como 0s Unicos organismos do reino vegetal (sao
agora classificados como protistas) a apresentar estes compostos em sua estrutura
(ROCHA et al.,, 2004), apenas recentemente foram encontrados polissacarideos

sulfatados em angiospermas marinhas (AQUINO et al., 2005).

O Laboratorio de Fisio-Farmacologia da Inflamacdo da Universidade
Estadual do Ceara - LAFFIN tem estudado algumas atividades biologicas de
polissacarideos de algas marinhas provenientes da costa cearense. Estes estudos
tém apontado os polissacarideos sulfatados como alternativas terapéuticas em
recursos naturais e considerados como importantes estratégias cientificas para a
solucdo de problemas associados a terapia analgésica e imunoestimulante
convencionais, como efeitos colaterais, toxicidade e o elevado custo de alguns

medicamentos.
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INTRODUCAO
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1 INTRODUCAO

1.1 Algas

O termo algas vem do latim, algae (singular. alga). As algas sao
encontradas em ambientes marinhos e continentais, exercem fungcdo comparada
aguela dos vegetais no ambiente terrestre, fornecendo protecdo para diversos
organismos microscopicos, invertebrados e peixes que também podem utiliza-las
como alimento. As algas apresentam grande variacdo de forma e possuem, assim
como as plantas, parede celular composta de celulose. S&o organismos eucariotos
(Dominio Eucaria) fotossintetizantes, unicelulares ou multi-celulares com dois tipos
de reproducdo (sexuada e assexuada), sendo filogeneticamente distantes dos
mamiferos (ROCHA et al., 2004). Necessitam de luz e gas carbo6nico para a geracao
de alimentos e para seu crescimento, mas nao utilizam compostos organicos do
ambiente. Como resultado da fotossintese, as algas produzem oxigénio e
carboidratos, que sdo utilizados por outros organismos, inclusive os animais. Dessa
forma, possuem um papel importante no equilibrio da natureza (TORTORA et al.,
2002) representando a base da cadeia alimentar nos ecossistemas aquaticos,
sustentando mais de dois tercos da biomassa mundial e responsaveis por
aproximadamente metade da atividade fotossintética global (DAY et al.,1999;
OLIVEIRA, 2002).

As algas apresentam importancia econdmica diversa. Sao utilizadas como
alimento suplementar em muitos paises orientais, fornecendo sais necessarios, bem
como vitaminas importantes e elementos raros. Podem ser utilizadas diretamente
como fertilizantes além de fornecer substancias intensamente exploradas na

industria farmacéutica, alimenticia e de cosméticos (VAN DEN HOCK et al., 1989).

As algas marinhas podem ser classificadas nas divisdes: Clorophyta
(algas verdes), Rodophyta (vermelhas), Phaeophyta (marrons ou pardas) (RAVEN et
al., 2001) e Cianophyta (azuis —procaridtica).
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1.1.1 Algas pardas

As algas pardas ou marrons sdo multicelulares e existem
aproximadamente cerca de 2.000 espécies destas, quase todas marinhas,
abundantes nas costas frias, podendo crescer até profundidades de 25 metros. Suas
células contém tipicamente numerosos plastidios em forma de disco marrom-
dourado (JOLY, 1965). Esse tipo de alga possui clorofila a e ¢, e cloroplastos ricos
em varios carotendides, incluindo uma grande quantidade de fucoxantina, xantofila
gue proporciona aos representantes desta divisdo a cor marrom escura ou verde
oliva caracteristica (RAVEN et al., 2001). As algas pardas produzem trés tipos de
polissacarideos: &cido alginico, laminaranas e fucanas. O acido alginico é
geralmente usado na medicina como cicatrizantes, em tintas e em alimentos. O
alginato mantém um microambiente fisiologicamente Umido que promove a
cicatrizacédo e a formacao de tecido de granulacdo (DEALEY, 2001). Enquanto as

fucanas apresentam efeitos biolégicos diversos.

As algas pardas produzem fucanas sulfatadas que sdo polissacarideos
extremamente heterogéneos e ramificados, compostos por unidades de a-L-fucose
(1-2>3) e a-L-fucose (1-2>4) sulfatadas em C3, C2 e/ ou C4 (LEITE, 1998).

1.1.2 Lobophora variegata (Lamouroux)

Lobophora variegata € uma alga marinha parda pertencente a divisdo
Phaeophyta, sub-classe Isogeneratae, ordem Dictyotales, familia Dictyotaceae. Em
geral cresce com um habito prostrado sobre substratos rochosos ou crostas
calcarias, de formato achatado, coloracdo laranja a castanho escuro, comprimento
de 2 a 4 cm. Possui talo foliAceo expandido em forma de ventarola (Figura 1). A
zona ventral da fronde apresenta rizoides moniliformes que a fixam ao substrato.
(JOLY, 1965).
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Figura 1 — Lobophora variegata (Lamouroux).
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Fonte: www.horta.uac.pt/.../Lobophora variegata.htm

1.2 Carboidratos

Os carboidratos, também conhecidos como glicidios ou agucares sdo as
biomoléculas mais abundantes do planeta, sendo base da dieta na maior parte do
mundo e sua oxidacdo € a principal via metabdlica fornecedora de energia das
células nao-fotossintéticas. Caracterizam-se por um grupo diverso de compostos
contendo primariamente atomos de carbono ligados a hidrogénios e grupos hidroxila
(LEHNINGER et al., 2002).

No século 12 as propriedades dos carboidratos ja eram estudadas pelos
alquimistas, (POMIN e MOURAO, 2006). Durante o século XIX o termo carboidrato
significava uma familia de compostos denominados hidratos de carbono
representados pela férmula geral C,(H20),. Porém, com o aparecimento de novos
compostos que ndo apresentavam as mesmas propriedades quimicas, o significado
do termo foi modificado e ampliado. Atualmente inclui poliidroxialdeidos, alcoois
cetbnicos, acidos e derivados simples, assim como polimeros contendo ligacdes do
tipo acetal (SZNALDMAN, 1999).

Acreditou-se por muito tempo que os carboidratos tinham funcéo apenas
energética no organismo humano, mas o estudo desses compostos permitiu a

descoberta de varios eventos bioldgicos como o reconhecimento e a sinalizagcdo
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celular, e tornou possivel entender os mecanismos moleculares envolvidos em
algumas doencas causadas por deficiéncia ou excesso dessas moléculas. A
combinacdo das diferentes fun¢des bioquimicas de cada uma dessas moléculas
permite a integridade da célula e de todos os processos metabdlicos, fisioldgicos e
genéticos dos organismos vivos (POMIN e MOURAO, 2006).

Alguns carboidratos sao relativamente pequenos com pesos moleculares
menores que 100 kDa. J& outros sdo grandes macromoléculas com pesos
moleculares na ordem de centenas de milhares de KDa. Perante tal diversidade,
existem, segundo o0 seu tamanho, trés classes principais de carboidratos:
monossacarideos, oligossacarideos e polissacarideos. Em sua grande maioria,
monossacarideos e oligossacarideos apresentam pequeno peso molecular, sao
compostos cristalinos e sollveis em agua tendo geralmente sabor doce, ja os
polissacarideos, embora em geral também sejam sollveis em agua, ndo apresentam
sabor e possuem alto peso molecular. Os polissacarideos consistem de longas
cadeias contendo centenas de milhares de unidades de monossacarideos. Alguns,
como a celulose, ocorrem em cadeias lineares, enquanto outros, como o glicogénio,
em cadeias ramificadas. Os polissacarideos mais abundantes, amido e celulose,
sintetizados pelos vegetais, consistem de unidades repetitivas de D-glicose, mas

diferem entre si no tipo de ligacao glicosidica (8 na celulose e a no amido).

1.2.1 Polissacarideos sulfatados

Os polissacarideos sulfatados sdo macromoléculas complexas de amplo
espectro de acdo em funcdo de apresentar uma estrutura quimica rica em
polidnions, o que possibilita sua ligagdo a um grande numero de proteinas em
solucdo, seja na matriz celular ou no plasma sangiineo (ARFORS; LEY, 1993).
Apresentam ampla distribuicdo na natureza, podendo ser encontrados em
microrganismos, animais vertebrados e invertebrados (DIETRICH et al., 1985) e
também em algas marinhas. Nestas, estdo presentes como estrutura complexas,
altamente heterogéneas e muitas vezes ramificadas (MULLOY et al., 1994), sendo,
entretanto até bem pouco tempo consideradas ausentes nas plantas superiores
(YOON et al, 2002; ROCHA et al, 2004). Contudo, recentemente foram
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encontrados galactanas sulfatados em Ruppia maritima uma graminia marinha
(AQUINO et al., 2005).

Os organismos gque apresentam uma maior quantidade de polissacarideos
sulfatados com propriedades bioldgicas estudadas sao as algas marinhas, contudo,
as estruturas dos polissacarideos de algas sdo complexas e heterogéneas (POMIN;
MOURAO, 2008). Aqueles encontrados nas algas vermelhas (Rodophyta)
apresentam como acgucar mais representativo a galactose, sendo, portanto,
classificados como galactanas (PERCIVAL; MACDOWELL, 1967). Nas algas verdes
(Chlorophyta) os polissacarideos sulfatados encontrados em maior quantidade séo
compostos por unidades de D-manose e galactose (RAMANA; RAO, 1991), sendo
classificados como arabinogalactanas (PERCIVAL; MACDOWELL, 1967). Ja os
polissacarideos sulfatados abundantes das algas pardas (Phaeophyta), por terem a
a-L—fucose como seu mondmero majoritdrio, sao conhecidos como fucanas
(PATANKAR et al., 1993; BOISSON-VIDAL et al., 1995; ROCHA et al., 2004), e sua
presenca em algas pardas foi demonstrada inicialmente por KILLING (1913),

originalmente denominadas de fucoidans.

As fucanas possuem fregientemente monossacarideos como L-fucose, D-
xylose, D-galactose e acido D-glucurénico e em menor quantidade D-mannose e D-
glucose. As algas pardas produzem, em sua grande maioria, fucanas ramificadas
que sdo usualmente heterogéneas em sua composicdo monossacaridica
(heterofucanas) e com um padrdo de sulfatacdo irregular (NISHINO et al., 2000;
DUARTE et al., 2001; BILAN et. al., 2004).

Fucanas também podem ser encontradas em equinodermos, que s&o
conhecidos por produzir fucanas sulfatadas homogéneas em sua composi¢cdo
monossacaridica com cadeias lineares e padrfes regulares de sulfatacdo (MULLOY
et al., 2000).
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1.2.2 Atividades bioldgicas de polissacarideos sulf  atados

Os polissacarideos sulfatados sdo conhecidos por modular uma série de
funcbes biolégicas, como visto em estudos do metabolismo da L-galatose
(MOURAO; ASSREUY, 1995), atividades antitumoral (COOMBE et al., 1987;
SOEDA et al, 1994), antimetastatica (ZACHARSKI; ORNSTEIN, 1998),
antiproliferativa (McCAFREY et al., 1992), antiangiogénica (LINHARDT; TOIDA,
1997; CUMASHI et al., 2007), antiaterosclerdtica (ENGELBERG, 1991) e antiviral
(SUGAWARA et al., 1989; BOURGOUGNON et al., 1993; WITVROUW et al., 1994;
DAMONTE et al., 1994), anticoagulante (ANDERSON et al., 1976; PEREIRA et al.,
1999; MOURAO; PEREIRA, 2000; PEREIRA et al., 2002; PEREIRA et al., 2005;
ASSREUY et al., 2008), antitrombética (GRAUFFEL et al., 1989; MOURAO;
PEREIRA, 2000; BERTEAU; MULLOY, 2003), antioxidante (ZHANG et al. 2003) e
antiinflamatéria (BERTEAU; MULLOY, 2003; MATSUI et al.,, 2003). Apesar da
imensa variedade de atividades, estudos em andamento mostram que as relacbes
entre estrutura e funcdo de polissacarideos sulfatados ndo s&o claramente
estabelecidas devido a muitas dificuldades relacionadas com a determinagdo mais
precisa das suas estruturas (FERREIRA et al., 2006).

A propriedade antiinflamatoria e antiadesiva dos polissacarideos
sulfatados heparina, dextran-sulfato e compostos relacionados sao relatados em
varios artigos. A heparina e o dextran sulfato, por exemplo, reduzem o dano
endotelial causado pela liberacdo de produtos da ativacdo de granulocitos
(NEEDHAM et al., 1988; ARFORS; LEY, 1993).

As acgles anticoagulante e antitrombotica de polissacarideos sulfatados,
contudo, sdo as mais estudadas (MOURAO; PEREIRA, 2000). A D-galactana
sulfatada extraida da alga vermelha Botryocladia occidentalis € descrita como um
polissacarideo anticoagulante, por potencializar a inibicdo da trombina e do fator Xa
na presenca de antitrombina e/ou cofator Il da heparina (FARIAS et al., 2000). Foi
também demonstrado, neste mesmo trabalho, que o conteddo de sulfato destas
moléculas € importante para a acdo anticoagulante, uma vez que galactanas

dessulfatadas perdem suas atividades. Entretanto, esta ndo é a Unica exigéncia para
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o desempenho desta funcgéo, visto que polissacarideos altamente sulfatados, como
as dextranas, apresentam atividade anticoagulante menor que o polissacarideo de
B. occidentalis. Tendo em vista que a heparina, um polissacarideo altamente
sulfatado, apresenta alguns efeitos colaterais no seu uso clinico, tais como,
inefichcia para alguns pacientes com deficiéncia de antitrombina, complica¢cfes
hemorragicas e trombocitopenia (WEITZ, 1994), torna-se de suma importancia o
estudo de polissacarideos que possam substitui-la (TRENTO et al., 2001), visto que
a atividade anticoagulante deste compostos ndo € necessariamente ligada ao
padrao de sulfato (HAROUN-BOUHEDJA et al.,, 2000). Farias e colaboradores
(2001) mostraram a atividade antitrombotica do polissacarideo sulfatado da alga
marinha B. occidentalis testado no modelo de trombose venosa em veia cava de

ratos.

Estudos recentes do Laboratério de Fisio-Farmacologia da Inflamagéo
sugeriram um efeito imunoestimulante para o polissacarideo sulfatado da alga
marinha vermelha Champia feldmannii apés a demonstracdo dos efeitos pro-
inflamatorio, antinociceptivo, e anticoagulante (ASSREUY et al., 2008). Esta
sugestéo foi em seguida comprovada pela demonstracéo do efeito antitumoral deste
polissacarideo (LINS et al., 2009).

Também foi demonstrada a atividade antinociceptiva de polissacarideos
sulfatados, através da administracéo oral de polissacarideos totais extraidos da alga
vermelha Bryothamnion seaforthii em camundongos. Observou-se inibicdo do
namero de contor¢des abdominais, induzidas por acido acético, bem como a
primeira e segunda fase no modelo de formalina, aléem de aumentar o tempo de

reacao ao estimulo térmico no modelo de placa quente (VIEIRA et al., 2004).

1.2.3 Atividades biolégicas de polissacarideos sulf atados de algas pardas

E visto que muitos polissacarideos sulfatados de algas marinhas pardas
possuem acdes bioldgicas diversas. O fucoidan extraido da alga Fucus vesiculosus
possui atividades anti-viral, anti-angiogénica, anti-tumoral, contracepitiva, anti-

trombotica, anti-coagulante e antiinflamatoria, além de ser um importante
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suplemento alimentar nos Estados Unidos e no Japdo. O fucoidan apresenta alta
porcentagem de L-fucose e de grupos éster sulfatados, sendo suas caracteristicas
estruturais semelhantes a heparina. Destacam-se ainda suas acdes anti-
complemento, inibidora da migracdo de leucdcitos, e anti-proliferativa em células
musculares lisas (YANG et al., 2006).

A atividade antitrombética também foi demonstrada para fucanas
sulfatadas de Spatoglossum schréederi em diferentes modelos animais (NADER et
al.,, 2001). E no que se refere a atividade anticoagulante, estudos preliminares
recentes envolvendo a alga parda em estudo (Lobophora variegata) mostraram que
as fracoes obtidas de varias extracbes praticamente ndao foram anticoagulantes, com
excecdo da fracdo eluida com 1,2 M de NaCl proveniente da 12 extracdo, a qual

duplicou o tempo de coagulacao normal do plasma humano (ALENCAR, 2007).

Verificou-se que polimeros de polissacarideos sulfatados extraidos de
algas pardas (fucanas) apresentam potente inibicdo do sistema do complemento
humano (BLONDIN et al., 1994), sendo capazes de inibir de maneira dose
dependente, as vias classica e alternativa deste sistema. Posteriormente, TISSOT e
DANIEL (2003) descreveram que fracdes de uma fucana de estrutura bem definida
extraida da alga parda Ascophyllum nodosum apresentam efeito inibitorio sobre o
consumo das proteinas C2, C4 e em menor grau de C3, porém com pouca atividade
anticoagulante. Ou seja, este polissacarideo sulfatado tem a vantagem de inibir a
ativacdo da via classica do sistema do complemento logo nos primeiros passos,
evitando assim sua amplificacdo e a consequente producdo de peptideos pro-
inflamatorios. Tais polimeros tém, portanto, grande potencial farmacoldgico podendo
ser utilizados como drogas anticomplemento e antiinflamatoria atuando na

prevencao de danos teciduais.

Demonstrou-se ainda que fucanas de elevado peso molecular séao
capazes de inibir o rolamento venular de leucécitos, provavelmente através da
ligacdo a L-selectina (WESTON; PARISH, 1991) e P-selectinas (ARUFFO et al.,

1991) com subsequiente inibicdo da adeséo endotelial de linfécitos.



Varias atividades de fucanas sulfatadas sdo listadas na tabela 1.

Tabela 1: Atividades farmacoldgicas atribuidas as fucanas.
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ATIVIDADE

ALGA

Angiogénico

Fucus vesiculosus

Anti complemento

Laminaria cichorioides, L. japonica, fucus

evanescens, Ascophyllum nodosum

Anti migratoria

Fucus vesiculosus, Ascophyllum nodosum

Antiadesiva

Ascophyllum nodosum, Laminaria
brasiliensis, Spatoglossum schrdeder,

Sargassum stenophyllum

Anticoagulante

Ascophyllum nodosum, Ecklonia kurome,

Eisenia bicyclis

Antioxidante

Fucus vesiculosus

Antiproliferativa

Ascophyllum nodosum, Turbinaria ornata

Antitrombotico Ascophyllum nodosum
) Ascophyllum nodosum, Sargassum
Antitumural o
thumbergii, Eisenia bicyclis
Anti-Ulcera Cladosiphon okamuranus
Antiviral Sargassum horneri, Fucus vesiculosus

Antimetastico

Fucus vesiculosus

Blogueio de ligacao de célula-célula via

selectina

Fucus vesiculosus

Bloqueio de ligacao de Helicobacter pylori a

células da parede géstrica

Cladosiphon okamuranus, Fucus

vesiculosus

Bloqueio de liga¢do espermatozdide-epitélio
do oviducto

Fucus vesiculosus

Estimulo da liberacdo de TNF-a de

monocitos

Fucus vesiculosus

Estimulo de sintese de heparan

antitrombatico por células endoteliais

Spatoglossum schroederi

Fibrinolitica

Ecklonia kurome, Fucus vesiculosus

Impedir a rolagem de leucdcitos

Fucus vesiculosus

Fonte: Adaptado de Albuquerque, 2005.
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1.3 Resposta inflamatéria

A inflamacdo ou flogose (do latim inflamare e do grego phlogos, que
significa pegar fogo) é uma reacdo complexa do tecido conjuntivo vascularizado em
resposta a estimulos enddgenos ou exdgenos que podem causar dano celular
(PEREIRA; BOGLIOLO, 1998). Esse mecanismo de defesa do organismo tem como
objetivo destruir, imobilizar ou diluir o agente lesivo que podem ser estimulos

agressores de origem quimica, fisica ou biolégica (ROBBINS; CONTRAN, 2005).

A resposta inflamatéria estd intimamente interligada ao processo de
reparacao, contudo dependendo da extensdo da substituicdo do tecido original pelo
tecido cicatricial, pode haver comprometimento ou perda da funcdo do o6rgéo
(GLYNN, 1978; DAVIDSON, 1992). A perda de funcéo foi apontada por Virchow, no
século XIX, como o quinto sinal cardeal da inflamacdo (ROCHA; SILVA, 1979).
Antes disso, no inicio da era cristd, Cornelius Celsus, escritor romano, descreveu 0s
sinais cardinais da inflamacao: eritema, edema local, febre e dor, que sédo as

primeiras manifestacdes clinicas observadas na inflamacéo aguda (Figura 2).

Figura 2 — llustragcado comica dos cinco sinais cardinais da inflamacéao.

g e e e g i -
— — e e e ———— g e e e e ey il IT .
A ——— P R S S T - e . & -

- e -
\ . iy iz
| INFLAMAGCA e
e i A s - AL S B S S SR AL L T :i':r':“'_"q :}_]._n_}}*
| T ey
\\_ . ...I'III ,_J ,.J{ 'r-r f"_ e
8/ x, &7
e ‘ ,I" ./ *‘ ::j«. "
it * s | T
\P/J !"‘H Ax"‘ﬁ., J A= l"._'
s,/ - / {5 &
X ' AN Y
;‘;\\ L /s RIS
\ .Ill ", —_ 1l r P __I!-"‘J LY
I‘1 \ :"}__’ T —._ 1 |
bt Vi \ A
V7 ' I“" .:I "
/ 'Ir"{'r' y £ L
e 1! ! \.f\\ M T -r—"T v
i L II-I_.‘-"-.-; .; :.‘ —I\_,_.:I.rl!: :.
/ /W =4 AP
— " PERDA DA
l CALOR  AVERMELHAMENTO INCHACAO DOR FUNCAD |
-

Fonte: www.biomaterial.com.br/inflama/sinais.html
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A reacgdo inflamatéria ocorre em duas fases distintas. A fase inicial,
chamada de fase aguda, geralmente tem duracado relativamente curta e apresenta
infiltrado predominantemente neutrofilico. E uma resposta imediata e precoce e
possui trés componentes principais: alteracdes do calibre vascular, que acarretam o
aumento do fluxo sanguineo; alteragdes estruturais da microvasculatura, que
permitem que as proteinas plasmaticas e leucécitos deixem a circulagdo; e
transmigracdo de leucocitos da microcirculacdo e seu acumulo no foco de leséao
(ROCHA; SILVA, 1979; SEDGWICK; WILLOUGHBY, 1985, ROBBINS; CONTRAN,
2005).

A segunda fase da reacdo inflamatéria denomina-se fase crbnica, e
apresenta uma duracdo mais longa, estando, associada histopatologicamente a
presenca de linfécitos e macréfagos, proliferagdo vascular, fibrose e necrose tecidual
(SEDGWICK; WILLOUGHBY, 1985). Esta fase dura de semanas a meses e nela a
inflamacédo é mais ativa, onde a destruicdo tecidual e as tentativas de reparacao
ocorrem simultaneamente, de forma insidiosa, como uma resposta de baixo grau,
latente e muitas vezes assintomatica (ROBBINS; CONTRAN, 2005).

Todas as respostas envolvidas nos eventos inflamatérios, em qualquer
fase do processo, sdo ocasionadas por mediadores quimicos provenientes do
plasma sanguineo ou de células que se encontram no local, sejam elas residentes
ou ndo. Os mediadores inflamatérios participam da resposta inflamatoria
amplificando e influenciando a evolugcdo desta resposta (BAUHMAN; GAULDIE,
1994). Portanto, caso estes mediadores sejam inibidos pode haver a modulacao
negativa da inflamacéo ou vice-versa. Em determinadas condic¢des fisioldgicas ou
patologicas, o processo inflamatorio pode tornar-se prejudicial as células normais do
individuo, tornando-se necessario que os mediadores inflamatérios envolvidos sejam
modulados negativamente. Isto justifica a busca de novas drogas que idealmente
possam controlar as consequéncias nocivas do processo inflamatorio (BROID, 1991;
BAUHMAN; GAULDIE, 1994; ROBBINS; CONTRAN, 2005).
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1.3.1 Eventos celulares

Uma das funcdes da inflamacéo € o transporte de leucécitos para o local
da lesé@o. Desta forma acontece uma migracao de células ao foco da infeccdo que
irdo fagocitar, degradar e destruir antigenos ou o tecido necrotico. Contudo, a
inflamac&o pode ser prolongada e induzir dano tecidual por liberacdo de enzimas,
mediadores quimicos e radicais toxicos de oxigénio. Os mediadores vasoativos e
quimiotaticos liberados pelo proprio infiltrado celular contribuem para a amplificacao
dos eventos vasculares e celulares da resposta inflamatoria (BEVILACQUA et al.,
1994, ROBBINS; CONTRAN, 2005).

As alterag6es celulares ocorridas variam de acordo com o tipo de estimulo
e estagio em que a lesdo se encontra. As primeiras 24 horas se caracterizam por um
infiltrado de origem neutrofilica, que com o decorrer do processo vai sendo
substituido por células mononucleares. Os leucdcitos alcancam o foco da infeccéo
devido a uma série de alteragBes locais que resultam na adesdo destas células ao
endotélio vascular e componentes da matriz extracelular e conseqliente passagem

das mesmas para o espaco extravascular (ROBBINS; CONTRAN, 2005).

Os fendbmenos celulares da inflamacdo envolvem o acionamento da
capacidade das células de movimentacdo, de adesdo e de englobamento de
particulas. Mais detalhadamente, a saida de leucécitos da luz vascular para o local
agredido obedece a sequéncia: 1. marginacao; 2. rolamento (adeséao fraca); 3.
adesao firme; 4. diapedese; 5. quimiotaxia (ROBBINS; CONTRAN, 2005). (figura 3)
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Figura 3 - Migracédo de neutrofilos da corrente sanguinea para o sitio da infeccao.
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Fonte: Albuquerque, 2005.

A marginacdo, processo de acumulo dos leucdcitos, faz com estes se
posicionem adjacentes as células do endotélio devido a quebra do fluxo laminar,
como resultado das alteracdes vasculares (estase sangiinea). Com o tempo, 0s
leucdcitos revestem o endotélio, por um processo chamado de pavimentacao
(ROBBINS; CONTRAN, 2005). Posteriormente, os leucocitos interagem com
moléculas de adesdo que sao expressas nas membranas das células endoteliais
e/lou dos leucdcitos sob estimulos apropriados ou constitutivamente. Essas
moléculas de adesao foram reunidas em trés familias, as selectinas, as integrinas e
as imunoglobulinas, e sdo de extrema importancia, pois tornam possivel a adeséo
do leucdcito ao endotélio (McEVER, 1991).

As selectinas medeiam a adesdo fraca, que € seguida de rolamento.
Segue-se a adeséo firme dos leucdcitos, fenbmeno mediado por imunoglobulinas e
B-2-integrinas. Estas Ultimas, presentes na superficie dos leucdcitos podem ter sua
expressdo aumentada apos a ativacdo dos leucdcitos por mediadores inflamatorios
como o fator ativador de plaquetas - PAF ou citocinas. Posteriormente a adeséo
firme, segue-se a ligacdo estavel mediada por imunoglobulinas, principalmente
molécula de adesao intercelular-1 (ICAM-1), moléculas de adeséao intercelular-2
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(ICAM-2) e molécula de adesdo de célula endotelial e plagquetas (PCAM-1) que
estdo presentes no endotélio, denominadas de [-2-integrinas (ROBBINS;
CONTRAN, 2005).

Apds estes processos adesivos, 0s leucocitos migram pelas fendas entre
as células do endotélio, gracas a movimentos ameboides que realizam, fenébmeno
este denominado diapedese (ROBBINS; CONTRAN, 2005).

J& no espaco extravascular, os leucécitos podem sofrer quimiotaxia para o
foco infeccioso por agentes tanto de origem enddgena (produtos liberados pelas
proprias células através da cascata do sistema do complemento, da lipoxigenase,
citocinas, etc), quanto de origem exdgena (agentes liberados pelo microrganismo
invasor). Além disso, 0s agentes quimiotaticos podem se diferenciar como de acéo
direta, que atraem diretamente a célula imune [leucotrieno B4 (LTB4), C5a, peptideo
N-formil-metil-L-metionil-L-leucil-L-fenilalanina  (fMLP), interleucina-8  (IL-8)],
subunidade | da espermadesina suina-PSP-1 (ASSREUY et al., 2003) ou de acado
indireta, que agem estimulando as células residentes (macrofagos, mastocitos,
fibroblastos, dentre outras) a liberar agentes quimiotaticos diretos (lipopolissacarideo
bacteriano, IL-8, IL-1, TNF-a) (RIBEIRO et al., 1991; 1996).

Seguida a quimiotaxia, ainda se faz necesséario que os leucécitos
reconhecam a particula ou célula causadora da infeccdo para subsequiente
fagocitose, degradacdo e destruicdo deste agente. Participam do processo de
reconhecimento e fixacdo de opsoninas (imunoglobulina G - IgG; fragmentos de C3
como o C3b, algumas lectinas enddgenas) particulas que se ligam a receptores
especificos dos leucdcitos e receptores do sistema complemento. Apds a ligagdo da
particula opsonizada ao FcyR ocorre o engolfamento e formacdo de fagossomo que
€ seguido pela destruicdo da particula ingerida através da geracao de metabdlitos do
oxigénio, passo este dependente de oxidases (NADPH-oxidase, que produz
peroxido de hidrogénio; mieloperoxidases-MPO, as quais na presenca de haldides,
como o CI', converte H,O, em HOCI; de oxidacdo de lipidios ou ainda de proteinas
(proteina bactericida por aumento de permeabilidade; lisozima; lactoferrina, etc)
presentes nos granulos leucocitarios (ROBBINS; CONTRAN, 2005).



32

1.3.2 Eventos vasculares

As alteracdes no fluxo e calibre vascular apés a leséo tecidual acontecem
em velocidades variadas de acordo com a intensidade da lesdo (ROBBINS;
CONTRAN, 2005). Os vasos sanguineos locais sofrem uma vasoconstricdo que dura
alguns segundos, seguida de vasodilatacdo por acdo de uma variedade de
mediadores inflamatérios produzidos no plasma e/ou pela interacdo do
microrganismo com células teciduais, que sdo formadas e liberadas principalmente
pelas arteriolas e, depois, resultam em neovascularizacao (VANE, 1994; ROBBINS;
CONTRAN, 2005). Ocorre entdo o aumento do fluxo sangliineo que provoca calor e
eritema. Posteriormente, o alentecimento da circulacdo decorrente da
permeabilidade da microvasculatura, faz com que haja um extravasamento de
liquido rico em proteinas para dentro dos tecidos. A concentracdo de hemacias nos
pequenos vasos devido a perda de liquido aumenta a viscosidade sanguinea,
refletida pela presenca de vasos pequenos repletos de heméacias, um disturbio
denominado estase. Com o desenvolvimento da estase os leucécitos comegam a se
orientar mais perifericamente (principalmente os neutréfilos) ao longo do endotélio
vascular (ROBBINS; CONTRAN, 2005).

O aumento da permeabilidade vascular pode ser originado por
mecanismos diretos, em que o0 proprio agente agressor atua sobre a parede
vascular, ou indiretos, em que h4 acdo de mediadores quimicos que podem ativar
receptores nas ceélulas endoteliais. Neste processo, estdo envolvidos citocinas como
a interleucina-1 (IL-1) e o fator de necrose tumoral (TNF-a) que causam
reorganizacdo citoesquelética endotelial; histamina e leucotrienos que causam
contracdo endotelial, leucécito e agente agressor que provocam lesdo do vaso e
consequente extravasamento de fluidos; fator de crescimento endotelial que
promove transcitose e neovascularizacdo, que também aumenta o extravasamento
de fluidos. Portanto, sdo varias as substancias quimicas produzidas durante a
inflamac@o que modulam os processos vasculares e a ativacdo leucocitaria. Essas
substancias podem ter origem tecidual (serotonina, histamina, 6xido nitrico e
prostaglandinas), via ativacao de células inflamatérias residentes (KATZ et al., 1984)

ou plasmatica, via ativacdo das cascatas enzimaticas do sistema de coagulacdo
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(trombina, fator Xa), do sistema fibrinolitico (fibrina), do sistema das cininas
(bradicinina) e do sistema do complemento (C3ab, C5a) (ROBBINS; CONTRAN.,
2005).

As prostaglandinas sdo metabdlitos do acido araquidénico formados em
consequéncia da ativagdo da via enzimética das ciclooxigenases. Estas enzimas
existem sob duas isoformas, uma constitutiva, a ciclooxigenase-1 (COX-1), que tem
clara funcao fisiologica e sua ativacdo leva a producdo de baixas quantidades de
prostaglandinas. Outra, induzida, a ciclooxigenase-2 (COX-2), produz
prostaglandinas em grandes quantidades, responsaveis pelos eventos inflamatérios.
As prostaglandinas participam de diversas acdes metabdlicas, processos fisioldgicos
e patologicos, vasodilatacdo ou vasoconstricdo; hiperalgesia; contracdo ou
relaxamento da musculatura bronquica e uterina; hipotensao; ovulacdo; aumento do
fluxo sanguineo renal; protecdo da mucosa gastrica e inibicdo da secrecdo acida
também no estdbmago; resposta imunolégica (p. Ex: inibicho da agregacéo
plaquetéria); regulacdo de atividade quimiotatica; progressdo metastatica; funcao
enddcrina, entre outras. Desta forma, as prostaglandinas podem ser produzidas em
praticamente todos os tecidos do organismo, sempre que necessario (ROBBINS;
CONTRAN, 2005).

O oOxido nitrico (NO) é uma molécula pequena, relativamente instavel,
formada na atmosfera durante tempestades com raios. Em mamiferos e outras
espécies mais primitivas, o NO é também formado numa reacdo catalisada pela
enzima oOxido nitrico sintase (NOS) entre o oxigénio molecular e a L-arginina.
Existem trés isoformas de NOS, duas constitutivas, a endotelial (eNOS) e a neuronal
(nNOS), e uma NOS induzida (INOS), relacionada com a inflamacdo (NATHAN,
1997; THIEMERMAN, 1997). E um radical livre que, dependendo da sua quantidade
pode ter efeitos benéficos ou maléficos sobre o organismo. Sabe-se que o NO atua
como mecanismo fundamental de sinalizacdo nos sistemas cardiovascular e nervoso
e desempenha a fungéo de defesa do hospedeiro. Uma das funcdes fisiolégicas do
NO foi inicialmente descoberta na vasculatura, quando foi demonstrado que o fator
de relaxamento derivado do endotélio, descrito por Furchgott e Zawadzki, em 1980,
podia ser explicado pela formagdo de NO pelas células endoteliais (PALMER et al.,
1987; MONCADA et al.,, 1991). O NO tem participagdo no controle do fluxo



sanguineo (FORTES et al.,, 1994) e do aumento da permeabilidade vascular
induzida por PAF (fator ativador de plaguetas) e pela prépria bradicinina (MAYHAN,
1992).

1.3.3 Sistema do complemento

O sistema do complemento € um mecanismo efetor da imunidade
humoral, tanto inata como adquirida, que tem papel importante na defesa do
organismo contra infec¢des, sendo formado por mais de 30 proteinas que podem ser
encontradas soliveis no plasma ou ligadas a superficie de certos tipos celulares.
Essas proteinas podem participar da sua ativacao, regulacdo ou das suas diversas
funcBes bioldgicas, dentre as quais, sua acdo em receptores protéicos presentes na
superficie de varias células inflamatoérias. A ativacao deste sistema se da de forma
sequencial em cascata, onde cada proteina participa da ativacdo da seguinte
(ISAAC et al., 2000).

A ativacdo do sistema do complemento pode ocorrer por trés vias: via
classica, via das lectinas e via alternativa. A ativacdo das duas ultimas nao requer a
participacdo de moléculas de anticorpos, enquanto a via classica necessita de
Imunoglobubina —M e imunoglobulina-G ligadas a antigenos especificos. O
componente C3 tem um papel central na ativacao deste sistema pelas trés vias, que
culminara em uma via terminal comum, responsavel pela formacéo e deposicdo de
um complexo protéico conhecido por complexo de atague a membrana, o qual

promove a lise celular (ISAAC et al., 2000).

As trés vias de ativacdo convergem para a geracdo da enzima chave,
denominada convertase de C3 ou C3-convertase, principal ponto de amplificacéo da
cascata do complemento. As C3 convertases apesar de estruturalmente distintas,
apresentam uma atividade proteolitica comum, que é clivar C3 em C3a e C3b. O
fragmento C3b gerado vai se combinar com a C3-convertase dando origem a C5-
convertase. A clivagem de C5 pela C5-convertase inicia a via citolitica comum que
culmina com a polimerizacdo de C9 na membrana da célula-alvo, formando o

complexo de atague a membrana (MAC). A unidade funcional do MAC é um poro
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inserido na bicamada lipidica que interfere na propriedade de permeabilidade
seletiva da membrana, permitindo a entrada de agua, ions e pequenas moléculas
para o citosol da célula-alvo, distendendo a membrana além de sua capacidade
elastica e levando a sua ruptura (lise) Durante a ativagcdo da cascata do
complemento sdo gerados peptideos com atividade bioldgica: o C3a e o C5a que
tém atividade quimiotética e de anafilatoxina; o C3b, que além de funcionar como
opsonina, facilitando a fagocitose de particulas por fagocitos profissionais, tambéem
participa na composicdo da C3-convertase da via alternativa (C3bBb), e assim

funciona como uma molécula amplificadora de ativagcéo desta cascata (Figura 4).

Figura 4 — Cascata do Complemento, mostrando as trés vias de ativacao.
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Fonte: Isaac et al. (modificado).

A inflamac&o como resposta protetora a diversos tipos de agressdo é um
mecanismo importante do organismo, contudo apresenta potencial lesivo aos
tecidos. Portanto, pesquisas que estudem as moléculas participantes do processo
inflamatério bem como a caracterizagdo de novas substéncias mais eficazes e

in6cuas, que interfiram neste processo sdo de extrema relevancia. Baseado na
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demonstracdo das atividades anticoagulante, antitrombdtica, anticomplemento e
antinociceptiva de outros polissacarideos sulfatados, em sua maioria in vitro, € que a
investigacdo e comparacdo das propriedades do polissacarideo sulfatado da alga
parda Lobophora variegata na resposta inflamatéria in vivo atende a varios
interesses. Os resultados desse estudo poderdo indicar este polissacarideo como
ferramenta importante para melhorar a compreenséo dos mecanismos envolvidos no
processo inflamatério ou noutros estudos no campo da glicobiologia e gerar um perfil
terapéutico na melhora do progndstico de varias doencas de cunho inflamatorio tais
como asma, choque séptico e artrite reumatoide em que a migracdo excessiva de

neutroéfilos se torna destrutiva para os tecidos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Investigar os efeitos vasculares e celulares do polissacarideo sulfatado da
alga parda Lobophora variegata na inflamacéo aguda e na contratilidade do musculo
liso vascular em ratos e avaliar os sinais de toxicidade decorrentes do tratamento

dos animais com o polissacarideo.

2.2 Especificos

1. Avaliar a toxicidade decorrente do tratamento endovenoso dos animais com o
polissacarideo de L. variegata durante 14 dias, através dos parametros:

a) peso corporal e de alguns érgaos do sistema imune

b) leucograma

c) Dosagens bioquimicas

2. Estudar a atividade antiedematogénica do polissacarideo sulfatado de L. variegata
no modelo de edema de pata induzido por estimulos inflamatérios osmaéticos e ndo
osmaticos:

a) inibicdo do edema;

b) inibicdo do aumento da permeabilidade vascular;

3. Avaliar a atividade edematogénica do polissacarideo sulfatado de L. Variegata.

4. Investigar a participacdo de prostaglandinas e o6xido nitrico no efeito

antiedematogénico do polissacarideo de L. variegata;

5. Estudar a atividade inibitéria da migracdo de leucoécitos do polissacarideo

sulfatado de L. variegata no modelo de peritonite induzida por zymosan,;

6. Estudar a atividade relaxante do polissacarideo sulfatado da alga de L. variegata

sobre anéis de aorta isoladas.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar (Rattus novergicus) machos (150 e 3009)
procedentes do Biotério Central do Campus do Pici da Universidade Federal do
Ceara (UFC). Estes animais receberam racdo e agua ad libitum, sob condi¢cdes
adequadas de luz e temperatura e foram manipulados de acordo com os padrdes

estabelecidos pelo Comité de Etica da Universidade Estadual do Ceara (UECE).

Figura 5 — Ratos Wistar.

Fonte: www.fob.usp.br/adm/bioterio/imagens/image004.jpg

3.2 Alga marinha parda Lobophora variegata
Figura 6 — Lobophora variegata (Lamouroux).
= 2y DIVISAQO: Phaeophyta,
SUB-CLASSE: Isogeneratae
ORDEM: Dictyotales
FAMILIA: Dictyotaceae
GENERO: Lobophora
ESPECIE: Lobophora variegata

Fonte: www.horta.uac.pt/.../Lobophora variegata.htm
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3.3. Obtencéo do polissacarideo sulfatado de  Lobophora variegata

A alga marinha parda Lobophora variegata apds coletada durante maré
baixa na praia do Pacheco-Caucaia-CE, foi transportada para o Laboratério de
Bioquimica Marinha-BIOMARLAB do Departamento de Engenharia de Pesca (UFC),
onde foram lavadas em agua corrente e secas ao sol para sua utilizacdo nos

processos de extracdo e purificacao.

A extracdo foi realizada a partir de 2g do tecido seco previamente cortado,
segundo o método de Farias e colaboradores (2000). O residuo algal final foi
submetido a sucessivas extracdes (22, 3%, 42 e 52 extragdo) com o0 objetivo de
otimizar o rendimento dos polissacarideos sulfatados totais (PST). Os PST obtidos
de cada extracdo foram submetidos ao fracionamento por cromatografia de troca
ibnica em coluna de DEAE-celulose. O perfil cromatografico acompanhado através
das dosagens de carboidratos (DUBOIS et al., 1956) e sulfatos totais
(metacromasia) com azul de 1,9-dimetilmetileno, revelou a presenca de uma fracéo
majoritaria eluida com 0,5 M de NaCl. A mesma apresentou maior homogeneidade
e pureza por eletroforese em gel de agarose (VIEIRA et al., 1991) em relacdo as
demais fracbes cromatograficas. No entanto, a fracdo 0,5 M (42 extracdo) néo
prolongou o tempo de coagulagdo sanguinea pelo teste do tempo de ativacdo
parcial da tromboplastina (APTT) (ALENCAR, 2007).

O polissacarideo sulfatado (PLS) purificado a partir do fracionamento dos
PS da alga parda Lobophora variegata por DEAE-celulose (fracdo 0,5 M, 42
extracdo), foi utilizado nos nossos estudos de atividade biolégica em modelos

classicos in vivo e in vitro.

3.4 Drogas e reagentes

Azul de Evans, Carragenina-A, Fenilefrina, L-nitro-arginina metil ester (L-
NAME), Formalina, Zymosan, Dextrana (Pharmacia), L-arginina e Phospholipase A-2
foram adquiridos da Sigma Chemical Company, St. Louis, USA; Indometacina

(capsulas, 25mg; Indocid®) foram adquiridos da Prodome Quimica e Farmacéutica;
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Corante histolégico (hematoxilina/eosina) e solucdo de Turk (acido acético 2% e

violeta de genciana 1%) foram adquiridos da Isofar®, Duque de Caxias, BRA.

Todos os reagentes utilizados foram de pureza analitica.

3.5 Caracterizacdo das atividades do polissacarideo sulfatado da alga L.

variegata em modelos experimentais de inflamacé&o e contratil idade

3.5.1 Modelo de Edema de Pata

Este modelo foi utilizado para avaliar a capacidade do polissacarideo em
induzir, ou inibir o edema de pata provocado por diversos estimulos inflamatérios e
inibir o aumento de permeabilidade vascular induzida por zymosan. Também foram
estudados os mediadores envolvidos, e a inducdo por agentes flogisticos

especificos.

Os volumes de liquido deslocados pelas patas direitas de cada rato foram
medidos pletismograficamente antes (tempo zero) e apés 1/2, 1, 2, 3, 4 e 5h da
injecdo subcutanea (s.c.) intraplantar dos estimulos inflamatorios. O edema foi
calculado como a diferenca entre o volume de liquido deslocado antes e apds o
estimulo e expresso em mL. As areas sob as curvas (ASC) foram calculadas usando

o método do trapézio (LANDUCCI et al., 1995) e expressas em unidades arbitrarias.

a) Avaliagdo das atividades edematogénica e antiede matogénica do
polissacarideo de L. variegata

Na avaliacdo da atividade antiedematogénica, o polissacarideo de L.
variegata foi administrado por via endovenosa (e.v.) nas doses de 0,01; 0,1 ou 1,0
mg/Kg (0,1mL/100g de massa corporal), 30 min. antes da aplicacdo s.c. dos
estimulos inflamatérios (zymosan, 1mg/pata; carragenina, 2 mg/pata; e dextrana,

300 pg/pata). O grupo controle positivo de edema foi administrado com zymosan,
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carragenina ou dextrana e o controle negativo com salina s.c.

Na avaliacdo da atividade edematogénica, o polissacarideo de L.
variegata foi administrado localmente (s.c.) como estimulo nas doses de 0,01; 0,1 e
1,0mg/pata. O curso temporal de desenvolvimento do edema foi acompanhado até a

52 h. O grupo controle negativo de edema recebeu apenas salina estéril s.c.

b) Avaliacdo do mecanismo da acdo anti-edematogénic  a do polissacarideo de

L. variegata

Na investigacdo da participacdo dos possiveis mediadores inflamatorios
envolvidos no efeito do PLS, utilizou-se alguns importantes agentes inflamatérios
para inducdo do edema de pata, tendo sido os mesmos administrados 30 minutos

apos o tratamento com o polissacarideo (1mg/Kg; e.v.).

Participacdo de 6xido nitrico: o edema de pata foi induzido por L-arginina
(15 pg/kg; s.c.), 30 min apés o tratamento com o PLS (1mg/Kg; e.v.). Como controle
de inibicdo do edema, foi utilizado o inibidor ndo seletivo da sintese de NO (L-NAME;
25mg/Kg; e.v.), 1 h antes da L-arginina (CUZZOCREA et al., 1996).

Participacdo de prostaglandinas: o edema de pata foi induzido por
fosfolipase A, (30 mg/kg; s.c.), 30 min apds o tratamento com o PLS (1mg/Kg; e.v.).
Como controle do bloqueio da via das ciclooxigenases, foi utilizado o inibidor néo
seletivo indometacina (5mg/Kg, s.c.), 1 h antes da fosfolipase A, (LEMOS et al.,
2002).

c) Avaliacdo do efeito inibitério do polissacarideo de L. variegata sobre o

aumento de permeabilidade vascular induzido por zym osan

A quantificacdo de permeabilidade vascular foi feita baseada naquela

utilizada por Garcia-Leme e Wilhelm (1975). Os animais receberam azul de Evans



(25 mg/kg) por via intrapeniana, 1h antes do sacrificio. Em seguida, as patas foram
seccionadas abaixo do maléolo, pesadas e incubadas com 1ml de formamida
concentrada, a temperatura de 36°C por 72h. A quantificacdo do azul de Evans
extraido dos tecidos foi realizada por espectrofotometria (A600 nm) a partir do
sobrenadante da solugcéo de incubacdo. Os dados obtidos em absorbancia foram
convertidos em pg de azul de Evans, através de regressao linear baseado em uma
curva padrao de azul de Evans e expressos como média = E.P.M. em ug de azul de

Evans/g pata.

Os animais receberam o PLS de L. variegata (1mg/kg; e.v.) 30 min antes
da injecdo de zymosan (1mg/pata; s.c.) e 90 min antes do azul de Evans, sendo
sacrificados 1 hora apds a injecdo do azul de Evans, tempo coincidente com a
melhor atividade antiinflamatéria do PLS. O grupo controle recebeu salina estéril s.c.

em substituicdo ao zymosan.

3.5.2 Modelo de peritonite

Os animais receberam zymosan (1mg/ cavidade) contidos em 1,0 mL de
uma solucéo de salina estéril (NaCl 0,15 M), por via intraperitoneal (i.p.) e ap6s 4h
foram sacrificados por deslocamento cervical. As células presentes na cavidade
peritoneal foram coletadas através da lavagem de cada cavidade, injetando-se 10
mL de salina contendo 5 Ul/mL de heparina. A contagem total e diferencial dos

leucécitos foi realizada conforme metodologia descrita por Souza e Ferreira (1985).

Para a avaliacdo da atividade do PLS em inibir a migracdo de neutrofilos
induzida por zymosan, este foi administrado, em solucéo (via endovenosa — e.v.), 30
min antes da injecdo i.p. do agente flogistico zymosan. O controle positivo de
migracao de neutrofilos foi 0 grupo administrado com o agente flogistico e o controle

negativo, administrado com salina, em substituicdo ao estimulo inflamatorio.

Foram realizados controles adequados para descartar a possibilidade de

contaminagdo por endotoxina sendo o0s polissacarideos filtrados antes de sua
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administracao.

3.5.3 Modelo de contratilidade: anéis isolados de a  orta

a) Descricdo do modelo

Os animais foram sacrificados por concussdo cerebral. Em seguida a
regido toracica foi aberta cirurgicamente para exposicao, retirada e dissecacdo da
artéria aorta. A mesma foi preparada como anéis de 2-3mm, apdés a remocéao de
gordura e tecido conectivo. O tecido foi mantido em solucéo fisiolégica de Tyrode, a
37°C e pH 7.4 até o momento de sua utilizacdo. Em seguida, os anéis foram
colocados verticalmente em uma camara muscular com capacidade de 10 mL,
contendo solugéo nutritiva aerada com mistura carbogénica (95% de O, e 5% CO,) e
mantidos & 37°C e pH 7.4. Uma das extremidades da preparacéo foi presa a uma
base fixa e a outra a um transdutor de forca isométrico ligado ao sistema
computadorizado (Powerlab, AD Instruments) de aquisicdo de dados. Os registros e

analises das contracfes foram realizados utilizando o programa Chart®(verséo 4.1).

Nos experimentos realizados com auséncia de endotélio, a superficie
intima dos anéis de aorta foi friccionada (ZHENG et al.,1994). Para avaliagcdo da
preservacdo do endotélio foi adicionado ACh [10°M] (FURCHGOTT e ZAWADZKI,
1980) sobre os tecidos contraidos por fenilefrina [0,1uM], sendo a auséncia de
relaxamento interpretada como auséncia de endotélio, mas sé foram considerados

endotelizados aqueles que apresentaram relaxamento = 75% .

O tecido foi submetido a uma tenséo passiva de 2g e estabilizado por um
periodo de aproximadamente 1 hora (MATEO; ARTINANO, 2001).

b) Protocolo experimental

Efeito no estado contraido: Apds 40 minutos de estabilizacdo, o
polissacarideo sulfatado foi adicionado sobre aortas endotelizadas pré-contraidas

com fenilefrina [0,1uM] em concentracdes cumulativas (1-300ug/mL) a intervalos de
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10 minutos. No inicio e ao final de cada experimento foi adicionado KCI [60mM] para
avaliar a responsividade dos tecidos. Este protocolo foi realizado com tecidos

endotelizados e ndo endotelizados.

Efeito sobre o tbnus: Apl6s 40 minutos de estabilizacdo, foram
adicionadas concentracdes cumulativas (1-300ug/mL) de polissacarideo em aortas
endotelizadas. Antes e apos o experimento foi adicionado KCI [60mM] para verificar
a responsividade do tecido.

3.6 Avaliacao da toxicidade apOs tratamento endoven  0so com polissacarideo

sulfatado da alga parda Lobophora variegata

a) Protocolo experimental

Foram utilizados dois grupos de 7 ratos cada. Um grupo recebeu
polissacarideo em solucdo durante sete dias por via e.v. (caudal), obedecendo a
posologia de dose Unica diaria de 1mg/kg contido em 0,1mL/100g de peso corporal.
O grupo controle recebeu 0 mesmo volume de salina estéril pela mesma via. Apés o

tratamento, foi feita a avaliagdo dos parametros abaixo descritos.

b) Parametros avaliados

» Peso corporal e de 6rgaos do sistema imune: os animais foram pesados
antes e apos o tratamento com o polissacarideo. Apés o sacrificio foi feita a excisao
do figado, baco, rim e coracdo e a pesagem dos mesmos ainda umidos. O peso de

cada 6rgao foi expresso por 100g de peso corporal e comparado ao grupo controle.

* Avaliagdo macroscopica: foram observadas possiveis alteracdes
(vermelhidao, esteatose, nédulos, focos hemorragicos).

* Leucograma: imediatamente antes do sacrificio, foi coletado sangue

para a contagem total e diferencial de leucécitos. A contagem total foi feita em
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camara de Neubauer apoés diluicdo (1:20) da amostra em Liquido de Turk. Para a
contagem diferencial destas células foram confeccionados esfregagos sobre laminas
de vidro, coradas pelo método da hematoxilina-eosina (HE), utilizando-se

microscopio Optico com objetiva de imerséo.

» Testes bioquimicos: amostras de sangue foram coletadas para a
dosagem de uréia e creatinina como indicadores de funcdes renal e avaliacdo da
atividade das enzimas AST (aspartato transaminase) e ALT (alanina transaminase),
bem como a dosagem de proteinas totais (e albumina) como indicadores de funcéo
hepética. Estas dosagens séo utilizadas na clinica médica para avaliagdo da funcéo

destes orgaos.

3.7 Analise Estatistica

De todos os experimentos foram calculadas as médias das respostas +
erro padrdo da meédia. As diferencas estatisticas entre os grupos foram obtidas
através da andlise de variancia (ANOVA) e teste de Ducan ou teste t de Student
para dados pareados ou ndo-pareados. p < 0,05 foi fixado para indicar significancia

estatistica.



48

RESULTADOS



49

4 RESULTADOS

4.1 O polissacarideo sulfatado de Lobophora variegata reduz parcialmente a

fase inicial do edema de pata induzido por dextrana

Com o intuito de investigar a propriedade antiinflamatéria do PLS de L.
variegata utilizou-se inicialmente a dextrana, um agente que promove edema
osmotico sem infiltrado celular (LO et al.,, 1982). A inje¢cdo subcutanea (s.c.)
intraplantar de dextrana (300ug/pata) causou um intenso edema, com pico Maximo
nos primeiros 30 minutos (1,22 + 0,06 mL), em relagdo ao grupo salina (0,40 = 0,07
mL), mantendo-se elevado até o tempo de 300min. O PLS injetado por via
endovenosa (e.v.) na dose de 1mg/kg, 30 minutos antes da administracdo do
estimulo, reduziu em apenas 19% (0,98 + 0,06 mL), e somente nos primeiros 30
minutos, embora de forma significativa o efeito edematogénico elicitado pela
dextrana (Figura 7a). Tal diferenca estatistica ndo foi observada contudo, sobre o
curso temporal, o que foi verificado pelo célculo da integral da area sob a curva
(Figura 7b ).
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Figura 7. O polissacarideo sulfatado de

Dextrana 300 ug/pata (s.c)

inicial do edema de pata induzido por dextrana
(tempo zero) e 30, 60, 120, 180, 240 e 300 min. apds a dextrana e calculado como a
variacdo dos volumes (mL) deslocados pelas patas (Painel A). As areas sob a curva
(ASC) foram determinadas pelo método do trapézio (Painel B). O controle positivo
de edema recebeu dextrana (300ug/pata, s.c.) e o controle negativo salina (0,1
mL/100g de massa corporal; s.c.). Média £ E.P.M. (n=6). *p<0,05 em relacdo a
salina; # p<0,05 em relacdo a dextrana.
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4.2 O polissacarideo sulfatado de Lobophora variegata inibe apenas a segunda

hora do edema de pata induzido por carragenina

Baseado na baixa atividade antiedematogénica do PLS sobre o edema
elicitado por dextrana, procurou-se investigar sua atividade sobre outro estimulo
inflamatorio, a carragenina que produz edema de pata com grande infiltrado
leucocitario e liberagcdo temporal de varios mediadores inflamatorios (LO et al.,
1982). A injecdo subcutanea intraplantar de carragenina (1mg/pata) promoveu
intenso edema, com inicio na 12 hora (0,28+ 0,04 mL), elevacao brusca na 22 hora
(0,92 + 0,07mL), atingindo valores maximos na 3% hora (0,98 + 0,04mL) de seu
desenvolvimento em relagdo ao grupo salina (0,067 £ 0,04 mL) (0,067 £ 0,04216
mL) (0,03 £ 0,03 mL) nas respectivas horas. A administracdo e.v. do PLS (1mg/kg),
30 minutos antes da injecdo de carragenina, inibiu significativamente este edema
somente aos 120 minutos em cerca de 47% (0,48 £ 0,04mL) (Figura 8a). Neste
experimento, a diferenca estatistica também néo foi detectada no calculo da integral

da area sob a curva (Figura 8b ).
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Figura 8. O polissacarideo sulfatado de L. variegata inibe a segunda hora do
edema de pata induzido carragenina . O edema foi medido antes (tempo zero) e
30, 60, 120, 180, 240 e 300 min. apos a carragenina e calculado como a variacéo
dos volumes (mL) deslocados pelas patas (Painel A). As areas sob a curva (ASC)
foram determinadas pelo método do trapézio (Painel B). O controle positivo de
edema recebeu carragenina (lmg/pata, s.c.) e o controle negativo salina (0,1
mL/100g de massa corporal; s.c.). Média + E.P.M.(n=6). * p<0,05 em relacdo a
salina; # p<0,05 em relacdo a carragenina.
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4.3 O polissacarideo sulfatado de Lobophora variegata inibe o curso temporal

do edema de pata induzido por zymosan

Baseado na literatura, onde foi visto que fucanas sulfatadas inibem a
cascata do sistema complemento in vitro (BLONDIN et al., 1994), procurou-se avaliar
o efeito do PLS de L. variegata sobre o edema de pata induzido por zymosan, uma
substancia cuja acdo proé-inflamatéria ocorre via influxo de mondcitos e ativacdo do
sistema do complemento (DAMAS; PRUNESCO, 1990). A injecdo subcutanea
intraplantar (s.c.) de zymosan (1mg/pata) promoveu intenso edema de pata com
efeito maximo aos 60 min (1,59 + 0,06mL) em relagdo ao controle negativo (0,27 *
0,067 mL), mantendo-se ainda elevado na 5%°h de seu desenvolvimento. O PLS
injetado e.v., 30 min antes da administracdo de zymosan, nas doses de 0,01; 0,1 e
1mg/kg, teve efeito apenas na ultima dose, inibindo significativamente o edema a
partir de 60 minutos, com maior percentual (em torno de 32%) na 22 hora (0,98 +
0,06mL) em relagdo ao controle positivo (1,43 £ 0,07mL) (Figura 9a). Nesta dose,
observa-se que o curso temporal do edema induzido por zymosan foi inibido em
cerca de 27% (Zymosan: 392,17 + 25,96 X PLS: 293,25 + 20,84 ASC) (Figura 9b ).
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Figura 9. O polissacarideo sulfatado de L. variegata inibe o curso temporal do
edema de pata induzido por zymosan. O edema foi medido antes (tempo zero) e
30, 60 120, 180, 240 e 300 minutos apOs a injecdo de zymosan e expresso como
variacdo dos volumes das patas (mL) entre os varios tempos e o tempo zero (Painel
A). As areas sobre a curva (ASC) foram determinadas, utilizando-se o método do
trapézio (Painel B). O PLS (0,01; 0,1 e 1mg/kg) foi administrado e.v. 30 minutos
antes do zymosan. O grupo controle positivo recebeu zymosan (1mg/pata, s.c.) € o
controle negativo salina (0,1 mL/100g de massa corporal; s.c.). Média + E.P.M. (n=
12). *p<0,05 em relacéo a salina; # p<0,05 em relacdo ao zymosan.
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4.4 O polissacarideo sulfatado de Lobophora variegata inibe o aumento da

permeabilidade vascular induzido por zymosan

Avaliou-se um segundo parametro inflamatério no modelo de edema de
pata. O efeito do PLS de L. variegata foi testado o aumento de permeabilidade

vascular nas patas dos animais induzido por zymosan.

A injecéo s.c. intraplantar de zymosan (1mg/pata) induziu um edema tipico
(ver tépico 4.3.) acompanhado de aumento na permeabilidade vascular (21,53 £ 0,62
ug/g de pata) apds 2 horas, em relacdo ao grupo salina (8,31+ 1,69 ug/g). O pre-
tratamento (30 minutos) e.v. com o PLS inibiu significativamente este aumento da

permeabilidade vascular em cerca de 44% (11,96 + 0,68 pg/g) (Figura 10).

Este dado confirma a capacidade antiinflamatéria do PLS utilizado através
da inibicdo da quantidade de proteina plasméatica extravasada para os tecidos da

pata, como indicador indireto de aumento de permeabilidade vascular.
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Figura 10. O polissacarideo sulfatado de L. variegata inibe o aumento de
permeabilidade vascular induzido por zymosan. Os animais receberam azul de
Evans (25 mg/kg; e.v.), 1h antes do sacrificio. As patas foram seccionadas, pesadas
e incubadas com 1ml de formamida a 36°C por 72h. A quantificacdo do azul de
Evans (ug/g pata) foi realizada por espectrofotometria (A600 nm). Os animais foram
pré-tratados com o PLS (1mg/kg, e.v.), 30 minutos antes do controle positivo
zymosan (1mg/pata, s.c.) e 90 min antes do azul de Evans. O controle negativo
recebeu salina (0,01 mL/Kg, s.c.). Média £ E.P.M. (n= 6). * p<0,05 em relacdo a
salina; # p<0,05 em relagéo ao zymosan.
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4.5 O polissacarideo sulfatado de Lobophora variegata inibe a migracdo de
neutréfilos para a cavidade peritoneal de ratos ind uzida por zymosan

Com o intuito de avaliar a capacidade do PLS de L variegata em alterar o
principal componente celular da inflamacdo aguda, utilizou-se o zymosan (1mg/kg;
i.p) como estimulo para induzir migracado de neutréfilos para a cavidade abdominal
de ratos. O numero total de células presentes no fluido peritoneal, 4 horas apés a
injecdo do estimulo foi 5,15 + 1,21 cél./ 10%ul comparado ao grupo salina (1,28 *
0,14 cél/ 10°ul). O PLS, administrado 30 minutos antes do zymosan, inibiu a
migracdo destas células em cerca de 61% (1,99 + 0,16 cél./ 10%ul), retornando aos
valores do controle negativo (Figura 11). A reducdo do numero de leucécitos
peritoniais se deveu principalmente a inibicdo da migracao de neutrdfilos, visto que o
PLS inibiu em 75% (0,46 + 0,12 leucécitos/ 10°ul) o nimero destas células quando

comparado ao grupo zymosan (4,2 + 1,08 leucécitos/ 103pl).

Uma vez demonstrada a importante atividade inibitéria do PLS de L.
variegata sobre eventos celulares, o préximo passo foi investigar quais 0s possiveis
mediadores inflamatoérios estariam sendo inibidos por este através da inducdo de
edema de pata por agentes flogisticos especificos.
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Figura 11. O polissacarideo sulfatado de L. variegata inibe a migracdo de
neutréfilos para a cavidade peritoneal de ratos ind uzida por zymosan. O grupo
controle positivo recebeu zymosan (1mg/ml/cavidade; i.p.) e o controle negativo,
mesmo volume de salina. O PLS de L. variegata (1mg/kg) foi injetado (e.v.), 30 min
antes do zymosan. Os animais foram sacrificados 4 horas apos a injecdo do
estimulo para coleta e contagem total e diferencial de leucdcitos do fluido peritoneal.
* p<0,05 em relacédo a salina; # p<0,05 em relacdo ao zymosan.
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4.6 O polissacarideo sulfatado de Lobophora variegata inibe o edema de pata

induzido por L-arginina a partir da primeira hora d e seu desenvolvimento

A injecdo de L-arginina (15ug/pata; s.c.), utilizada como substrato para
geracdo de NO, promoveu intenso edema de pata, mantido até a 4°h de seu
desenvolvimento, com efeito maximo aos 30 min (1,04 £ 0,06 mL) em relacdo ao
controle negativo (0,3 = 0,04 mL). O tratamento prévio dos animais com o PLS
(Img/kg; e.v.), 30 min antes da L-arginina, inibiu significativamente o edema a partir
de 60 min: 60 min (0,52 = 0,02 mL) em 43%, 120 min (0,35 = 0,05 mL) em 59%, 180
min em 79% (maior percentual) (0,18 £ 0,04 mL) e 240 min em 65% (0,22 £ 0,02 mL)
com relacdo ao controle positivo (0,9 £ 0,01 mL) (0,86 + 0,04 mL) (0,88 + 0,04 mL)
(0,62 £ 0,08 mL), nos tempos respectivos (Figura 12a). O tratamento prévio (1 h
antes do estimulo) dos animais com L-NAME (30mg/kg; e.v.), utilizado como controle
de inibicdo da formacao de NO, inibiu 0 edema de pata induzido por L-arginina aos
60 e 120 min, com percentuais semelhantes ao PLS de 44% (0,50 + 0,00 mL) e 56%
(0,38 = 0,08 mL), respectivamente. O maximo efeito inibitério do L-NAME ocorreu
aos 180 minutos (0,36+ 0,07 mL) em 59%, coincidente com o efeito maximo do PLS
(Figura 12a). Contudo, apos 180 min, o efeito inibitério do L-NAME desapareceu,
enquanto aquele do PLS prosseguiu até 240 min. Observa-se que 0 curso temporal
total do edema induzido por L-arginina foi inibido em cerca de 57% pelo PLS
enquanto o L-NAME inibiu apenas 31% o curso temporal (Figura 12b ).
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Figura 12. O polissacarideo sulfatado de L. variegata inibe o edema de pata

induzido por L-arginina a partir da primeira hora. O edema foi medido antes
(tempo zero) e 30, 60 120, 180 e 240 minutos apOs a injecdo de L-arginina e
expresso como a variacado dos volumes das patas (mL) entre os varios tempos e o
tempo zero (Painel A). O PLS foi administrado (1mg/kg, e.v.) 30 minutos antes da L-
arginina (15upg/kg, s.c.- controle positivo); controle de inibi¢cdo: L-arginina (s.c.) + L-
NAME (30 mg/kg; e.v.); controle negativo: salina (0,1 mL/100g de massa corporal)
s.c. Média + E.P.M. (n= 6). As areas sobre a curva (ASC) foram determinadas,
utilizando-se o0 método do trapézio (Painel B )*p<0,05 em relacédo a salina; # p<0,05
em relacao a L-arginina.
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4.7 O polissacarideo sulfatado de Lobophora variegata inibe o edema de pata

induzido por fosfolipase A , a partir da segunda hora de seu desenvolvimento

O edema de pata induzido por fosfolipase A, (30 mg/pata, s.c.), substancia
qgue hidrolisa fosfolipideos de membrana e age na cascata do acido araquidénico
liberando prostaglandinas, foi inibido pelo tratamento prévio dos animais com o PLS
(Img/kg; e.v.), 30 min antes ou com um inibidor da sintese de ciclooxigenases

(indometacina; 5 mg/kg; s.c.), 1 h antes do estimulo.

A fosfolipase A, promoveu intenso edema de pata com efeito maximo aos
30 min (0,62 + 0,03 mL) em relacdo ao controle negativo (0,16 + 0,03 mL),
mantendo-se ainda elevado na 5%h de seu desenvolvimento. O PLS inibiu
significativamente o edema nos tempos de: 120 min (0,35 + 0,04 mL) em 45%, 180
min (maior percentual) em 35% (0,33 = 0,03 mL), 240 min em 41% (0,28 + 0,03 mL)
e 300 min em 24% (0,28 + 0,03 mL) com relacdo ao controle positivo (0,63 + 0,04
mL), (0,52 = 0,03 mL), (0,48 £ 0,02 mL) e (0,37 £ 0,02 mL), nos tempos respectivos.
A indometacina, potente inibidor ndo-seletivo da COX, inibiu 0 edema induzido pela
fosfolipase A, a partir de 60 min (0,27 + 0,022 mL) quando comparado ao controle (O,
48 + 0, 05 mL). O PLS, de forma semelhante a indometacina, inibiu 0 edema de pata
induzido por fosfolipase A, apenas a partir de 120 min. (Figura 13 a e b). A
indometacina (35%) portanto, apresentou um percentual inibitério maior que o PLS
(19%) no edema de pata induzido por fosfolipase A,, verificado na area sobre a
curva (124 + 3,75 X PLS:100,25 + 6,1 ASC).
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Figura 13. O polissacarideo sulfatado de L. variegata inibe o edema de pata
induzido por fosfolipase A ; a partir da segunda hora. O edema foi medido antes
(tempo zero) e 30, 60 120, 180, 240 e 300 minutos apods a injecao de fosfolipase A,
e expresso como a variagao dos volumes das patas (mL) entre os varios tempos e o
tempo zero. O PLS foi administrado (1mg/kg, e.v.) 30 minutos antes da fosfolipase
A, (30 mg/pata; s.c.-controle positivo); controle de inicdo: fosfolipase A, (s.c.) +
indometacina (5 mg/kg; e.v.); controle negativo: salina (0,1 mL/100g de massa
corporal) s.c. Média + E.P.M. (n= 6). *p<0,05 em relacdo a salina; # p<0,05 em
relacdo a fosfolipase A,.
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4.8 O polissacarideo sulfatado de Lobophora variegata ndo é edematogénico

Averiguando-se a atividade pré — inflamatéria do PLS utilizou-se o proprio
PLS como agente edematogénico. O PLS avaliado nos tempos de 30, 60 120, 180,
240 e 300 min e injetado por via s.c. intraplantar na doses de 0,01; 0,1 e 1 mg/Kg e
nao produziu edema em nenhuma das doses testadas (69 + 9,8; 60,3 £ 3,37 e 60,6 =
7,2 ASC, respectivamente) em relacdo ao grupo salina (47,1 + 10,1 ASC) (Figura 14
aeb).

A incapacidade do PLS em induzir edema pata, sugestiva de auséncia de
efeito vasodilatador, foi investigada a seguir in vitro, utilizando-se anéis de aorta

isolados de ratos.
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Figura 14. O polissacarideo sulfatado de L. variegata ndo é edematogénico. O
edema foi medido antes (tempo zero) e 30, 60 120, 180 e 240 minutos apols a
injecdo do PLS e expresso como a variacao dos volumes das patas (mL) entre os
varios tempos e o tempo zero. O PLS foi administrado s.c. 1mg/pata na pata traseira
direita dos ratos. O grupo controle negativo recebeu salina (0,01 mL/kg de peso
corporal; s.c.) na pata traseira esquerda. Média + E.P.M. (n= 6). ASC (unidades
arbitrarias)
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4.9 O polissacarideo sulfatado de Lobophora variegata inibe as contractes
induzidas por fenilefrina apenas em aortas endoteli ~ zadas e em concentragao

elevada

A fenilefrina (Phe; 0,11M) induziu contracdes tonicas estaveis em aortas
de rato, com amplitudes médias de 0.56 + 0.04 g (Figura 15a) e de 0,988 + 0,147¢g
(Figura 15b ) na presenca e auséncia de endotélio, respectivamente. O PLS testado
nas concentragées de 1-300ug/mL induziu relaxamento significativo de 32,7%
somente na concentracdo de 300ug/mL (64,3 + 6,0 g) e em aortas com endotélio
(32,7 + 4,78%) (Figura 15d). E importante ressaltar que o PLS n&o alterou a
resposta contratil da fenilefrina em aortas desprovidas de endotélio (Figura 15c).
Observou-se ainda que o PLS néo alterou a responsividade do tecido, visto a

capacidade de contracdo por KCI apés a lavagem (Figura 15a e 15b ).
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Figura 15. Efeito relaxante do polissacarideo sulfatado de L. variegata em

aortas com e sem endotélio contraidas por fenilefri na. Registro tipico do
relaxamento induzido pelo PLS (e; 1 a 300ug/mL) a) sobre aortas endotelizadas e
sem endotélio (n=5); c) Grafico do efeito do PLS em aortas com e sem endotélio.
Média + EPM (g); *p<0.05 em relacdo ao controle (100% de contracdo). PLS:
Polissacarideo sulfatado de L. variegata; Phe (A; 0,1uM): fenilefrina; KCIl (m ;

60mM): cloreto de potassio; TN: lavagem com Tyrode.
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4.10 O polissacarideo sulfatado de Lobophora variegata ndo altera o tbnus
basal de aortas

Com base no baixo efeito relaxante do polissacarideo sulfatado L.
variegata sobre aortas contraidas por fenilefrina, procurou-se avaliar sua acéo sobre
o tbnus basal de anéis de aorta em presenca ou auséncia de endotélio. A adicao
cumulativa (1 — 300pg/mL) do PLS néo alterou o tdbnus basal (0% de contragéo) em

nenhuma das concentracdes utilizadas (Figura 16 a, b, c, e d ).
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Figura 16. O polissacarideo sulfatado de L. variegata néo altera o tbnus basal
de aortas isoladas . Registro tipico do efeito da PLS (e; 1 a 300ug/mL) sobre o
tbnus basal de aortas a) sem endotélio (s/ endo; n=6); b) com endotélio (c/ endo;
n=6); Comparacao do efeito do PLS sobre o tdnus basal em preparacdes sem (c) e
com endotélio (b) n=6; Média + EPM (g). PLS: polissacarideo sulfatado de L.
variegata; e Phe (A; 0,1uM): fenilefrina; ACh (¢; 1uM ): acetilcolina; KCI (m; 60mM):
cloreto de potassio; TN: lavagem com Tyrode.
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4.11 Tratamento subcrénico de ratos com o polissaca rideo sulfatado de

Lobophora variegata

A injecao de PLS injetado em dose uUnica (1mg/kg; e.v.; veia caudal) por 7
dias consecutivos nao alterou significativamente o peso corporal dos animais ou dos
orgdos avaliados (coracdo, baco, rim e figado), quando comparado ao grupo
injetado com salina (Tabela 2). A avaliagdo macroscopica demonstrou morfologia
normal e auséncia de edema em todos os 0rgaos, tendo o estbmago demonstado
mucosas intactas, sem grau de leséo visivel. O niamero de leucadcitos circulantes no
sangue (leucograma) dos animais tratados com o polissacarideo também nao foi
afetado significativamente em relagdo ao controle (Tabela 3). Além disso, a
dosagem de uréia e creatinina, utilizadas como parametro de avaliagcdo renal, ndo
foram diferentes significativamente do controle. O mesmo ocorreu com as atividades
cinéticas das enzimas hepaticas (aspartato amino transferase e alanina amino
transferase). Quanto as proteinas plasmaticas albumina e globulina, avaliadas como
controle de manutencdo de equilibrio osmoético, ndo foram diferentes

significativamente do controle (Tabela 4).
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Tabela 2. O tratamento de ratos com o polissacarideo sulfatado de Lobophora

variegata ndo altera o peso corporal dos animais e 0 peso Umido de seus 0rgaos.

Peso corporal (g) e de
orgaos (g/100g peso

corporal)

aTratamento (100ul/100g)

SALINA (0,9%)

PLS (1mg/Kg)

Peso corporal antes €160,00 + 7,7 163,83 £ 6,08
Peso corporal depois 175,00 £8,1 178,33 £8,16
Figado 5,91+0,32
7,25+0,82
Rim 0,69 + 0,06
0,66 + 0,08
Coracao 0,56 + 0,05
0,67 £ 0,03
Baco 0,53+ 0,06 0,43 £ 0,05

# Ratos foram injetados e.v. em dose Unica diaria durante 7 dias;

P Apds o tratamento, os animais foram pesados, sacrificados e seus O6rgdos

removidos e pesados ainda umidos;

¢ Média + E.P.M. (n=7).
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Tabela 3. O tratamento de ratos com o polissacarideo sulfatado de L. variegata néo

altera o leucograma dos animais.

aTRATAMENTO (100p1/100g)

PLeucograma
(%)

SALINA (0,9%)

PLS (1mg/Kg)

Contagem total ©6,22+1,24 7,8+2,0
Neutrofilos 26,47 £10,55 37,3+14,0
Eosinofilos 1,48 +0,41 1,88 + 0,87
Basofilos 0,48 +0,48 0,42 +0,49
Mondécitos 0,70 +£0,42 0,33+0,16
Linfocitos 70,87 +£10,27 60,03 + 14,34

? Ratos foram injetados e.v. em dose Unica diaria durante 7 dias;

 Apés o tratamento, os animais foram sacrificados, e foi coletado sangue para a

contagem total e diferencial de leucécitos

¢ Média + E.P.M. (n=7).
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Tabela 4. O tratamento de ratos com o polissacarideo sulfatado de L. variegata néo

altera parametros bioquimicos.

PDosagens aTRATAMENTO (100ul/100g)
SALINA (0,9%) PLS (1mg/Kg)
Uréia (mg/d) ©54,55 + 6,68 62,12 £6,47
Creatinina (mg/dl) 0,63 £0,07 0634017
AST (U/L) 146,80 + 11,60 232,67 +82.11
ALT (U/L) 32,00 + 4,51 3083+911
Proteinas totais 6,94 £ 0,31 6.71 +0.30
(g/dl)
Albumina (mg/di) 4,60+ 0,15 418+0,11
Globulina (mg/dI) 2,34 +0,26 2,53+0,28

# Ratos foram injetados e.v. em dose Unica diaria durante 7 dias;
b Apds o tratamento, os animais foram sacrificados, e foram coletadas amostras de
sangue para a dosagem de avaliacao da funcao renal e hepéatica

¢ Média + E.P.M. (n=7).




73

DISCUSSAO
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5 DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste trabalho mostraram que o polissacarideo
sulfatado da alga marinha parda Lobophora variegata, apresenta efeito
antiinflamatorio diferenciado, de acordo com o estimulo inflamatério utilizado nos

modelos de edema de pata e peritonite.

A atividade antiinflamatéria mais importante do PLS de L. variegata foi
observada sobre o edema de pata induzido por zymosan, embora este tenha
também inibido a fase inicial (30 min) do edema induzido por dextrana, bem como a

segunda hora do curso temporal do edema induzido por carragenina.

A dextrana é uma substancia que induz edema de caracteristica osmoética
acelular e aumento da permeabilidade vascular, com efeito maximo j& nos primeiros
30 min de seu desenvolvimento e participacdo exclusiva de mediadores como
histamina, serotonina e bradicinina (BERSTAD 1980; LO et al., 1982; MOODLEY et
al., 1982). Por outro lado, a carragenina, caracteriza-se por ser um agente que induz
um edema bifasico com liberacdo temporal de diversos mediadores inflamatorios e
grande infiltrado leucocitario (LO et al., 1982). Na primeira fase (0-1 h) ocorre
liberacdo de histamina, bradicinina, serotonina e NO formado pela nNOS. A fase
tardia (1-6 h) esté correlacionada a uma elevada producédo de prostaglandinas, via
COX2, e NO, via iNOS (VINEGAR et al., 1969; DIROSA et al., 1971; LIMA, 1999; Al-
SWAYEH et al., 2000). De acordo com esses achados, o mecanismo pelo qual o
polissacarideo de L. variegata exerce seu efeito antiedematogénico parece incluir
como alvos de inibicdo mediadores osmoticos envolvidos no edema elicitado pela
dextrana e excluir histamina, serotonina e bradicinina no edema elicitado por

carragenina.

Como ja foi afirmado, o efeito do PLS de L. variegata foi mais efetivo sobre
0 edema induzido por zymosan, inibindo, a partir da 12 hora, todo o0 seu curso
temporal de forma significativa, bem como o aumento de permeabilidade vascular
provocado por este estimulo. O zymosan € um agente flogistico, componente da

parede da levedura de Saccharomyces cereviseae, que produz intensa resposta
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inflamatoria (LUNDBERG; ARFORS, 1983; TEIXEIRA et al., 1993). Esta resposta &
deflagrada através da ativacdo do sistema do complemento, gerando produtos com
atividades quimiotéticas e liberacdo de superdxidos (SNYDERMAN et al., 1970;
FERNANDEZ et al., 1978; LUNDBERG; ARFORS, 1983). O edema de pata elicitado
por zymosan se inicia aos 30 minutos, com efeito maximo aos 60 min apos sua
administracdo e mostra também um padréo bifasico de liberacdo de mediadores

inflamatorios, com formacéo de NO (fase inicial) e prostaglandinas (fase tardia).

Efeitos antiinflamatérios de fucanas, polissacarideos sulfatados
encontrados em maior concentracdo nas algas marinhas pardas, jA& vém sendo
relatados desde os anos 90 (BOISSON-VIDAL, 1995). Os resultados do presente
estudo in vivo sobre o efeito antiedematogénico do PLS obtido da alga parda L.
variegata, reforcam os estudos in vitro de Blondin e colaboradores (1994) e de Tissot
e DANIEL (2003), no que se refere as acdes inibitérias, dose dependente, de

fucanas sulfatadas sobre a cascata do sistema do complemento.

Vale ressaltar que o efeito inibitorio do PLS sobre o aumento de
permeabilidade vascular foi 1,6X maior do que seu efeito sobre o edema induzido
por zymosan. Estas diferencas de respostas, possivelmente podem justificar a
inibicdo observada na fase inicial do edema osmotico induzido por dextrana. Além
disso, o efeito inibitério do PLS sobre o edema de pata induzido por zymosan, que
apresenta como caracteristica a presenca de infiltrado celular, sugere sua atuacao,
ndo apenas em eventos vasculares como também, em eventos celulares do

processo inflamatorio.

A literatura relata a acao inibitéria (cerca de 100%) do PLS da alga parda
Dictyota menstrualis, administrado por via endovenosa na dose de 20mg/kg em
ratos 30 minutos do agente irritante zymosan, sobre a migracdo de leucdcitos para a
cavidade peritoneal de ratos (ALBUQUERQUE, 2005). Neste trabalho, o PLS de L.
variegata administrado em uma dose 20X menor seguindo o0 mesmo protocolo inibiu
(cerca de 75%) a migracdo de neutrdéfilos induzida por este agente. Estes dados
reforcam a literatura com respeito a acao inibitoria de polissacarideos sulfatados de
algas pardas sobre a migracéo de leucécitos induzida por zymosan (LINNEMANN et

al., 2000). Além disso, o importante efeito inibitério sobre o recrutamento de
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neutréfilos, células caracteristicamente encontradas nas primeiras 24 horas do
desenvolvimento do processo inflamatdrio, sugere que a acdo do PLS de L.
variegata sobre a inflamacéo celular ocorre na fase aguda deste processo. Zymosan
€ um potente agente na liberacdo de radicais livres de oxigénio por magréfagos,
células peritoneais residentes em ratos, sendo também mostrado que perdxido de
hidrogénio € um grande fator na expressao de P-selectinas (ASSREUY et al., 1997).
Outros trabalhos mostram o fucoidan como um potente inibidor da migracdo de
leucécitos através da interacdo com P e L-selectinas (KLINTMAN et al., 2002).
Baseado no fato de que fucanas de alto peso molecular inibem o rolamento de
leucécitos induzidos por zymosan via ligacdo com L- e P-selectinas (WESTON;
PARISH, 1991; ARUFFO et al., 1991), pode-se especular que o polissacarideo de L.
Variegata possa estar atuando por essa mesma via. Reforgando este fato, foi visto
gue fucanas sulfatadas inibem adesdo de marcadores radioativos e neutréfilos a
superficie de artérias coronarias de porcos (CHAVET et al.,, 1999). Como se sabe
que os neutréfilos sdo as principais células de defesa do organismo, sendo
consideradas células efetoras primarias nas em reacdes inflamatérias agudas
induzidas por agentes infecciosos (VECCHIARELLI et al., 2000), percebe-se que o
PLS age na inibicdo da migragéo principalmente destas células (mais de 70%). Além
disso, com o0 estabelecimento do processo infeccioso um extenso numero de
neutrofilos € recrutado da corrente sanguinea para o tecido lesado, processo
facilitado pelo efeito de mediadores inflamatoérios, estes mediadores promovem a
dilatagdo dos vasos e consequente aumento da permeabilidade vascular
(ANDREWS; SULLIVAN, 2003), como ja mostrado este ultimo processo também foi
inibido pelo PLS em mais de 40%. Portanto, € visto que o PLS de Lobophora

variegata inibe tanto os eventos celulares, como também vasculares.

A inflamacdo é um conjunto complexo de eventos modulados por uma
variedade de mediadores de origem celular e plasmatica. Portanto, sabe-se que a
formacdo de edema € resultado de um sinergismo entre varios mediadores
inflamatérios que induzem aumento de permeabilidade vascular e/ou do fluxo
sanguineo (WILLIAMS; PECK, 1977). Neste estudo, o polissacarideo sulfatado de L.
variegata inibiu o edema induzido por dextrana apenas nos primeiros 30 minutos de

seu desenvolvimento, com um percentual pequeno (19%) em relacdo a inibicdo

observada sobre os edemas induzidos por zymosan (32%) e carragenina (47%).
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Visto o efeito antiedematogénico do PLS sobre o edema induzido por estes dois
ultimos agentes ter ocorrido numa fase mais tardia, durante todo o curso temporal do
zymosan e na segunda hora de desenvolvimento do edema elicitado por carragenina
(com maior acdo no tempo de 120 minutos), sugere-se que 0 mecanismo pelo qual o
PLS produz sua atividade anti-edematogénica exclua os mediadores de fase inicial
histamina, serotonina e bradicinina no edema de pata induzido por agentes néao

osmoticos.

Segundo Guhring (2001) a expressdo maxima de mRNA da iNOS
detectada no edema de pata causado por zymosan é ocasionado apds a 32 hora de
sua administracdo. Dados da literatura mostram que a injecdo subplantar de
inibidores ndo seletivos da oOxido nitrico — sintase inibem a fase inicial do
desenvolvimento do edema induzido por zymosan. Por outro lado, inibidores nao
seletivos de ciclooxigenases reduzem a fase tardia do edema induzido por este
estimulo. Além disso, sabe-se que o zymosan produz efeito edematogénico a partir
de 30 minutos, com atividade méxima em 1 hora (CUZZOCREA et al., 1996). O
edema de pata induzido por zymosan apresentado neste trabalho seguiu o padrao
relatado na literatura e a analise de quais mediadores estariam sendo inibidos pelo
PLS de L. variegata foi feita através da inducdo de edema de pata por agentes
flogisticos especificos visando estimular a producdo de NO e prostaglandinas,
usando como controle de inibicdo o L-NAME e a indometacina, respectivamente. Os
dados obtidos corroboram com a literatura e mostraram que o L-NAME (inibidor ndo
seletivo da NO sintase) (MONCADA et al., 1991) inibiu a fase inicial do edema
induzido por L-arginina, utilizada como substrato para a geracdo de NO. Foi
evidenciado que o PLS apresentou um potencial de inibicdo semelhante ao L-NAME
até 120min, apresentando, no entanto, maior percentual inibitério apds este periodo.
Isto sugere que o PLS, além de interferir com a via da NO sintase, pode estar
bloqueando a via das ciclooxigenases a partir de 120 min do curso temporal do
edema induzido por L-arginina. Também foi demonstrado que a indometacina
(inibidor ndo seletivo de ciclooxigenase) inibiu o0 curso temporal do edema de pata
elicitado pela fosfolipase A, a partir da primeira hora de seu desenvolvimento. A
fosfolipase A, cataliza a hidrélise do acido araquidénico a partir dos fosfolipideos de
membrana por duas vias metabdlicas, a via das ciclooxigenases e das

lipoxigenageses formando os mediadores inflamatérios prostaglandinas,
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tromboxanos e leucotrienos (KINI; EVANS, 1989). Demonstrou-se que o efeito
inibitério do PLS sobre o edema induzido pela fosfolipase A, seguiu 0 mesmo
padrao de inibicdo daquele mostrado pela indometacina a partir da segunda hora de
desenvolvimento, sugerindo, realmente, a acao inibitéria do PLS na formacao de

prostaglandinas.

Tem sido descrito que as fosfolipases induzem aumento de
permeabilidade microvascular e do fluxo sanguineo na pata de ratos e camundongos
causando edema (LANDUCCI et al., 1998; ZULIANI et al., 2004). A formacéo de
edema pode estar também fortemente associada a ativacdo de mastdcitos (CIRINO
et al., 1989; LANDUCCI et al., 1998), que expressam e liberam fosfolipases do tipo Il
que tém a funcdo de modular a degranulagéo destas células (ZULIANI et al., 2004).
Recentemente foi relatado que fucoidans possuem acgéo sobre a elevacao dos niveis
de 6xido nitrico produzidos em macréfagos residentes via ativacdo de quinases
dependentes de p-38 NF-kB. Apesar de ainda né&o ter sido elucidado, o fucoidan
pode afetar a formacdo de NO em macréfagos estimulados por lipolissacarideo,
atraves da inibicdo da expressédo de LPS mediado pela enzima 6xido nitrico sintase
induzida (iNOS) via blogueio da ativacdo de AP-1. Ademais, experimentos in vitro
demonstraram que o fucoidan estimula a expressédo da iINOS e inibem a producéo
de NO induzido por LPS em macréfagos residentes (NAKAMURA et. al., 2006). Isso
reforca as evidéncias da literatura afirmando a possivel interacdo entre as vias
biossintéticas do NO e PG. (MOLLACE et al., 2005; SALVEMINI et al., 1996)

Por outro lado, o PLS de L. variegata ndo apresentou atividade pro-
inflamatoria, ndo estimulando, portanto, a formacéo de edema de pata em ratos. De
acordo com estes resultados, a avaliacdo in vitro do efeito do PLS sobre as
contragdes induzidas por fenilefrina em anéis de aorta de ratos, também néo
evidenciaram uma grande acdo vasodilatadora. Sabe-se que células endoteliais
vasculares séo responsaveis pela producéo de fatores contracturantes (endotelina e
angiotensina Il) (MOMBOULI; VANHOUTTE, 1999; ANDERSON, 1999) e relaxantes
(6xido nitrico, prostaciclinas e fatore hiperpolarizante derivado do endotélio) que
agem na manutencdo da homeostasia vascular (FELETOU; VANHOUTT, 1988;
MONCADA et al., 1991; SHIMOKAWA, 1999). Efeitos relaxantes que ocorrem com

dependéncia do endotélio sdo mostrados em aortas de ratos por nosso grupo
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através do uso de lectinas de algas marinhas e plantas leguminosas (LIMA et al.,
2004; GADELHA et al., 2005). Contudo, de acordo com 0s nossos achados, esses
estudos sdo escassos na literatura quando relacionados a polissacarideos
sulfatados. Apesar do PLS de Lobophora variegata nao ter induzido edema de pata,
e conseglentemente, ndo apresentar efeito no aumento do fluxo sanguinea,
procuramos confirmar esse efeito através de um modelo de dilatacdo vascular in
vitro, utilizando anéis de aorta de ratos. O PLS apresentou efeito relaxante somente
na dose de 300ug/mL em anéis de aorta contraidos com fenilefrina. Estes dados
podem ser correlacionados aos experimentos in vivo onde foi visto que o PLS além
de inibir prostaglandinas inibe NO que é um fator derivado do endotélio. Isto sugere
que estas acdes in vitro podem estar correlacionadas ao papel dos fatores derivados

do endotélio.

A identificacdo do exato mecanismo de agdo do PLS de L. variegata
carece de maiores investigagdes. No entanto, estudos indicam que as atividades
biolégicas destes compostos estdo relacionadas com as interacdes entre
carboidratos e proteinas, e estas sdo fatores determinantes para a funcao bioldgica
e fisiologica destes compostos (WILLIANS; DAVIES, 2001). E possivel que
moléculas de polissacarideos sulfatados possuam suas atividades biologicas por
dois mecanismos. Um é a interagdo com células e a outra é a interacdo com fatores
do crescimento/ citocinas que regulam proteoglicanos (SATO et al., 2008). O efeito
biologico de fucanas tem sido dependente do grau de sulfatacdo e do tamanho da
molécula do polissacarideo (ALBUQUERQUE, 2005). Estudos com fucanas de algas
demonstraram que suas estruturas sdo muito complexas e variam de espécie para
espécie e as vezes em diferentes partes da mesma planta ou mesmo de acordo com
o método de purificagdo (FARIAS, 1993; DIETRICH et al.,, 1985; ALVES, 2000;
CHEVOLOT et al.,, 2001 apud ALBUQUERQUE, 2005). Esta complexidade esta
relacionada a muitas possibilidades de ligages entre diferentes monossacarideos e

de distribuicdo dos grupos sulfato.

E importante ressaltar que o tratamento endovenoso dos animais com, o
PLS nao causou toxicidade in vivo (peso corporal, 6rgao, funcdo renal e hepatica,
etc.) e in vitro, visto que o PLS n&o alterou a responsividade do endotélio das aortas,

quando contraidas com KCIl. O numero de leucécitos circulantes no sangue
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(leucograma) dos animais tratados com o polissacarideo também n&o foi afetado
sugerindo que este carboidrato ndo promoveu aglutinacado de leucocitos ou efeitos
secundarios nos tecidos linféides, mantendo preservado o numero de células de
defesa. Na avaliacdo da funcéo renal, foi visto que as dosagem de uréia e creatinina
nao foram alteradas, assim como as atividades cinéticas das enzimas hepaticas
(aspartato amino transferase e alanina amino transferase) sugerindo o
funcionamento normal do rim e figado, respectivamente. O equillibrio osmatico, visto
através das alteracbes plasmaticas de albumina e globulina, também né&o foi
alterado sugerindo que o PLS apresenta uma excelente tolerancia pelos animais,
uma vez que o tratamento agudo n&o provocou alteracdo em nenhum dos

parametros descritos.

Estes resultados sugerem que este polissacarideo sulfatado da alga parda
Lobophora variegata pode abrir o campo das industrias farmacéuticas a novas
substancias com grandes propriedades antiinflamatéria. Aléem disso, a auséncia de
efeito anticoagulante, sugere uma importante acdo imunomoduladora. Deste modo a
acdo desses compostos sempre vem acompanhada de novas perspectivas de
descobertas de um novo farmaco ou de um novo composto a ser utilizado pelas

industrias, tais como, quimica, farmacéutica ou alimenticia.

Por fim, os resultados do presente trabalho mostram o potencial
farmacoldgico do PLS de L.variegata como ferramenta para o estudo da inflamagéo
e aplicacao biotecnoldgica. Em conclusao, através deste estudo estendem-se ainda
mais a lista de atividades biolégicas de polissacarideos sulfatados de algas

marinhas, principalmente em acdes in vivo na inflamacao que ainda séo raras.
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Figura 17 — MECANISMO DE ACAO DO PLS. Possivel mecanismo de acéo do
polissacarideo sulfadado da alga lobophora variegata, mostrando a inicdo dos
eventos vasculares (Oxido Nitrico-NO e Prostaglandinas-PG) e celulares (interacdo

do neutrofilo aos carboidratos de membrana).
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6 CONCLUSOES

- O polissacarideo sulfatado da alga parda Lobophora variegata
apresentou atividade anti-inflamatoria sobre modelos de inflamagé&o in vivo (modelo

de edema de pata e peritonite).

- O PLS, injetado endovenosamente, inibiu os edemas de pata induzidos

por dextrana, carragenina, zymosan, L-arginina e fosfolipase A;.

- O efeito antiedematogénico do PLS parece ocorrer através da inibi¢cdo

das enzimas oxido nitrico sintase e ciclooxigenase.

- A auséncia no efeito edematogénico do PLS foi correlacionada com sua
baixa acdo sobre o relaxamento encontrado em anéis de aorta endotelizados na

contratilidade.

- O PLS agiu nos eventos vasculares e celulares do processo inflamatorio
agudo ao inibir o aumento da permeabilidade vascular e a migracdo de neutrofilos

induzidas por zymosan.

- O PLS de L. variegata ndo apresentou toxicidade, ndo tendo provocado
aglutinacdo de leucdcitos, edema, alteracdo no numero de células de defesa e da

funcao renal ou hepatica.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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