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RESUMO 

Introdução: Polissacarídeos sulfatados compreendem um grupo de biopolíme-
ros, heterogêneos e complexos oriundos da matriz extracelular de algas mari-
nhas. Os polissacarídeos sulfatados da alga marinha vermelha G. caudata tem 
sido bastante estudado devido às suas propriedades e características bioquí-
micas específicas, que prover alguns efeitos farmacológicos comprovados, 
dentre os quais se destaca sua ação anti-inflamatória. Objetivo: O presente 
trabalho teve como objetivo avaliar a ação anti-inflamatória e antioxidante do 
polissacarídeo sulfatado da Gracilaria caudata sobre os efeitos da lesão hepá-
tica induzida por nimesulida em camundongos. Métodos: O polissacarídeo foi 
submetido a testes farmacológicos, neste estudo foram utilizados camundon-
gos Swiss machos pesando entre 25-30 g, sendo divididos em grupos de 8-10 
animais. A lesão hepática foi induzida usando a nimesulida 200 mg/kg uma vez 
ao dia durante 5 dias consecutivos e após cada indução os animais foram tra-
tados com o polissacarídeo sulfatado da G. caudata nas doses de 2,5, 5 ou 10 
mg/kg. Após o último dia de indução da lesão hepática e tratamento com o po-
lissacarídeo foram coletados os soros dos animais e depois eutanasiados e 
tiveram seus fígados retirado para avaliação dos escores histológicos, peso 
relativo e dosagens bioquímicas como: mieloperoxidase, interleucina 1 beta, 
fator de necrose tumoral alfa, glutationa, ácido malonildialdeído, nitrato/nitrito, 
além dos marcadores de função hepática como alanina amino transferase, as-
partato amino transferase e gama glutamil transferase. Resultados: O trata-
mento dos animais com este polissacarídeo na dose de 10 mg/kg demonstrou 
um padrão de redução da lesão hepática através da visualização histológica, 
bem como uma diminuição do peso do fígado mesmo. Além disto, o polissaca-
rídeo em questão, mostrou uma redução significativa de todos os testes bio-
químicos avaliados, especialmente os marcadores de migração de leucócitos 
como mieloperoxidase, citocinas pró-inflamatórias (IL-1β e TNF-α), marcadores 
de estresse oxidativo in vivo (ácido malonildialdeído, glutationa e nitrato/nitrito) 
e os marcadores de função hepática (alanina amino transferase, aspartato 
amino transferase e gama glutamil transferase). Conclusão: Os resultados 
apresentados neste estudo permitem concluir que a ação anti-inflamatória do 
polissacarídeo sulfatado da G. caudata foi comprovada, revertendo os parâme-
tros histológicos no modelo de doença de lesão hepática induzida por nimesuli-
da. Sugerindo, desta forma, uma relação deste polissacarídeo com a inibição 
do mecanismo de infiltração neutrofílica por mitigar o aporte de citocinas pró-
inflamatórias e diminuir o estresse oxidativo nos locais da lesão, além de resta-
belecer a funcionalidade hepática ao restaurar os níveis dos marcadores pre-
sentes no fígado. Isto permite sugerir este polissacarídeo como um potente 
candidato ao tratamento de lesão proveniente ao uso exacerbado da nimesuli-
da. 

Palavras-chave: Migração de neutrófilos. estresse oxidativo. lesão hepática. 
nimesulida. processo inflamatório. 
 

 

 



 
 

Abstract 

Introduction: Sulphated polysaccharides comprise a group of heterogeneous 
and complex biopolymers from the extracellular matrix of marine algae. The 
sulfated polysaccharides of the red sea kelp G. caudata have been well studied 
due to their specific biochemical properties and characteristics, which provide 
some proven pharmacological effects, among which its anti-inflammatory action 
is highlighted. Objective: The objective of this study was to evaluate the anti-
inflammatory and antioxidant action of Gracilaria caudata sulphated polysac-
charide on the effects of nimesulide-induced hepatic injury in mice. Methods: 
The polysaccharide was subjected to pharmacological tests, in this study Swiss 
male mice weighing between 25-30g were used and divided into groups of 8-10 
animals. Hepatic injury was induced using nimesulide 200mg/kg once daily for 5 
consecutive days and after each induction the animals were treated with the 
sulfated polysaccharide of G. caudata at doses of 2.5, 5 or 10 mg / kg. After the 
last day of induction of hepatic lesion and treatment with the polysaccharide, 
sera were collected from animals and then euthanized and their livers removed 
for evaluation of histological scores, relative weight and biochemical dosages 
such as myeloperoxidase, interleukin 1 beta, necrosis factor tumoral alpha, glu-
tathione, malonyldialdehyde acid, nitrate/nitrite, as well as liver function markers 
such as alanine amino transferase, aspartate amino transferase and gama glu-
tamyl transferase. Results: Treatment of the animals with this polysaccharide at 
a dose of 10mg/kg demonstrated a pattern of reduction of liver damage through 
histological visualization as well as a decrease in liver weight even. In addition, 
the polysaccharide in question showed a significant reduction of all the bio-
chemical tests evaluated, especially leukocyte migration markers such as 
myeloperoxidase, proinflammatory cytokines (IL-1β and TNF-α), markers of ox-
idative stress in vivo malonyldialdehyde, glutathione and nitrate/nitrite) and 
markers of hepatic function (alanine amino transferase, aspartate amino trans-
ferase and gamma glutamyl transferase). Conclusion: The results presented in 
this study allow us to conclude that the anti-inflammatory action of the sulfated 
polysaccharide of G. caudata has been proven, reverting the histological pa-
rameters in the hemodialysis disease model induced by nimesulide. Thus, it 
suggests a relation of this polysaccharide with the inhibition of the mechanism 
of neutrophil infiltration by mitigating the supply of pro-inflammatory cytokines 
and reducing oxidative stress at the sites of the lesion, in addition to restoring 
liver function by restoring the levels of the markers present in the liver. This al-
lows to suggest this polysaccharide as a potent candidate for the treatment of 
injury resulting from the exacerbated use of nimesulide. 

 

Keywords: Migration of neutrophils. oxidative stress. Liver injury. nimesulide. 

inflammatory process. 
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INTRODUÇÃO 

As algas marinhas possuem uma imensa diversidade biológica e habi-

tam em inúmeros ambientes, a destacar os oceanos, além de apresentarem 

uma rica fonte de metabólitos secundários ainda desconhecidos, mas com um 

amplo espectro de utilização (RAVEN et al., 2001; ALMEIDA, 2011). Tem cha-

mado a atenção dos pesquisadores devido a presença de compostos bioativos 

estruturalmente diversos com valiosos potenciais farmacêuticos e biomédicos. 

Dos inúmeros e diferentes compostos bioativos extraídos das algas, podemos 

destacar a classe dos polissacarídeos sulfatados. 

Diversas atividades biológicas já foram descritas na literatura exercidas 

por polissacarídeos, que possuem estruturas químicas destes polímeros 

variados de acordo com as espécies de algas. De tais atividades, podemos 

destacar as de anticoagulantes e analgésicas (CAPEK et al. 2003; NERGARD 

et., 2005). Além de demonstraram efeitos antioxidante e anti-inflamatórios 

(SILVA et al. 2012; BRITO et al. 2013) por diminuírem a produção e liberação 

de radicais livres e fornecer uma prevenção a danos oxidativos no organismo 

vivo. Nos últimos anos, os polissacarídeos sulfatados de algas marinhas 

vermelhas, são os que vem mais se destacando com seus potenciais efeitos 

terapêuticos, devido a vasta variedade dessas algas na costa brasileira, além 

de possuirem os efeitos anteriormente citados, apresentam propriedades 

antitrombóticas, antivirais, anti-tumorais e efeitos imunomoduladores (QUIN-

DERÉ, 2013). 

O PLS da Gracilaria caudata demonstrou atividades anti-inflamatórios, 

antinociceptivos, além de uma gastroproteção. Essas características são ad-

vindas, principalmente pela redução de citocinas pro-inflamatórias (IL-1β e 

TNF-α) envolvidas na regulação do processo de reparo tecidual, bem como 

recrutamento de polimorfos nucleares, que na tentativa de restaurar a homeos-

tase, acabam gerando um estresse oxidativo. (BARROS et al. 2013; CHAVES 

et al. 2013). 

A Lesão hepática induzida por drogas tem ganhado notoriedade como 

um grande problema que desafia os profissionais de saúde, bem como a indús-

tria farmacêutica e agências reguladoras de medicamentos (HOLT & JU, 2006). 

De acordo com um estudo realizado nos Estados Unidos em 2002, essas le-
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sões providas de utilização medicamentosa responde por mais de 50% de insu-

ficiência hepática aguda. Por causa da morbidade e mortalidade significativa 

associadas à essa injúrias induzidas por drogas, A Food and Drug Administra-

tion (FDA) retirou vários medicamentos do mercado, incluindo bromofenac, 

ebrotidine e troglitazona. Outras drogas hepatotóxicas, como a risperidona, tro-

vafloxacin, e nefazodona foram atribuídos classificadas em "tarja preta". 

(HUNTER et al. 1999; KOHLROSER et al. 2000; LASSER et al. 2002; 

THAMES, 2004). 

Dentre dos medicamentos que podem levar a uma lesão, podemos des-

tacar a nimesulida (4’-nitro-2’-fenoxi-fenilmetanosulfonamida), representante do 

grupo dos anti-inflamatórios não esteroidais (AINEs) – classe de medicamentos 

com uma relativa segurança à toxicidade no fígado – é praticamente metaboli-

zada e depurado em sua totalidade pelo fígado, tem demonstrado um aumento 

de lesão hepática aguda (ROMERO-GOMEZETAL, 1999; ONG et al 2006; 

WANG et al, 2011). A mesma ainda pode causar um dano significativo, eviden-

ciado por aumento nas aminotrasnferases por estudos de Wang e colaborado-

res (2011) e Leone e colaboradores (2014). Corraborando com tais dados, es-

tudos histopatológicos confirmaram toxicidade elevada, além de colestase e 

necrose hepática (MERLANI et al, 2001; BOELSTERLI, 2002; BOELSTERLI et 

al, 2006). Estudos experimentais com animais desenvolvidos por ONG e cola-

boradores (2006), demonstrou hepatotoxicidade devido a administração de ni-

mesulida.  

Então sabendo das propriedades anti-inflamatorias, principalmente no 

que diz respeito a gastroproteção, proporcionada por PLS de algas, principal-

mente aquelas classificadas do tipo “vermelhas”, torna-se viável a avaliação da 

atividade da a Gracilaria caudata em parâmetros lesivos do fígado, bem com 

verificar a participação da sua proteção no processo de injuria por nimesulida 

no tecido hepático. 
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2. Revisão de Literatura  

2.1 Algas marinhas vermelhas como fontes de polissacarídeos sulfatados 

e seus efeitos. 

O Brasil possui uma enorme biodiversidade aquática, as algas marinhas 

são os organismos que melhor representam essa diversidade. Do total de 

32.000 espécies conhecidas, pelo menos 820 táxons foram identificados ao 

longo da costa brasileira. Para sobreviver no ambiente aquático altamente 

competitivo, as algas marinhas têm desenvolvido estratégias de defesa que 

resultam em uma enorme diversidade de compostos produzidos através de 

diferentes vias metabólicas. Isto faz das algas marinhas, organismos promisso-

res como fonte de novos compostos bioquimicamente ativos, além de compos-

tos essenciais para a nutrição humana (SORIANO et al., 2011).  

As macroalgas ocorrem em todo o globo e sendo a base da cadeia ali-

mentar, serve como fonte de nutrientes para uma grande variedade de orga-

nismos aquáticos. Elas são os principais consumidores de nitrato e CO2 e libe-

ram uma grande quantidade de oxigênio para a atmosfera via fotossíntese. 

Consequentemente as algas desempenham um papel vital na manutenção do 

equilíbrio marinho e preservação da biodiversidade. Algas e produtos de algas 

também têm um impacto econômico em vários setores, como na aquicultura, 

na indústria farmacêutica, biomedicina, medicina veterinária e indústria de 

cosméticos (SORIANO et al., 2011). 

As rodófitas ou algas vermelhas constituem o grupo com o maior número 

de espécies na costa brasileira. As rodófitas são quase que exclusivamente 

macroscópicas, sendo organismos de portes médios ou grandes, possuem um 

conteúdo razoável de biomassa. Os produtos naturais de algas vermelhas ca-

racterizam-se pela grande abundância de substâncias com atividade biológica 

(REPKA et al., 2004). Estes compostos estruturalmente bioativos são importan-

tes fontes de novas substâncias de uso terapêutico e estético. E relatos de di-

versos pesquisadores afirmam que as algas marinhas são fontes de compostos 

que exibem várias atividades biológicas relevantes (WIJESEKARA & KIM, 

2010; WIJESEKARA & YOON & KIM, 2010). 

Algas marinhas vermelhas biossintetizam principalmente polissacarídeos 

sulfatados (PLS), polímeros de açúcares complexos e heterogêneos constituí-
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dos de unidades repetitivas alternadas de β (1 → 4) D-galactose e α (1 → 3) D-

galactose dotados de radicais sulfatos os quais são componentes da matriz 

extracelular e de grande aplicação em biotecnologia (ARAÚJO et al., 2008; 

FONSECA et al., 2008; CAMPO et al., 2009; RODRIGUES et al., 2009), sobre-

tudo devido à sua biocompatibilidade e atoxicidade (FARIAS, 2014). 

Polissacarídeos sulfatados compreendem um grupo de macromoléculas 

heterogéneas e complexas de origem não mamífera que são encontrados em 

concentrações elevadas na matriz extracelular e estão envolvidas em funções 

iônicas, mecânicas e osmóticos das algas marinhas (POMIN & MOURÃO, 

2008). Recentemente, vários estudos têm-se centrado sobre estes polímeros 

que têm sido isolados a partir de diferentes espécies de algas, devido à sua 

grande aplicabilidade biomédica, farmacológica e toxicidade relativamente bai-

xa (RODRIGUES et al., 2012). 

 São inúmeras a atividade biológicas descritas sobre polissacarídeos sul-

fatados extraídos de algas marinhas, a saber: ação antioxidante (SUDHARSA-

NA et al., 2015); antinociceptiva (RODRIGUES et al., 2012; PEREIRA et al., 

2014); prevenção de danos gastrintestinais (SILVA et al., 2012); antibacteriana 

(VIJAYABASKAR & VASEELA & THIRUMARAN, 2012); anticoagulante e anti-

trombótico (DOREA et al., 2013); antitumoral (YE et al., 2008); antiangiogênica 

(CONG et al., 2016); antiviral (SYNYTSYA et al., 2014); imunomodulatória (KIM 

& JOO, 2008); anti-inflamatória (BATISTA et al., 2014); anticolite (BRITO et al., 

2014) etc. Isto prova a vastidão de atividades biológicas das quais os polissa-

carídeos sulfatados de algas marinhas são capazes de realizar. 

De acordo com o estudo de Silva et al. (2011), o PLS da Gracilaria cau-

data tem um efeito potencial na gastroproteção induzida por etanol. Seu  me-

canismo de proteção pode estar relacionada com a diminuição da produção de 

radicais livres e peroxidação lipídica. Outro estudo mostrou que o PLS da Gra-

cilaria caudata reduziu a resposta inflamatória e hipernociceptiva por diminuir a 

migração de neutrófilos e concentrações de citocinas importantes no curso da 

inflamação. (CHAVES, et al. 2013). 

 

2.2 – Fígado: Anatomia e função 

O fígado encontra-se na cavidade abdominal na região do hipocôndrio 

direito, lateralmente ao estômago, logo abaixo do diafragma, superior ao pân-
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creas e anterior à vesícula biliar, é considerado um grande órgão sólido do cor-

po humano, apresentando um peso aproximado de 1,5kg e de coloração mar-

rom-avermelhada (COELHO, 2011). Segundo Ishibashi e colaboradores 

(2009), podemos dividir estruturalmente e histologicamente em cinco sistemas 

de tecidos: Sistema vascular, hepatócitos e lóbulo hepático, células sinusoidais 

hepáticas, sistema biliar e estroma. Seu volume, basicamente, corresponde a 

cerca de 80% de hepatócitos e o restante do órgão sendo basicamente consti-

tuído de células não parenquimais, incluindo células endoteliais que correspon-

de a 3%, células de Ito, células de Kupffer (macrófagos residentes) e linfócitos 

em proporções menores, ficando aproximadamente 13% do volume correspon-

dente ao espaço extracelular (GAO et al., 2008). O fígado é responsável pela 

síntese de proteínas séricas, metabolismo de aminoácidos, lipídeos e carboi-

dratos, secreção de bile e desintoxicação de compostos xenobióticos (DUN-

CAN et al., 2009). Estudos recentes consideram que o fígado também possui 

um papel importante no sistema imunológico (RACANELLI & REHERMANN, 

2006; GAO et al., 2008) pois representa uma das principais fontes de muitos 

componentes da resposta imune inata, incluindo as proteínas do complemento 

e da fase aguda, a citar a proteína reativa-C, hepatoglobina, anti-α1 antitripsna, 

assim como citocinas inflamatórias, como por exemplo a interleucina 6 e quimi-

ocinas (ISHIBASHI et al. 2009) 

O fígado é formado por quatro lóbulos pouco definidos (Fig. 1). Dois va-

sos são responsáveis pelo aporte sanguíneo no loca, sendo eles: A veia porta, 

regindo 75-80% do volume sanguíneo aferente, rico em nutrientes absorvidos 

no trato digestório bem como, produtos secretados do baço e pâncreas; e a 

artéria hepática, fornecendo o restante do sangue, oxigenado, para o fígado 

através das artérias interlobar e interlobular. O sangue tanto da artérias hepáti-

ca quanto a veia porta misturam-se nos sinusóides, convergindo para a veia 

central do lóbulo hepático. Por sua vez, as veias centrais convergem para for-

mar as veias sublobulares e o sangue retorna ao coração através da veia cava 

inferior, seguindo veias coletoras e veias hepáticas (KIERSZENBAUM, 2004; 

EIPEL et al., 2010). 
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basolateral e um apical. O domínio basolateral está voltado para o espaço de 

Disse, auxiliando no processo de absorção de substâncias advindas do sangue 

e na secreção deproteínas plasmáticas. O lado apical contém microvilosidades 

e forma os canalículos biliares onde é secretado a bile (PESSOA, 2017). 

Além do lóbulo hepático, as células sinusoidais tem o seu destaque, são 

compostas por células endoteliais e os macrófagos residentes, as de Kupffer. 

As endoteliais constituem a parede do sinusóide, cujo apresenta espaços inter-

culares que culmina na troca de fluidos e partículas provenientesdo sangue e o 

espaço de Disse (COELHO, 2011), já as células de Kupffer encontram-se loca-

lizadas no interior dos sinusóides. Diversos estímulos, como por exemplo, as 

inflamação ou até mesmo as infecções, levam à hipertrofia e hiperplasia des-

sas células, que passam a realizar endocitose e secretar várias substâncias, 

como citocinas e várias enzimas. Além delas, podemos destacar células estre-

ladas ou conhecidas como células de Ito, no espaço de Disse, as quais estão 

intrinsicamente ligadas ao metabolismo e o acúmulo de vitamina A. Existindo 

situações que afetem a homeostasia hepática, as células de Ito podem se 

transformar em miofibroblastos, secretando vários tipos de colágeno e lamini-

na, corroborando a um quadro de fibrose (KIERSZENBAUM, 2004; ALVES & 

MELLO, 2006; GUZMAN, 2008; MCCUSKEY, 2008; ISHIBASHI et al., 2009). 

 

2.3 – Metabolismo hepático dos xenobióticos  

O fígado é o principal órgão de metabolismo dos fármacos. Comumente, 

medicamentos administrados via oral (v.o.) são absorvidos em sua composição 

de droga base, não sofrendo alteração no trato gastrointestinal e são transpor-

tados até o tecido hepático através da circulação porta, evento esse chamado 

de efeito de primeira passagem (GOLAN et al,. 2014). Assim, possibilitando ao 

fígado a oportunidade de metabolizar as drogas antes de alcançarem a circula-

ção sistêmica e, consequentemente, seu tecidos-alvo. 

Os fármacos sofrem um processo chamado de biotransformação nos 

hepatócitos antes de sua excreção pela urina ou outra via excretória. Muitas 

substâncias medicamentosas possuem características lipofílicas, o que permite 

uma maior facilidade do fármaco atravessar as membranas celulares. Contra-

partida, essa mesma característica química também pode dificultar a sua ex-

creção renal, visto que a depuração pelo rim exige que esses fármacos se tor-
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nem mais hidrofílicos, de modo que possam ser dissolvidos na urina aquosa 

(SCHINONI, 2006). Por finalidade, o objetivo das reações de biotransformação 

é tornar os compostos mais hidrossolúveis para torná-los mais passíveis de 

excreção renal.  

As reações envolvidas nesse processo são divididos em dois tipos: a 

primeira fase, ficando ao cargo de enzimas associadas a membranas, que são 

expressas no retículo endoplasmático dos hepatócitos, em sua maioria, hemo-

proteínas monooxigenases da classe do citocromo P450 e que compreende a 

processo de oxidação/redução e a segunda fase que está relacionado a conju-

gação/hidrólise (VAN BEZOOIJEN, 1984). 

Geralmente, as reações de oxidação modifica o fármaco em metabólitos 

mais hidrofílicos pela adição direta de grupos funcionais polares ou exposição 

desses grupos, como grupos hidroxila (-OH), tiol (-SH) ou amina (-NH2) (GO-

LAN et al,. 2014). Culminando em metabólitos que são farmacologicamente 

inativos e podem ser secretados sem qualquer modificação adicional. Porém, 

alguns produtos de reações de oxidação/redução acabam precisando de mais 

modificações para que possam ser eliminados, ficando ao carga das reações 

de conjugação (fase II) modificarem os compostos através da ligação de gru-

pos hidrofílicos, como o ácido glicurônico, formando conjugados mais polares 

(FURA, 2006). É importante frisar que tais reações de conjugação ocorrem in-

dependentemente das reações da primeira fase e que as enzimas envolvidas 

nas reações de fase I e de Fase II competem pelos substratos. 

O conjunto de reações mediadas pelo P450 respondem por mais de 

95% das biotransformações oxidativas. Porém, outras vias também podem oxi-

dar moléculas lipofílicas. Um exemplo pertinente de uma via oxidativa não-

P450 é a monoamina oxidase (MAO). Essa enzima é responsável pela oxida-

ção de compostos endógenos que contêm amina, como as catecolaminas e a 

tiramina e de alguns xenobióticos, incluindo fármacos. (GUENGERICH, 2003). 

 

2.4 – Efeitos Colaterais provenientes do uso de anti-inflamatórios não es-

teroidais (AINEs) - Mecanismos das Lesões Hepáticas induzida por dro-

gas 

Os AINEs correspondem a uma classe de medicamentos mais comu-

mente utilizada pela população mundial frente a processos inflamatórios agu-
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dos e crônicos, apresentando uma boa eficácia terapêutica. Estima-se que no 

Brasil cerca 80 milhões de pessoas fazem uso de automedicação, sendo os 

AINEs os mais utilizados pela população, já nos Estados Unidos, mais de 70 

milhões de AINEs são prescritos, e cerca de 30 bilhões de comprimidos de 

venda livre são comercializados anualmente. (SAKATA & ISSY, 2008). 

Esse grupo de fármacos apresenta uma boa ação anti-inflamatória, 

analgésica e antipirética, entretanto, apesar da maioria dos AINEs serem con-

siderados seguros, podem apresentar efeitos adversos em uma fração signifi-

cativa da população que faz uso por via oral (KONTORGIOGIS, 2002), atrelado 

à isso, o crescente número de agentes que foram introduzidos em uso clínico 

ao longo das últimos décadas, fazem com que doenças hepáticas induzidas 

por drogas venham cada vez sendo mais abordadas.  

A lesão hepática é uma complicação produzida por muitas drogas, o uso 

indiscriminado ou de forma errônea dos AINEs pode mimetizar muitas formas 

de doenças hepáticas agudas ou crônicas, tais como a necrose, hepatite, co-

lestase (redução ou paragem do fluxo biliar), fibrose (cicatrizes), ou uma mistu-

ra de diferentes tipos de lesões, além de serem responsáveis pela icterícia ou 

hepatite aguda em <5% dos pacientes. (LIN & KHETANI, 2016). Também po-

dendo ocorrer acumulo de gordura nos hepatócitos (esteatose), sabendo que 

ela está intrinsicamente ligada a síndrome metabólica que será afetada com 

uma inflamação no tecido, levando a uma superprodução de espécies reativas 

de oxigênio (ROS), produzidas pela peroxidação de lipídeos, tais como malon-

dialdeído (MDA) e a redução de moléculas antioxidantes como a glutationa 

(GSH) (VASCONCELOS et al., 2016). 

Dos mecanismos envolvidos nesse tipo de lesão, metabolitos mais tóxi-

co do composto principal, ou droga base, podem causa fadiga direta da célula, 

afetando a função mitocondrial e, eventualmente, disparando uma cascata de 

respostas imunológicas. Está fase habitualmente depende das isoenzimas cito-

cromo P450. Desta forma, as isoenzimas P450 e outras são basicamente res-

ponsáveis pela oxidação e, portanto, geram metabólitos com potencial de toxi-

cidade (PARANÁ, 2011). Ocorre basicamente o esgotamento da glutationa, 

exaustão de ATP, redução da relação fosforilação/oxidação mitocondrial e ini-

bição da troca respiratória. Como consequência não há elétrons para prover 

oxigênio, portanto, são produzidos metabólitos de oxigênios. Estes, por sua 
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vez, disparam e alimentam a lesão hepatocelular. Em seguida, temos outro 

mecanismo que ocorre na mitocôndria, a inibição da oxidação ß que está en-

volvida na oxidação dos ácidos graxos. Este é o mecanismo de toxicidade pro-

posto para a amiodarona, por causa da esteatose, relacionada a este medica-

mento (LARSON et al, 2009).  

Os metabólitos reativos também se ligam a proteínas. Assim, esses me-

tabólitos tóxicos se transformam em haptenos, os quais são reconhecidos co-

mo um antígeno ou neoantígeno, gerando resposta imunológica. Assim, a cas-

cata de respostas imunológicas é disparada com consequências inflamatórias e 

necróticas para o fígado. Os anticorpos contra os haptenos ativam as células T, 

e estas geram autoimunidades contra diferentes enzimas do CYP450 (PARA-

NÁ, 2011). Esses metabólitos reativos podem também visar células do fígado 

não-parenquimatosas do tipo epiteliais biliar, como acontece nas quinolonas e 

na ativação direta de células estrelares, como, por exemplo, o methotrexate, 

causando fibrose no fígado, ou ainda com ervas, gerando a clássica lesão co-

lestática, associada ao pirrolizidina. Em resumo, na etapa I, começamos com 

um metabólito reativo que causa fadiga direta da célula, inibição mitocondrial 

direta e haptenização, criando haptenos neoantigenicos, que ativam resposta 

imunológica (OLIVEIRA et al., 2005). 

Diversas estratégias têm sido adotadas para evitar os danos gástricos e 

principalmente hepáticos induzidos pelo uso de AINEs, como o desenvolvimen-

to e uso de AINEs com baixo potencial tóxico, redução ou eliminação dos agen-

tes que atuam causando injúrias e intensificação da defesa da mucosa. Porém, 

nem todas essas medidas têm demonstrado muito sucesso (PARANÁ, 2011).  

 

2.5 – Dano hepático por Nimesulida 

A nimesulida [N-(4-nitro-2-fenoxifenil) metanosulfonamida) é uma sulfo-

namida pertencente ao grupo dos AINEs, com ação preferencialmente sobre 

inibição seletiva da cicloxigenase-2 (COX-2), assim possuindo uma propensão 

reduzida para causar efeitos adversos gastrointestinais relacionados a COX-1 

(BENNET, 1999; GIULIANO et al. 2001). Também atua na neutralização da 

formação de radicais livres de oxigênio produzidos durante o processo inflama-

tório, sendo indicada no tratamento de estados febris, processos inflamatórios 

relacionados com a liberação de prostaglandinas e também como analgésico 
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para cefaléias, mialgias e dor pós-operatória. Alguns efeitos adicionais incluem 

a diminuição na produção de citocinas, a redução na produção de enzimas de 

degradação e, esporadicamente a ativação de receptores glicocorticóides 

(BRUNTON et al, 2008).  

Nimesulida foi um medicamento amplamente utilizado no tratamento de 

uma variedade de condições inflamatórias - principalmente na áreas da odonto-

logia e traumato ortopédica, pois tem um início de ação rápida aliviando a sin-

tomatologia - nas últimas três décadas em muitos países do mundo (BHATTA-

CHARYA et al, 2015), embora alguns estudos relatarem que é um dos AINES 

que tem menor incidência de efeitos adversos gastrointestinais, no entanto, 

nunca foi demonstrado claramente. Segundo relatórios da Organização Mundi-

al de Saúde (OMS) sobre reações adversas a medicamentos, atribuiu a nime-

sulida alguns efeitos colaterais que incluem edema periférico, gastrite, estoma-

tite, fasciíte necrozante, síndrome e coagulopatia de Reye com elevação de 

enzimas hepáticas e hepatite aguda.  

Apesar da toxicidade hepática ser raramente relatada como efeito ad-

verso aos AINEs, pode manifestar-se de forma severa, fato que levou alguns 

fármacos dessa classe serem retirados do mercado. No que tange a nimesuli-

da, sua eliminação é quase exclusivamente por meio do metabolismo hepático, 

sendo metabolizada pelas enzimas do citocromo P450, assim, uma insuficiên-

cia hepática pode ocasionar uma modificação quase que completa no perfil 

farmacocinético da nimesulida, aumentando de forma significativa seu metábo-

lito e sua meia-vida plasmática, reduzindo sua eliminação do organismo (BER-

NAREGGI & RAINSFORD, 2005).   

A incidência de hepatotoxicidade induzida por nimesulida não é um dado 

homogêneo na literatura, tendo em vista que seu mecanismo de toxicidade 

ainda não está completamente definido, na maioria dos casos acredita-se ser 

uma reação idiossincrática. Devido a sua toxicidade não ser conhecida a fundo, 

muitos países desenvolvidos não têm permitido a fabricação e comercialização 

de nimesulida após relatos de casos graves de toxicidade hepática, sendo as-

sim comercializada mais nos países em desenvolvimento (POLIMENI et al., 

2006).  

Diversos autores relataram casos clínicos de hepatotoxicidade associa-

da ao uso de nimesulida em vários países (SBEIT et al., 2001; MERLANI et al., 
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2001; RODRIGO et al., 2002; STADLMANN et al., 2002; CHOLONGITAS et al, 

2003; ÖZGUR et al., 2003; PAPAIOANNIDES et al., 2003; OLIVEIRA et al., 

2005; TAN, 2007; CHATTERJEE et al., 2008; NOBRE et al, 2008) tornando 

discutível a segurança desse fármaco nesses aspectos (ARAÚJO, 2012). No 

Brasil, embora a nimesulida seja amplamente aceita e comercializada, não 

existem muitos relatos de toxicidade associada a ela. 

A origem atribuída a lesão é idiossincrásica, isto é, mais metabólica do 

que imunoalérgica (VAN STEENBERGN et al., 1998; BOELSTERLI, 2002), em 

que ao ser processada leva à produção de metabólitos reativos, tóxicos diretos 

ou que se ligam a macromoléculas, formando neoantígenos responsáveis pela 

resposta imunológica (OLIVEIRA et al., 2005). Estudos sugerem que os meca-

nismos de ação relacionado a hepatotoxicidade da nimesulida incluem a for-

mação desses metabólitos que modificam de forma covalente as proteínas 

produzindo lesão mitocondrial e estresse oxidativo direto. (BOELSTERLI, 

2002). Este efeito é decorrido da diminuição produtiva de ATP pela mitocôndria 

devido à dissociação. Além disso, a atividade de seu grupo nitro (NHSO2CH3-), 

presente no fármaco, é o principal responsável pela sua toxicidade, através de 

sua capacidade em interferir na produção de energia e na hemostasia do cálcio 

celular (MINGATTO et al., 2000; MINGATTO et al., 2002). 

           Foi atribuído a nimesulida a habilidade de transferir prótons para a ma-

triz mitocondrial, diminui o potencial da membrana mitocondrial, e aumenta a 

respiração mitocondrial, por consequência, trazendo uma depleção progressiva 

da enzima nicotinamida adenina nucleotídeo fosfato (NADP), à oxidação e à 

depleção de glutationa, ao aumento intracelular das espécies reativas de oxi-

gênio, ao início da mudança da permeabilidade mitocondrial, à depleção de 

ATP, ao aumento do cálcio celular e à necrose nas células de hepatoma hu-

mano incubadas sem albumina (BERSON et al., 2006). 

           Há relatos na literatura que mencionam a citotoxicidade hepática sendo 

mediada por um complexo de sinalização equilibrada onde estão envolvidas 

várias citocinas como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-α), interferon gama 

(IFN-γ), interleucina-1 alfa (IL-1α) e interleucina-6 (IL-6), estando também rela-

cionadas ao estresse oxidativo e à apoptose, por sequência, ativação neutrofí-

lica no local e que possivelmente a nimesulida pode ser um fator relacionado a 
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desregulação de todo esse processo. (COSGROVE et al., 2010; ARAÚJO, 

2012). 

 Diante do exposto, levando em consideração os efeitos anti-inflamatórios 

já comprovados em modelos experimentais sistêmicos e modelo do trato diges-

tivo, faz com que seja viável avaliar o potencial terapêutico do PLS da G. cau-

data em um modelo de lesão hepática ocasionado por nimesulida. 
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3. Objetivos 

3.1. Objetivo Geral 

 Estudar o efeito do Polissacarídeo da Gracilaria caudata (PLS) sobre os 

parâmetros inflamatórios, bem como os marcadores de função hepática 

durante a lesão induzida por Nimesulida em camundongos. 

3.2. Objetivos específicos 

 Avaliar a atividade do PLS sobre a relação peso fígado/peso animal e 

critérios microscópicos do tecido hepático em lesão induzida por Nime-

sulida; 

 Avaliar a ação do PLS sobre os níveis hepáticos de MDA, GSH e Nitrato 

e nitrito de camundongos com lesão induzida por Nimesulida; 

 Avaliar o efeito do PLS sobre a concentração de MPO no fígado de ca-

mundongos com lesão induzida por Nimesulida; 

 Verificar o papel do PLS sobre a produção e liberação de IL-1β e TNF-α 

no tecido hepático de camundongos tratados com Nimesulida; 

 Avaliar os marcadores de função hepática (alanina aminotransferase, 

aspartato aminotransferase, e gama glutamil transferase) nos animais 

com lesão induzida por Nimesulida e tratados com o PLS; 
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4. Metodologia 

4.1. EXTRAÇÃO DO POLISSACARÍDEO SULFATADO (PLS) DA G. caudata  

e sua caracterização. 

A extração do polissacarídeo sulfatado da Gracilaria caudata foi realiza-

da no Laboratório de Bioquímica das Algas Marinhas do Departamento de Bio-

química e Biologia Molecular da Universidade Federal do Ceará. A alga mari-

nha vermelha Gracilaria caudata foi coletada na praia de Flecheiras, Trairí, Ce-

ará, Brasil. A amostra foi identificada com a ajuda de um professor do Instituto 

de Ciências Marinhas da Universidade Federal do Ceará e a espécime foi de-

positada no herbário do Instituto de Ficologia de Ciência do Mar na Universida-

de Federal do Ceará – Fortaleza - CE, Brasil. As amostras foram limpas de epí-

fitas, lavadas com água destilada e armazenadas a -20 °C. Os polissacarídeos 

sulfatados foram extraídos tal como descrito por Farias e colaboradores (2000). 

As caracterizações pertinentes ao polissacarídeo foram feitas anteriormente e 

publicada por Barros e colaboradores (2013). 

4.2. Animais utilizados para os protocolos experimentais. 

Para este estudo foram utilizados camundongos Swiss machos (25–30g) 

provenientes da Universidade Federal do Piauí (UFPI). Protocolado no comitê 

de experimentação animal da própria UFPI, com o número de protocolo 277/16 

(em anexo). Para cada experimento foi utilizado um número de 8-10 animais 

por grupo (n=8 ou n=10). Os animais foram mantidos em ambiente com tempe-

ratura (22 ± 2°C) e ciclo claro/escuro (12/12h) controlados. Além disso, até o 

momento da realização dos experimentos os animais permanecerão com ração 

apropriada e água ad libitum. Todos os tratamentos e procedimentos realizados 

estiveram de acordo com o Guia de Cuidado em Uso de Animais do Colégio 

Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA).  

4.3. Protocolo de indução da lesão hepática por nimesulida em camun-

dongos. 

A lesão hepática foi induzida de acordo com método descrito por Singh 

(2012) com modificações. Os animais não sofreram restrição alimentícia e tive-

ram livre acesso a água. A lesão foi induzida pela administração de nimesulida 

100 mg que foi diluída em Tween 80 a 1,5% e administrada via intragástrica por 
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um processo de gavagem através de uma cânula em uma concentração de 200 

mg/kg um vez ao dia durante um período de cinco dias. 

Os animais foram eutanasiados 2h após a última indução que ocorreu no 

quinto dia, com uma dose letal de Quetamina (30 mg/kg) e Xilazina (15 mg/kg). 

Análises dos parâmetros inflamatórios utilizando amostras do tecido do fígado 

para: avaliação histológica, relação peso/comprimento do fígado, MPO, GSH, 

MDA e amostras de soro para os parâmetros de função renal, tais como AST, 

ALT e gama-GT. 

4.4. Avaliação da possível proteção pelo polissacarídeo da Gracilaria cau-

data no curso da lesão hepática  

Para verificar a possível ação anti-inflamatória do polissacarídeo da Gra-

cilaria Caudata, os animais foram divididos igualmente em 5 grupos, com 10 

animais por grupos, descritos da seguinte forma:  Grupo I (controle negativo) os 

animais receberam intragastricamente uma solução salina + Tween 80 a 1,5% 

(500 μL) até a última indução e foram eutanasiados, grupos II (controle positi-

vo) onde recebeu unicamente nimesulida 200 mg/kg ao dia e sofreram proces-

so de eutanásia 2h após a última indução. Já os grupos III, IV, V receberam 

além da nimesulida 200 mg/kg, três doses do PLS em concentrações distintas 

(2,5; 5, 10 mg/kg; i.p; solubilizado em salina) 30min depois de cada indução e 

sofreram eutanásia 2h após a última indução (Figura 2). Foram escolhidas es-

sas doses para o PLS e o período de indução de acordo com os estudos de 

Chaves e colaboradores (2013) e de Nguyen e colaboradores (2015), respecti-

vamente. 
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                PLS 2,5 mg/kg 

200 mg/kg                                     PLS 5 mg/kg 

de nimesulida               PLS 10 mg/kg 

Uma vez ao dia 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Protocolo da avaliação da possível proteção pelo polissacarídeo da Gracilaria 

caudata no curso da lesão hepática. 

 

4.5. Avaliação da relação peso do fígado/peso do animal com ou sem le-

são. 

O primeiro passo foi pesar os animais antes da eutanásia e em seguida, 

os animais com ou sem lesão e tratados com PLS (2,5, 5, 10 mg/kg) tiveram 

seus fígados retirados. Posteriormente, foram pesados e resultados foram ba-

seados na relação a seguir: 

𝑃𝑒𝑠𝑜 =  
𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑑𝑜 𝑓í𝑔𝑎𝑑𝑜

𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑑𝑜 𝑎𝑛𝑖𝑚𝑎𝑙
 

 

Coletado o sangue  e 
foram retirados os fí-
gados e estocados 
amostra para histolo-
gia e análises poste-
riores. 

30 minutos 

5º dia 

 Antes foi coletado o sangue para 
analises dos marcadores de função 
hepática 

 Fora retirados os fígados, de cada 
animal quantificado o peso úmido e 
estocados amostra para histologia 

e análises posteriores. 
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4.6. Avaliação dos escores microscópicos de lesão. 

Amostras do fígado foram imediatamente recolhidas e fixadas a solução 

tamponada a 10% de formaldeído por um período de pelo menos 24 horas an-

tes do estudo histopatológico. O processamento histológico das amostras se-

guiu a metodologia descrita por Vasconcelos e colaboradores (2016), nos se-

guintes passos: desidratação, no aumento das soluções de álcool etílico; diafa-

nização, soluções de xilol; inclusão, as amostras embebidas em parafina. A 

partir da microtomia onde foi obtido cortes de 6 μm que foram corados com 

hematoxilina A avaliação histológica do fígado foi classificada como descrito 

abaixo: a) esteatose (porcentagem de células hepáticas contendo gordura): 

<25% =1; <50% = 2; <75% = 3; <75%=4; b) Inflamação e necrose: um foco por 

campo = 1; E duas ou mais = 2. Além disso, também ocorreu verificação de 

fragmentação nuclear e vacuolização. 

 

4.7. Ensaios bioquímicos 

4.7.1. Ensaio de mieloperoxidase 

Para a quantificação de MPO nos fígados de animais com ou sem lesão 

e tratados com PLS (2,5, 5, 10 mg/kg), frações do fígado foram retiradas e pro-

cessadas para tal fim e a análise dessa enzima seguiu o protocolo estabelecido 

por Bradley e colaboradores (1982). 

Mieloperoxidase (MPO) é uma enzima presente, nos grânulos azurófilos 

dos neutrófilos e tem sido utilizada como um marcador quantitativo da infiltra-

ção de neutrófilos nos processos inflamatórios em vários tecidos. Para mensu-

rar a concentração dessa enzima, 50 a 100 mg do fígado de animais com ou 

sem lesão e tratados com PLS (2,5, 5 e 10 mg/kg), foram colocados em um 

tampão (NaCl0,1 M + EDTA 0,015 M/L de NaPO40,02 M em pH 4,7). Posteri-

ormente, foram homogeneizados num Polytron (13000 rpm) e centrifugado a 15 

minutos (3000 rpm) em uma centrifuga refrigerada (4°C). Logo em seguida, o 

sobrenadante foi retirado e o precipitado, novamente foi centrifugado nas 

mesmas condições e no mesmo tampão. O sobrenadante foi mais uma vez 

retirado, então, o precipitado foi homogeneizado novamente (Polytron - 13000 

rpm) em um outro tampão (HTAB (0,05%)/200 ml de NaPO4 0,05M). A próxima 
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etapa consistia em colocar esse homogenato para congelar e descongelar em 

nitrogênio líquido (2X). 

Posteriormente, o homegenato foi centrifugado a 10000-20000 rpm por 

15 minutos. Finalmente, o sobrenadante foi pipetado numa placa (5-10 l) e 

acrescentou-se nessa placa 45 l de NaPO4 0,08M junto com a solução de lei-

tura (TMB 25  + H2O2 100 l). A reação foi terminada com o acréscimo de 

H2SO4 50 l (4M) e lida em um leitor de placa a 450nm. O resultado foi expres-

so como sendo UMPO/mg de tecido. 

4.7.2. Análise dos níveis de glutationa no tecido hepático 

Após o sacrifício dos animais no último dia de indução, fragmentos do fí-

gado dos animais com ou sem dano hepático e tratados com PLS (2,5, 5 e 10 

mg/kg) foram retirados para a análise dos níveis de glutationa. 

A glutationa reduzida é um tripeptídeo composto de glutamato, glicina e 

cisteina, existente em praticamente todas as células de mamíferos. Ela exibe 

um grande número de funções essenciais para a célula, incluindo transporte de 

aminoácidos, catálise enzimática e proteção contra os efeitos deletérios de ra-

dicais livres endógenos e metabólitos tóxicos Meister (1991). 

O método de Sedlak e Lindsay (1968) foi utilizado para análise de gluta-

tiona nas amostras. Para determinação dos níveis de grupos sulfidrílicos não-

protéicos, uma amostra de 50 a 100 mg dotecido hepático dos animais foi ho-

mogeneizada em 1 ml de EDTA 0.02 M para cada 100 mg de tecido. Alíquotas 

de 400 μL do homogenato foram misturadas a 320 μL de água destilada e a 80 

μL de ácido tricloroacético (TCA) a 50% para precipitação de proteínas. Os tu-

bos foram centrifugados por 15 minutos a 3.000 rpm a 4º C. A um total de 400 

μL do sobrenadante foi adicionado 800 μL de tampão Tris 0,4 M (pH 8.9) e 20 

μL de DTNB (reagente de Ellman) 0,01 M. A mistura foi então agitada por 3 

minutos e a absorbância foi lida a 412 nm em espectrofotômetro. As concentra-

ções de grupos sulfidrílicos não-protéicos foram expressas em μg de NP-SH/g 

de tecido. 

4.7.3. Determinação de malonilaldeído (MDA) no tecido hepático 

Após o sacrifício dos animais no último dia de indução, fragmentos do fí-

gado dos animais com ou sem dano hepático e tratados com PLS (2,5, 5 e 10 

mg/kg) foram retirados para a análise dos níveis de MDA no tecido hepático. 
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Os níveis de malondialdeído no fígado foram determinados pelo método 

de Mihara e Uchiyama (1978). Fragmentos do mesmo foram homogeneizados 

com KCl gelado 1.15% para o preparo de 10% de homogenato. Meio mililitro 

(0.25ml) desse homogenato foi pipetado dentro de um tubo de centrífuga de 10 

ml. Foi acrescentado a esse homogenato 1,5 ml de H3PO4 (1%) e 0,5 ml de 

uma solução aquosa de ácido tiobarbitúrico aquoso (0.6%). Os tubos foram 

aquecidos por 45 minutos em um banho de água fervendo e a mistura reacio-

nal foi então resfriada em um banho de água gelada, seguida da adição de 2 ml 

de n-butanol. Os conteúdos foram misturados por 1 minuto com um misturador 

"vortex", centrifugados a 1200 x g por 10 minutos e a absorbância da camada 

orgânica mensurada em 520 e 535nm. Os resultados foram expressos em 

mmol de MDA/g de tecido. 

4.7.4. Dosagem de IL-1β e TNF- α. 

Para a dosagem das citocinas foram retirados fragmentos do fígado de 

animais com ou sem lesão e tratados com PLS (2,5, 5, 10 mg/kg) para dosa-

gem de IL-1β e TNF- α. Os fragmentos foram adicionados em um tampão inibi-

dor de protease (500 μL de tampão para cada 100 mg de tecido) e depois pro-

cessados em um homogenizador de tecido e centrifugado a 3000 rpm a 4 ºC 

por 10 minutos. Posteriormente, o sobrenadante foi coletado e incubado com 2 

μg/ml de anticorpo (anticorpo de captura) diluído em tampão de bicarbonato 

(pH 8.2), 100 μL por poço por 24 horas a 4 ºC. A placa foi lavada com PBS -

Tween20 a 0,1%. A reação foi bloqueada com albumina bovina 1% diluída em 

tampão de lavagem, 100 μL por poço por 2 horas à temperatura ambiente. De-

pois a placa foi novamente lavada usando a mesma solução. A placa foi agora 

incubada com a curva padrão das citocinas (TNF- α e IL-1β) diluídas em tam-

pão de lavagem e com as amostras de tecido do fígado a serem dosados, 100 

μL por poço por 24 horas a 4 ºC. A placa foi novamente lavada e depois incu-

bada com o anticorpo biotinilado (1:1000) diluído em tampão de lavagem con-

tendo 1% de soro de carneiro por 1h à temperatura ambiente. Novamente a 

placa foi lavada e depois incubada com avidinaperoxidase (DAKO) diluída 

1:5000 em tampão de lavagem, 100 μL por poço por 15 minutos à temperatura 

ambiente. A placa foi lavada e incubada com o-fenilenediaminadiidrocloreto 

(OPD) em tampão substrato, 100 μL por poço, no escuro à temperatura ambi-
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ente por um período que varia de 5 a 20 minutos dependendo da citocina. A 

reação foi parada com 150 μL por poço de H2SO4 1M. A intensidade da colora-

ção foi medida em espectrofotômetro a 490 nm e os resultados foram expres-

sos como média ± EPM da quantidade de TNF – α, IL - 1β em pg/ml (TAVA-

RES-MURTA et al., 2008). 

4.7.5. Determinação de nitrato e nitrito no tecido hepático 

 Para a determinação das concentrações hepáticas de nitrato e nitrito fo-

ram retirados fragmentos do fígado de animais com ou sem lesão e tratados 

com PLS (2,5, 5, 10 mg/kg). Inicialmente, preparada uma solução para conten-

do 0,5 unidades por ml de nitrato redutase (Sigma) em um tampão KH2PO4 

contendo NADPH. Para o preparo da reação de Griess foi armazenada sepa-

radamente a 4ºC em frascos de vidro e protegidos da luz, uma solução conten-

do Sulfanilamida a 1% em H3PO4 a 2,5% e outra solução de NEED a 0,1% em 

H3PO4 a 2,5%. Depois de preparadas as soluções, todas as amostras proces-

sadas de tecido hepático foram incubadas numa microplaca com nitrato 

redutase (0,016 L por poço) durante 12h para a conversão de  NO3 (nitrato) em 

NO2 (nitrito). A produção de óxido nítrico foi determinada medindo as 

concentrações de nitrito em um leitor de placas de ELISA a 540 nm, utilizando 

o método de Griess (GREEN et al.,2010). Os resultados foram expressos como 

µM de nitrito. 

4.7.6. Determinação de níveis de alanina aminotransferase (ALT), asparta-

to amino transferase (AST) e Gama-GT 

Para a determinação dos níveis de ALT, AST e Gama-GT no soro, antes 

do processo de eutanásia, os animais foram sedados com Quetamina e Xilazi-

na e feito uma coleta de sangue pelo plexo retro orbital, após 30 minutos o 

sangue foi centrifugado a 1.500 rpm por 20 minutos, foi retirado o soro para as 

devidas análises. Os experimentos ocorreram de acordo com a utilização de 

kits comerciais da marca LABtest® - MG/Brasil para avaliação dos mesmos. 

4.8 Análise estatística 

De todos os experimentos foram calculados as médias  EPM de certo 

número de eventos (n) em cada grupo. A diferença estatística entre os grupos 
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foram determinadas através de análise de variância (ANOVA) e a comparação 

entre as médias foram feitas pelo teste de Newman-Keuls, já para os testes 

não paramétricos (escores histológicos) foi utilizado Kruskal Wallis seguido de 

Dunn. Uma diferença de p<0,05 foi considerada estatisticamente significativa. 
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5. Resultados  

5.1 EFEITO DO PLS DA G. caudata SOBRE OS CRITÉRIOS MICROSCÓPI-

COS DE LESÃO HEPÁTICA INDUZIDA POR NIMESULIDA 

 A análise histológica mostrou que os animais do grupo salina, conforme 

esperado, apresentaram as pontuações mínimas de escores microscópicos 

para todos os parâmetros avaliados conforme mostrado na Tabela 1 e repre-

sentado na microfotografia pela Figura 3 A e B. Já os animais do grupo controle 

(nimesulida) apresentaram significativa inflamação 3 (2-3), necrose 3 (2-3), va-

cuolização 3 (2-3) e fragmentação nuclear 3 (2-3) sendo representado pela (Fi-

gura 3 C e D). No grupo tratado com o PLS (10 mg/kg, i.p) da G. caudata ob-

servou-se uma significativa (p <0,05) diminuição de importantes parâmetros 

avaliados, tais como, inflamação 2 (1-2), necrose 2 (1-2), vacuolização 2 (1-2) e 

fragmentação nuclear 2 (1-2), como visto na Tabela 4 e representado pela mi-

crofotografia da Figura 3 I e J. Esta diminuição das pontuações analisadas 

equivale a uma redução significativa (p<0,05) de danos no tecido do fígado.  
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Figura 3. Microfotografia representando o efeitos do polissacarídeo sulfatado (PLS) ex-

traído da Gracilaria caudata, na lesões hepática induzida por nimesulida. (A) e (B) Indica o 

fígado do grupo salina com arquitetura normal e veia central (VC) no centro, (C) e (D) grupo 

nimesulida demonstrando perda de arquitetura, infiltrado inflamatório (círculo), citoplasma es-

pumoso vacuolado (setas), fragmentação nuclear (NF). (E) e (F) ilustram o fígado do grupo 

Gracilaria caudata (2,5) com infiltrado inflamatório (círculo). (G) e (H) Indica o fígado do grupo 

Gracilaria caudata (5,0) com redução do infiltrado inflamatório, citoplasma vacuolizado espu-

moso e fragmentação nuclear, melhora também observada em (I) e (J), grupo tratado com Gra-

cilaria caudata (10,0). Coloração com hematoxilina e eosina em todas as imagens; ampliação 

original de 150 × para a coluna da esquerda e ampliação de 600 × para a coluna da direita. 
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Grupos Salina Nimesulida 
G. caudata  

2,5 mg/kg 

G. caudata  

5,0 mg/kg 

G. caudata  

    10 mg/kg 

Parâmetros 
     

Esteatose 
1 (1-1) 1 (1-2) 1 (1-2) 1 (1-2) 1 (1-2) 

Inflamação 
1 (1-1) 3 (2-3) * 3 (2-3) 2 (2-3)# 2 (1-2)# 

Necrose 
1 (1-1) 3 (2-3) * 3 (2-3) 2 (2-3)# 2 (1-2)# 

Vacuolização 
1 (1-1) 3 (2-3) * 3 (2-3) 2 (1-2)# 2 (1-2)# 

Fragmentação 
nuclear 

1 (1-1) 3 (2-3) * 3 (2-3) 2 (1-2)# 2 (1-2)# 

 

Tabela 1. Avaliação dos parâmetros de lesão hepática. Na tabela consta os parâmetros 
avaliados para identificar um quadro de lesão hepática. * p<0.05 Comparado o grupo nimesuli-
da versus grupo salina; # p <0.05 Comparando grupo Gracilaria caudate versus grupo nimesu-
lida (Kruskal-Wallis – seguido por teste de Dunn). 
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5.2 -  EFEITO DO PLS DA G. caudata  SOBRE A RELAÇÃO PESO FÍGA-

DO/PESO ANIMAL. 

Após a pesagem do fígado de cada animal, comparando ao seu cresci-

mento, observou-se o aumento significativo da relação peso fígado/peso animal 

dos camundongos do grupo controle (nimesulida) (0,05972 ± 0,014 g) em com-

paração ao grupo que recebeu apenas salina (0,04558 ± 0,012 g). Os grupos 

tratados com o PLS da G. caudata, apresentaram os seguintes resultados em 

relação ao peso do fígado: dose de 2,5 mg/kg (0,05615 ± 0,014 g); dose de 5 

mg/kg (0,05683 ± 0,012 g); dose de 10 mg/kg (0,05294 ± 0,009 g), sendo esta 

última dose a que apresentou uma maior redução no que diz respeito a relação 

peso do fígado/peso do animal quando comparada ao grupo controle (nimesu-

lida) conforme mostrado na (Figura 4) com (p<0,05). 

Figura 4. Efeito do  polissacarídeo sulfatado (PLS) extraído da Gracilaria caudata sobre a 
relação do peso do fígado por camudongo com lesão hepática induzida por nimesulida. 
Os animais foram tratados com PLS (2,5, 5 e 10 mg/kg, i.p) uma vez por dia durante cinco dias. 
No quinto dia, os camundongos foram eutanasiados, os fígados foram recolhidos foram reco-
lhidas para avaliação da relação peso fígado/peso animal. Os resultados são expressos como  
média ± erro de 8-10 animais por grupo. * p<0,05 vs grupo salina; # p <0,05 vs grupo 
nimesulida (ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls). 
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5.3 EFEITO DO PLS DA G. caudata SOBRE A INFILTRAÇÃO DE NEUTRÓFI-

LOS NO FÍGADO - MIELOPEROXIDASE (MPO) 

  Como visto na Figura 5, o grupo controle (nimesulida) demonstrou in-

tensa infiltração de neutrófilos para o fígado (13,70 ± 0,550 UMPO/mg de teci-

do) em relação ao grupo que recebeu apenas salina (5,83 ± 2,042 UMPO/mg 

de tecido). O tratamento com o PLS da G. caudata (10 mg/kg, i.p) resultou em 

uma inibição significativa da infiltração de neutrófilos (8,18 ± 0,053 UMPO/mg 

de tecido). Com p<0,05. 

 

Figura 5. Efeito do polissacarídeo sulfatado (PLS) extraído da Gracilaria caudata sobre a 

atividade da mieloperoxidase (MPO) em tecido hepático de camundongos com lesão 

hepática induzida por nimesulida. Os animais foram tratados com PLS (10 mg/kg, i.p) uma 

vez por dia durante cinco dias. No quinto dia, os camundongos foram eutanasiados, foram re-

colhidas as amostras do fígado de cada animal e a atividade de MPO foi avaliada. Os resulta-

dos são expressos como média ± erro de 8-10 animais por grupo. * p <0,05 vs grupo Salina; # 

p <0,05 vs grupo nimesulida (ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls). 

 

 

 

U
M

P
O

/m
g

 d
e

 t
e

c
id

o

S AL P L S

0

5

1 0

1 5

2 0

*

#

N im e s u lid a  2 0 0

m g /k g



43 
 

5.4 - EFEITO DO PLS DA G. caudata SOBRE OS NÍVEIS HEPÁTICOS DE 

GLUTATIONA (GSH)  

De acordo com a Figura 6, o grupo controle (nimesulida) apresentou sig-

nificativo consumo dos níveis de GSH (13,56 ± 2,96 µg/g de tecido) quando 

comparado ao grupo salina (25,62 ± 2,55 µg/g de tecido). Por outro lado o gru-

po tratado com o PLS da G.caudata (10 mg/kg, i.p) preveniu de forma significa-

tiva o consumo de GSH pelos radicais livres provenientes da lesão provocada 

pela nimesulida (32,4 ± 12,47 µg/g de tecido), demostrando uma diferenças 

estatística (p<0,05). 

 

Figura 6. Efeito do  polissacarídeo sulfatado (PLS) extraído da Gracilaria caudata sobre a 

concentração hepática de glutationa (GSH) em camundongos com lesão hepática 

induzida por nimesulida. Os animais foram tratados com PLS (10 mg/kg, v.o) uma vez por dia 

durante cinco dias. No quinto dia, os camundongos foram eutanasiados, as amostras de fígado 

foram recolhidos e os níveis GSH foram avaliados. Os resultados são expressos como  média ± 

erro de 8-10 animais por grupo. * p <0,05 vs grupo Salina; # p <0,05 vs grupo nimesulida 

(ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls). 
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5.5 - EFEITO DO PLS DA G. caudata SOBRE A CONCENTRAÇÃO HEPÁTI-

CA DE ÁCIDO MALONILDIALDEÍDO (MDA) 

Como mostrado na Figura 7, o grupo controle (nimesulida) expressou ní-

veis altos de MDA (65,7 ± 18,6 nmol/g de tecido) em relação ao grupo salina 

(34,8 ± 3,9 nmol/g de tecido). O grupo tratado com o PLS da G. caudata (10 

mg/kg, i.p) demonstrou uma significativa redução dos níveis de MDA (29,27 ± 

3,2 nmol/g de tecido). Com p<0,05. 

 

 

Figura 7. Efeito do polissacarídeo sulfatado (PLS) extraído da Gracilaria caudata sobre a 
concentração hepática do ácido malonildialdeído (MDA) em tecido do fígado de camun-
dongos no modelo de lesão hepática induzida por nimesulida. Os animais foram tratados 
com PLS (10 mg/kg, i.p) uma vez por dia durante cinco dias. No quinto dia, os camundongos 
foram eutanasiados e recolhidas as amostras do fígado de cada animal para a dosagem de 
MDA. Os resultados são expressos como média ± erro de 8-10 animais por grupo. * p <0,05 vs 
grupo Salina; # p <0,05 vs grupo de nimesulida (ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls). 
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5.6 - EFEITO DO PLS DA G. caudata SOBRE OS NÍVEIS HEPÁTICOS DE 

NITRATO E NITRITO (NO3/NO2) 

O resultado encontrado no grupo controle (nimesulida), apresentaram 

elevadas concentrações de NO3/NO2 (0,1548 ± 0,011 µM) quando comparados 

aos animais que receberam apenas salina (0,1207 ± 0,034 µM) conforme mos-

trado na Figura 8. Por outro lado os animais tratados com o PLS da G. caudata 

(10 mg/kg, i.p) demonstraram significativa redução da concentração de 

NO3/NO2 (0,1098 ± 0,008 µM) com p<0,05, em consonância com a diminuição 

do dano hepático causado pela administração de nimesulida. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Efeito do polissacarídeosulfatado (PLS) extraído da Gracilaria caudata sobre os 

níveis hepáticos de produto de degradação do óxido nítrico (NO), nitrato e nitrito 

(NO3/NO2), em tecido do fígado de camundongos com lesão hepática induzida por nime-

sulida. Os animais foram tratados com PLS (10 mg/kg, i.p) uma vez por dia durante cinco dias. 

No quinto dia, os camundongos foram eutanasiados e recolhidas as amostras do fígado de 

cada animal para a dosagem de NO3/NO2. Os resultados são expressos como média ± erro de 

8-10 animais por grupo. * p <0,05 vs grupo Salina; # P <0,05 vs grupo nimesulida (ANOVA 

seguido pelo teste de Newman-Keuls). 
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5.7 – EFEITO DO PLS DA G. caudata SOBRE OS NÍVEIS HEPÁTICOS DE IL-

1β E TNF-α 

Os animais submetidos à lesão por nimesulida, apresentaram um signifi-

cativo aumento dos níveis das citocinas pró-inflamatórias dosadas, IL-1β (536,7 

± 16,81 pg/ml) (Figura 9); TNF-α (549,4 ± 14,42 pg/ml) (Figura 10), comparado 

ao grupo salina, IL-1β (133,8 ± 12,44 pg/ml) (Figura 9) e TNF-α (264 ± 18,42 

pg/ml) (Figura 10). O grupo tratado com o PLS da G. caudata (10 mg/kg, i.p) 

apresentou uma redução significativa de ambas as citocinas dosadas: IL-1β 

(336,8 ± 94,03 pg/ml) (Figura 9); TNF-α (238,2 ± 20,77 pg/ml) (Figura 10) com 

p < 0,05. 

 

Figura 9. Efeito do  polissacarídeo sulfatado (PLS) extraído da Gracilaria caudata sobre 
os níveis hepáticos de IL-1β de camundongo com lesão hepática induzida por 
nimesulida. Os animais foram tratados com PLS (10 mg/kg, i.p) uma vez por dia durante cinco 
dias. No quinto dia, os camundongos foram eutanasiados, as amostras de fígado foram 
recolhidas e os níveis da citocina, IL-1β, foram avaliados. Os resultados são expressos como a 
média ± erro de 8-10 animais por grupo. * p <0,05 vs grupo Salina; # p <0,05 vs grupo 
nimesulida (ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls). 
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Figura 10. Efeito do  polissacarídeo sulfatado (PLS) extraído da Gracilaria caudata sobre 

os níveis hepáticos de fator de necrose tumoral alpha (TNF-α) de camundongos com 

lesão hepática induzida por nimesulida. Os animais foram tratados com PLS (10 mg/kg, i.p) 

uma vez por dia durante cinco dias. No quinto dia, os camundongos foram eutanasiados, as 

amostras de fígado foram recolhidos e os níveis da citocina TNF-α foram avaliados. Os 

resultados são expressos como  média ± erro de 8-10 animais por grupo. * p <0,05 vs grupo 

Salina; # p <0,05 vs grupo nimesulida (ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.8 - EFEITO DO PLS DA G. caudata SOBRE OS MARCADORES DE FUNCI-

ONALIDADE HEPÁTICA ALT, AST E Gama-GT. 
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Como mostrado na Figura 11 A, o grupo controle (nimesulida) apresen-

tou um aumento significativo de ALT (11,69 ± 3,13 U/mL sangue), já o grupo 

que recebeu apenas salina não expressou níveis de ALT significativamente 

elevado (5,06 ± 3,17 U/mL sangue). O tratamento com o PLS da G. caudata 

(10 mg/kg, i.p) resultou em uma significativa redução dos níveis de ALT (5,78 ± 

3,05 U/mL sangue). Na figura 11 B, o grupo controle (nimesulida) apresentou 

um aumento significativo de AST (32,51 ± 8,78 U/mL sangue), já o grupo que 

recebeu apenas salina não expressou níveis de AST significativamente elevado 

(7,48 ± 3,58 U/mL sangue). O tratamento com o PLS da G. caudata (10 mg/kg, 

i.p) resultou em uma significativa redução dos níveis de AST (12,92 ± 5,05 

U/mL sangue).  Como pode ser observado na Figura 11 C, o grupo controle 

(nimesulida) apresentou um aumento significativo de gamga-GT (6,01 ± 3,13 

U/L sangue), já o grupo que recebeu apenas salina não expressou aumento em 

seus níveis de gama-GT (3,4 ± 2,97 U/L sangue). O tratamento com o PLS da 

G. caudata (10 mg/kg, i.p) resultou em uma significativa redução dos níveis de 

gama-GT (3,06 ± 3,95 U/L sangue). 
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Figura 11. Efeito do polissacarídeo da Gracilaria caudata nos marcadores de função he-

pática em camundongos no modelo de lesão por nimesulida. (A) Níveis séricos de Alanina 

amino transferase (ALT), (B) níveis séricos de Aspartato amino transferase (AST) e (C) Níveis 

séricos de Gama Glutamil Transferase (GGT). Os animais foram tratados com PLS (10 mg/kg, 

i.p) uma vez por dia durante cinco dias. No quinto dia, os camundongos foram anestesiados, as 

amostras de sangue foram recolhidos e depois processadas para obter o soro e os níveis dos 

marcadores de função hepática foram avaliados. Os resultados são expressos como  média ± 

erro de 8-10 animais por grupo. * p <0,05 vs grupo Salina; # p <0,05 vs grupo nimesulida 

(ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6. Discussão 
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 Os produtos naturais demonstram uma ampla gama de atividades far-

macológicas e são utilizados há bastante tempo na medicina popular em todo o 

mundo, além das suas enormes contribuições para desenvolvimentos de im-

portantes fármacos empregados na medicina moderna. (CRAGG et al., 1997  

DE SMET et al.,1997). Com a busca incessante de novos recursos naturais 

como fonte de produtos terapêuticos, compostos derivados da Gracilaria cau-

data têm apresentado de formas satisfatórias sua empregabilidade em os mais 

diversos modelos experimentais. Desses compostos, podemos destacar o PLS, 

que foi isolado da G. caudata e foi caracterizado por ser um tipo de agar, estru-

turado principalmente por α-d-galactopiranose e 3,6-anidro-α-L-galactose com 

grupos metila ou piruvato em C-6 de b-d-galactose e com um pico de massa 

molecular de 2,5×105 g mol-1. O teor de sulfato é de 1%, o que corresponde a 

um grau de substituição por grupos sulfato (DS) de 0,13. A composição sugere 

uma estrutura muito próxima do que é considerado um agar ideal (BARROS et 

al. 2013). 

Estudos desenvolvidos por diversos autores utilizando este PLS da G. 

caudata demostraram o seu papel anti-inflamátorio, antinociceptivo, antidiarrei-

co e gastroprotetor (SILVA et al. 2011; CHAVES et al. 2013; COSTA et al. 

2016). Devido tais efeitos, ainda mais no que diz respeito ao trato gastrointesti-

nal, acaba chamando a atenção para a verificação da ação deste PLS em um 

órgão e glândula anexa de suma importância nesse sistema digestório que é o 

fígado. Levando isto em consideração, no presente estudo, refinou-se em bus-

car um efeito anti-inflamatório mais especifico por parte do PLS, dessa vez, se 

tratando de uma lesão hepática, investigando por meio de ferramentas farma-

cológicas e procedimentos bioquímicos, tais efeitos. Os nossos resultados far-

macológicos demonstram claramente um efeito anti-inflamatório do PLS da G. 

caudata reproduzido no modelo de lesão hepática induzida por nimesulida em 

camundongos. 

O PLS da G. caudata na dose de 10 mg/kg administrado por via intrape-

ritoneal (i.p) reduziu os parâmetros inflamatórios microscópicos importantes 

como os escores de dano, bem como a relação peso do fígado/animal, e além 

disto, este PLS demonstrou resultado satisfatório em todos os ensaios bioquí-

micos realizados: dosagem de MPO, citocinas (IL-1β e TNF-α), MDA, GSH e 

NO3/NO2. Bem como, restaurou a funcionalidade hepática a partir das análises 
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de marcadores de função do fígado como ALT, AST e GAMA GT. Tais evidên-

cias destas ações promovidas pelo PLS da G. caudata são detalhadas minun-

ciosamente no decorrer deste texto.  

A análise histopatológica revelou que o grupo que recebeu indução de 

nimesulida na dose de 200 mg/kg apresentaram diferença significativa quando 

comparado ao grupo que recebeu somente salina, para os parâmetros como 

inflamação, necrose, vacuolização citoplasmática dos hepatócitos, e fragmen-

tação nuclear, que são características fundamentais para a comprovação do 

dano no tecido (Figura 2). Esses fatores são desencadeados por distúrbios que 

afetam o fígado acarretando em degeneração e alteração na conformação dos 

hepatócitos (WILLEBRORDS et al. 2015), podendo, além disso, gerar um qua-

dro de esteatose (acúmulo de lipídios nos hepatócitos) (HSU & KAO, 2017), 

embora em nossa análise não fossem observadas diferenças significativas pa-

ra esteatose. O PLS na dose de 10 mg/kg apresentaram uma diminuição signi-

ficativa dos escores das lesões dos fígados, quando comparado ao grupo ni-

mesulida, demostrando assim a redução de parâmetros inflamatórios importan-

tes que lesam o tecido (TABELA 1).  

O processo inflamatório envolve uma série de eventos celulares e mole-

culares que resultam no aumento do fluxo sanguíneo e da permeabilidade vas-

cular. Esse fato promove o extravasamento de granulócitos, especialmente po-

limorfonucleares. A migração e ativação de mediadores químicos inflamatórios, 

como metabólitos do ácido araquidônico, bradicininas e citocinas presentes em 

macrófagos, linfócitos e outros tipos celulares servem para iniciar, coordenar e 

amplificar o processo inflamatório (BRITO, 2016). Isto promove um aumento do 

peso do tecido do fígado inflamado. Este, é considerado um indicador da gravi-

dade e da extensão da resposta inflamatória. O peso reflete a magnitude do 

edema e do infiltrado celular no tecido estudado (BUSSEROLLES et al., 2005). 

O tratamento com PLS da G. caudata promoveu a diminuição significati-

va do peso dos fígados avaliado, quando comparado ao grupo controle (nime-

sulida), sugerindo que este polissacarídeo possui uma importante ação anta-

gônica durante o processo inflamatório hepático, onde pode-se observar seu 

efeito pela redução do peso e consequente diminuição do escores microscópi-

cos avaliados, podendo estar relacionado a diminuição de mediadores inflama-

tórios específicos.  
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A infiltração de neutrófilos no tecido inflamada é uma das mais proemi-

nentes características histológicas observadas (MARTIN et al., 2006; TALERO 

et al., 2008). Os neutrófilos são atribuídos como as células responsáveis por 

perturbar a integridade epitelial, causando lesões durante a hepatite (NO-

SÁL’OVÁ et al., 2000). Estes danos ao tecido são causados principalmente 

pelo processo oxidativo oriundos da atividade da mieloperoxidase (MPO), en-

zima encontrada preferencialmente nos grânulos azurófilos dos neutrófilos ati-

vados e que mediante a reação da MPO com H2O2 e Cl- produzem moléculas 

de hipoclorito (ClO-), um potente oxidante e microbicida.  Portanto a MPO é 

usada como um bom marcador de inflamação, lesão tecidual e infiltração de 

neutrófilos nos tecidos gastrointestinais lesados (MARTÍN et al., 2004; BAMIAS 

et al., 2011).  

Confirmando os fatos, neste trabalho o grupo controle (nimesulida) apre-

sentou uma intensa atividade da mieloperoxidase (MPO), corroborando direta-

mente com os danos teciduais histológicos já apresentados. Por outro lado o 

tratamento com o PLS da G. caudata, apresentou uma drástica redução da ati-

vidade desta enzima, sugerindo que o PLS possa agir diminuindo a migração 

de neutrófilos para o sítio da lesão, levando à proteção hepática frente aos da-

nos causados pela administração de nimesulida. Chaves e colaboradores em 

2013, demonstraram em ensaios de inflamação geral onde o PLS foi emprega-

do como agente terapêutico, uma redução de atividade da mieloperoxidase, o 

que culminava também em uma diminuição do processo inflamatório, mostran-

do que o mesmo efeito obtido por ele foi reproduzido em nosso modelo. 

Atualmente tem sido demonstrado que os principais agentes quimiotáti-

cos para os neutrófilos são citocinas pró-inflamatórias, tais como, IL-1β e TNF-

α, estas citocinas regulam a expressão de moléculas endoteliais vasculares 

que promovem a aderência de neutrófilos às células do endotélio (NEMETZ et 

al., 1999). Estas citocinas são moléculas de sinalização importantes do sistema 

imune, portanto desempenham um papel importante no curso da lesão hepáti-

ca.  

Estudos in vitro e in vivo sugerem que os níveis de citocinas pró-

inflamatórias, incluindo a IL-1β e o TNF-α estão aumentados nas lesões hepá-

ticas e correlacionam-se com a gravidade da inflamação (BOELSTERLI, 2002; 

GALATI et al., 2002), O TNF-α participa de vias intracelulares que regulam a 
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inflamação, morte celular e proliferação (NGUYEN, 2015). No fígado, o TNF-α 

não apenas medeia a hepatotoxicidade, mas também contribui para a restaura-

ção da massa funcional do fígado, promovendo a proliferação de hepatócitos e 

a regeneração hepática (O'CONNOR et al., 2003) o que confirma ainda mais o 

papel crítico destas citocinas pró-inflamatórias na patogênese da inflamação 

(YANG et al., 2014). 

No modelo de lesão hepática induzida por nimesulida do presente estu-

do, a expressão de IL-1β e TNF-α foi significativamente aumentada no grupo 

controle (Figuras 8 e 9 respectivamente), confirmando assim o papel crítico 

destas citocinas na patogênese da inflamação hepática. E por outro lado, após 

o tratamento dos animais com o PLS da G. caudata, houve uma acentuada 

diminuição de ambas as citocinas dosadas (IL-1β e TNF-α), comprovando su-

gestivamente a hipótese de que o PLS em questão atua modulando a liberação 

e ativação destas duas citocinas pró-inflamatória durante o processo inflamató-

rio, o que leva a uma diminuição da sinalização, da ativação e do recrutamento 

de neutrófilos para o sítio da lesão, reduzindo assim os danos teciduais e tendo 

como consequência a melhoria do quadro clínico e bioquímico dos animais. Os 

mesmos resultados foram achados em outros modelos experimentais, como o 

de peritonite por carragenina demonstrado por Chaves et al, 2013, que mostra-

ram pela primeira vez a redução de tais citocinas pelo uso do PLS. 

Os mecanismos moleculares atribuidos à toxicidade induzida por nime-

sulida ainda não foram completamente elucidados. No entanto, alguns estudos, 

sugerem que o mecanismo da nimesulida envolva a modificação da proteína 

por metabolitos reativos, produz estresse oxidativo e resulta na disfunção mito-

condrial (BOELSTERLI, 2002, BOELSTERLI et al., 2006) afeta negativamente 

a função mitocondrial, pois causa desacoplamento e diminuição dos níveis de 

NAD(P)H e glutationa nos hepatócitos (MINGATTO et al., 2002). 

 O estado redox do epitélio desempenha um papel de manutenção da 

integridade e função celular. Um potente sistema endógeno antioxidante não 

enzimático que atua na função redox, protegendo frente aos danos causados 

por espécies reativas de oxigênio (ROS) é o sistema da glutationa (GSH) (BIA-

SI et al., 2013). 
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 A glutationa (GSH) é um importante fator antioxidante não enzimático 

que está presente em todas as células. Este componente na sua forma reduzi-

da (GSH) pode se ligar a compostos tóxicos, como os radicais livres, em rea-

ções dependentes ou não de enzimas (LI & LI & YE, 2010). A GSH é utilizada 

como substrato pelas enzimas das famílias da glutationa S-transferase (GST) e 

da glutationa peroxidase (GPx). Segundo Oakley em 2005, as enzimas da fa-

mília GST possuem a capacidade de conjugar GSH às moléculas de drogas, 

peróxidos e outros produtos do processo oxidativo para detoxicação celular, 

enquanto as GPx pertence ao grupo de enzimas que tem por função reduzir 

uma variedade de hidroperóxidos orgânicos e inorgânicos utilizando GSH como 

molécula redutora. Após ser oxidada, a glutationa pode sofrer um novo proces-

so de redução por meio da enzima glutationa redutase (GRed), retornando a 

seu estado de GSH. (KUSHIMA, 2010). 

 Verificou-se que ratos tratados com nimesulida apresentaram aumen-

tos significativos em ROS (MADHULIKA et al., 2010). Os parâmetros de es-

tresse oxidativo, como o níveis hepáticos de GSH, e MDA, foram examinados 

neste estudo. Os camundongos tratados com nimesulida tiveram uma depleção 

dos níveis de GSH no fígado devido a toxicidade induzida por nimesulida, as-

sim como os estudos de Nguyen em 2015. Mas ao serem tratados com o PLS 

da G. caudata os níveis de Glutationa foram restaurados, mostrando que nos 

animais que receberam tal tratamento, não possuiram suas enzimas tão con-

sumidas, isso pode ser ligado ao fato que Devido à queda da infiltração de cé-

lulas inflamatórias, existe um decaimento na produção de citocinas pró-

inflamatórias e uma diminuição da produção de espécies reativas de oxigénio 

(ROS), logo, exigindo menos do sistema endógeno antioxidante (PAIOTTI et 

al., 2009; KANDASAMY et al., 2010; PREMANATHAN et al., 2012). 

 A toxicidade induzida por nimesulida foi reforçada com um importante 

marcador de radicais livres durante o estresse oxidativo e lesão celular, o MDA 

(DENG et al., 2013). O MDA é um ácido carboxílico e o principal produto oriun-

do da oxidação de ácidos graxos poli-insaturados (WITAICENIS et al., 2012). O 

MDA é proveniente dos processos lipoperoxidativos, ocorre como uma conse-

quência da lesão oxidativa (LOGUERCIO et al., 1996). O aumento dos níveis 

de MDA provoca ligação cruzada das proteínas plasmáticas à moléculas de 

ácido nucleico, sendo tóxico para a célula (LIU & WANG, 2011). 
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 Alguns experimentos têm demonstrado que a lesão ocasionada por 

nimesulida promove estresse oxidativo com destruição de membrana celular e 

consequente aumento dos níveis de MDA (CHATTERJEE & SIL, 2007; DE 

OLIVEIRA et al,. 2017). De acordo com os dados apresentados na Figura 5, a 

indução com a nimesulida durante cinco dias, resultou em um aumento dos 

níveis de MDA nos tecidos hepáticos de uma forma bastante notória, corrobo-

rando com os estudos anteriores citados. Isto reforça a credulidade no poten-

cial oxidante in-vivo deste medicamento, que ao ser utilizado o PLS da G. cau-

data tais níveis foram restaurados, demonstrando assim um efeito antioxidante. 

Associando-se ao fato de que a geração de radicais livres contribui para o au-

mento do processo de infiltração de leucócitos para o tecido inflamado, ajudan-

do assim a exacerbação do processo inflamatório no tecido. (CESTARI & BAS-

TOS & DI STASI, 2011; SILVA, 2016). 

 Outro importante mediador pró-inflamatório e ativo prioritário na gera-

ção de espécies reativas de nitrogênio abordado neste estudo foi o óxido nítrico 

(NO). Alguns estudos indicam que o NO produzido de forma excessiva pode 

exacerbar as características de hepatotoxicidade por um mecanismo de lesão 

direto, tanto lesando os hepatócitos, como o NO pode interagir com o superóxi-

do e formar o radical peroxinitrito (ONOO-), o peroxinitrito altamente tóxico, que 

aumenta reversivelmente a expressão de iNOS por ativação de NF-КB, o que 

leva a um ciclo vicioso (COOKE & DAVIDGE, 2002), também leva à nitração de 

proteínas mitocondriais, por exemplo, SOD2 (AGARWAL et al., 2011) e danos 

ao DNA mitocondrial (COVER et al., 2005b), além da ativação de neutrófilos, 

vasodilatação e assim por diante (JAESCHKE & MCGILL & RAMACHAN-

DRAN, 2012). 

 No presente estudo o tratamento dos animais com o PLS da G. cauda-

ta, demonstrou uma significativa melhora da lesão do fígado induzida por nime-

sulida, e isso se deve sobremaneira pela inibição da geração de espécies reati-

vas de nitrogênio ou até mesmo pela diminuição da ação do próprio NO no te-

cido. Isto é claramente demonstrado na Figura 11 a qual retrata a dosagem de 

produtos de degradação do NO (NO3NO2). Estes compostos expressam indire-

tamente o aporte de NO no tecido do fígado, portanto mostrando a contribuição 

do NO para a patogênese da lesão hepática na condição inflamatória induzida 

por nimesulida.  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5319847/#R3
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5319847/#R40
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jaeschke%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22229890
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=McGill%20MR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22229890
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 Assim, conforme visto em nossos resultados, os níveis de nitrato e 

nitrito estando de fato expressos em baixas concentrações após o tratamento 

dos animais com o PLS, permitem inferir que o polissacarídeo em questão 

também pode estar atuando de forma antagônica na produção, liberação ou 

diretamente no sítio de ação do óxido nítrico promovendo uma redução dos 

danos oriundos da ação deste gás no tecido em questão. 

 Além dos parâmetros inflamatórios avaliados, foi averiguado os mar-

cadores de funcionalidade hepática AST e ALT. Ambos são enzimas citosólicas 

dos hepatócito, sendo a AST ainda marcadora de “dano profundo” na célula, 

por também encontrar-se presente na mitocôndria dos eritrócitos, embora não 

sejam exclusivas deste órgão, pois se encontram em muitos outros tecidos co-

mo no músculo cardíaco, no músculo esquelético, nos rins e no interior dos 

glóbulos vermelhos. Elas têm como função transferir o grupo amina de um 

aminoácido para um α-cetoácido. Quando possuem seus níveis aumentados na 

circulação refletem o dano celular hepático (NGUYEN et al. 2015). 

 A elevação pode ser proveniente de diversas fontes, incluindo hepatite 

viral, uso de álcool, uso de medicamentos, esteatose ou esteato-hepatite e cir-

rose. História de familiar e qualquer história de transfusões de sangue também 

tem que ser consideradas. Outras condições de saúde comuns, como diabetes, 

doenças cardíacas e tireoidianas, podem culminar em um aumento das tran-

saminases hepáticas (GIBONEYGIBONEY, 2005).  

 O aumento nos níveis de AST indica dano hepático, como intoxicação 

por medicamentos, hepatites virais, podendo também ser um infarto agudo do 

miocárdio ou lesão musculares esqueléticas. Já quando em conjunto com o 

ALT, que essa por sua vez possui especificidade maior do fígado e é, portanto, 

considerado um melhor parâmetro para a detecção de funcionalidade hepática, 

acabam corroborando nos achados laboratoriais como marcadores de lesão 

hepática. Níveis elevados de enzimas séricas são indicativos de vazamento 

celular e perda da integridade funcional da membrana celular do hepatócito. 

(EESHA et al. 2011).  

 Neste estudo, camundongos tratados com nimesulida desenvolveram 

danos hepáticos significativos, como mostrado nos resultados de AST que ser-

vem como marcador sensível de lesão hepática, onde o grupo controle (nime-

sulida) apresentou níveis séricos elevados quando comparado ao grupo tratado 



57 
 

com PLS, mostrando que o mesmo reduziu de forma significativa tais valores, 

atrelado a isso, quando observamos os níveis séricos de ALT, que funciona 

como um marcador mais específico de lesão hepática, também por sua vez, o 

grupo tratado com PLS reduziu em torno de 50% a quantidade dessa enzima, 

quando comparamos ao grupo que recebeu somente nimesulida.  

 Outro marcador importante analisado foi o gama glutamil transferase 

(GGT), que é responsável por transferir o grupo gama-glutamil, de peptídeos 

ou de outros compostos que o contêm, para um receptor. Na literatura existe 

vários relatos que tem demonstrado que valores elevados de gama-GT estão 

associados a situações de patologias hepato-biliares, principalmente colestase 

(retardamento ou interrupção do fluxo nos canais biliares)(ANDRADE et al. 

1992).  

 Em nosso estudo o grupo tratado com o PLS da G. caudata, obteve 

uma redução no seu valor de gama-GT, quando comparado ao grupo que re-

cebeu somente nimesulida. Junto com o ALT e AST o gama-GT acaba corrobo-

rando dados que constam que o fígado perdeu um pouco da sua funcionalida-

de, visto que, houve um aumento nos níveis séricos de tais enzimas responsá-

veis por servirem de marcadores para lesão hepática.  

 Após o tratamento com o PLS 10 mg/kg, as atividades séricas de AST, 

ALT e gama-GT foram diminuídas de forma relativamente satisfatória, indican-

do a eficácia do PLS na regeneração hepática após dano, a mesma proprieda-

de foi vista em um polissacarídeo da Yulangsan (NGUYEN et al. 2015), mos-

trando que os PLS possuem um efeito hepatoprotetor em lesão hepática ocasi-

onada por nimesulida. Com isso, o PLS da G. caudata, demonstrou de forma 

satisfatória que além da diminuição do aspecto inflamatório da lesão, ainda 

consegue restabelecer a funcionalidade hepática por causa da sua atividade 

hepatoprotetora.  
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CONCLUSÃO 

 

Os resultados apresentados neste estudo fornecem evidências claras do 

efeito anti-inflamatório e antioxidante do polissacarídeo sulfatado da G. cauda-

ta, além de restabelecer a funcionalidade do fígado durante a lesão hepática 

induzida por nimesulida em camundongos. Sugerindo-se que este efeito anti-

inflamatório do PLS da G. caudata na lesão do fígado se deva através da ate-

nuação do influxo de leucócitos para os tecidos hepáticos, pela supressão de 

citocinas pró-inflamatórias (IL-1β e TNF-α) e diminuição do aporte de radicais 

livres no tecido, evitando o estresse oxidativo e danos lesivos ao mesmo.  As-

sim diante dos resultados obtidos, podemos sugerir o polissacarídeo sulfatado 

extraído da Gracilaria caudata como um importante alvo de pesquisas para o 

desenvolvimento de uma alternativa terapêutica para pacientes acometidos por 

lesão hepática induzida por medicamentos, principalmente por aqueles que 

fazem uso da nimesulida. 
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