MINISTERIO DA EDUCACAO E CULTURA
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI
PRO-REITORIA DE ENSINO DE POS-GRADUACAO
CAMPUS MINISTRO REIS VELLOSO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA

TARCISIO VIEIRA DE BRITO

EFEITO ANTI-INFLAMATORIO E ANTIOXIDANTE DO POLISSACARIDEO
SULFATADO EXTRAIDO DA ALGA MARINHA VERMELHA Hypnea musciformis
DURANTE A COLITE INDUZIDA POR TNBS EM RATOS

PARNAIBA-PI
2016



TARCISIO VIEIRA DE BRITO

EFEITO ANTI-INFLAMATORIO E ANTIOXIDANTE DO POLISSACARIDEO
SULFATADO EXTRAIDO DA ALGA MARINHA VERMELHA Hypnea musciformis
DURANTE A COLITE INDUZIDA POR TNBS EM RATOS

Dissertacdo apresentada ao Programa
de Pdés-Graduagdo em Biotecnologia
da Universidade Federal do Piaui,
como requisito parcial para a obtencao
do titulo de Mestre em Biotecnologia.

Linha de pesquisa: Farmacologia
Molecular

Orientador: Dr. André Luiz dos Reis
Barbosa.

PARNAIBA-PI

2016



TARCISIO VIEIRA DE BRITO

EFEITO ANTI-INFLAMATORIO E ANTIOXIDANTE DO POLISSACARIDEO
SULFATADO EXTRAIDO DA ALGA MARINHA VERMELHA Hypnea musciformis
DURANTE A COLITE INDUZIDA POR TNBS EM RATOS

Dissertacdo de mestrado apresentada ao Programa de P4s Graduagdo em
Biotecnologia da Universidade Federal do Piaui, Campus Parnaiba, como requisito

parcial para obtencdo do titulo de Mestre em Biotecnologia, sob orientacdo do

professor Dr. André Luiz dos Reis Barbosa.

Data da aprovacao: 26 /02 /2016
BANCA EXAMINADORA
) | P
' I X r )

Prof. Dr. André Luiz dos Reis Barbosa (orientador)
Universidade Federal do Piaui

Prof. Dr. Daniel Fernando Pereira Vasconcelos
(Examinador externo)
Universidade Federal do Piaui

Prof2. Dra. Karina Oliveira Drumond
(Examinadora externa)
Universidade Federal do Piaui

Parnaiba-PI
2016



DEDICATORIA

Dedico este trabalho a minha
esposa Leticia, pelo amor, dedicacao
e apoio nas minhas decisbes e momentos mais dificeis.



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiro e incontestavelmente ao magnifico DEUS de Israel, pela

manutencdo da minha integridade, saude e forca durante as batalhas conquistadas;

Aos meus pais Francinete e Francisco, pelo amor e ensinamento durante minha

criacao e pelo apoio nas lutas em busca dos meus objetivos;

A minha esposa Leticia Araujo, pelos inefaveis apoios, carinhos e conselhos

iluminados que indubitavelmente servem de muralhas firmes nas batalhas diarias;

Aos meus irmdos Aurilene, Aurineide, Francisco, Maria e Fabio, pela estrutura

familiar que formam, isto traz conforto e alegria nos momentos de aflicéo;

Aos alunos de iniciacao cientifica José Simido e Genilson Juanior, pela enorme forca

e parceria nas bancadas laboratoriais durante as pesquisas deste trabalho;

Ao aluno de doutorado Renan Oliveira, pelo apoio e dedicacdo nos ensaios

realizados em fortaleza;

Ao meu orientador phD André Luiz, pela sabedoria e tranquilidade nas tomadas de

decisfes no que se refere ao andamento da pesquisa,

Aos professores chefes de laboratdrio Dr. Marcellus e Dr. Ronaldo, pelo carinho do

acolhimento e conselhos durante a pesquisa;

A todo o grupo do Laboratorio de Farmacologia da Inflamagédo e do Cancer (LAFICA)

em especial a técnica Vandinha, pela enorme atencao e inestimavel apoio;

A todo o grupo do Laboratério de Fisiofarmacologia Experimental (LAFFEX) e ao
programa de pés-graduacao em biotecnologia, pela contribuicdo na minha formacao;

A coordenadora do mestrado Dra. Durcilene e sua secretaria Selmira, pela

disponibilidade e atencao privilegiada;

Ao CNPq pelo apoio financeiro demandado na execuc¢ao deste trabalho.



“A alegria de estar vivo me permite agradecer
e tentar agradar a Deus sempre enquanto
durar este milagre”

Tarcisio Vieira de Brito



RESUMO

Introducédo: Polissacarideos sulfatados compreendem um grupo de biopolimeros,
heterogéneos e complexos oriundos da matriz extracelular de algas marinhas. O
polissacarideo sulfatado da alga marinha vermelha Hypnea musciformis tem sido
bastante estudado devido as suas propriedades e caracteristicas bioquimicas
especificas, por isto este polissacarideo possui alguns efeitos farmacol6gicos
comprovados, dentre os quais se destaca sua acdo anti-inflamatoria. Objetivo: O
presente trabalho teve como objetivo extrair, caracterizar e avaliar a acdo anti-
inflamatoéria do polissacarideo sulfatado da Hypnea musciformis sobre os efeitos
deletérios da colite induzida pelo acido trinitrobenzeno sulfénico em ratos. Métodos:
Neste estudo, o polissacarideo foi extraido e caracterizado usando técnicas de
microandlise elementar, cromatografia liquida de alta eficiéncia e espectrometria de
infravermelho. Para os estudos farmacolégicos foram usados ratos Wistar machos
pesando entre 150-200 g, sendo divididos em grupos de 5-7 animais. Em seguida os
ratos foram tratados com o polissacarideo sulfatado da H. musciformis nas doses de
10, 30 ou 60 mg/kg; logo em seguida a colite foi induzida usando o &cido
trinitrobenzeno sulfénico a 50% em solucéo de etanol também a 50% v/v. Apds trés
dias da indugéo da colite os animais foram eutanasiados e uma amostra de 5 cm do
célon foi retirada para avaliacdo dos escores macroscopicos e microscopicos de
lesdo, peso Umido e dosagens bioquimicas como: mieloperoxidase, interleucina 1
beta, fator de necrose tumoral alfa, glutationa, acido malonildialdeido e nitrato/nitrito.
Resultados: A caracterizacdo bioquimica do polissacarideo da H. musciformis
apresentou um polimero do tipo K-carragenina com peso molecular de 1,24 X 10°
g/mol. E o tratamento dos animais com este polissacarideo na dose de 60 mg/kg
demonstrou um padréo bastante satisfatério de reducdo da lesado intestinal, bem
como uma diminuicdo do peso Uumido. Além disto, o polissacarideo em questao,
mostrou uma reducdo significativa de todos os testes bioquimicos avaliados,
especialmente os marcadores de migracdo de leucécitos como mieloperoxidase,
citocinas pro-inflamatérias (IL-18 e TNF-a) e marcadores de estresse oxidativo in
vivo (acido malonildialdeido, glutationa e nitrato/nitrito). Concluséo: Os resultados
apresentados neste estudo permitem concluir que a acdo anti-inflamatéria do
polissacarideo sulfatado da H. musciformis foi comprovada, revertendo de forma
satisfatoria os parametros deletérios da colite no modelo de doenca inflamatéria
intestinal. Sugerindo, desta forma, uma forte relacdo deste polissacarideo com a
inibicdo do mecanismo de migracao celular por mitigar o aporte de citocinas proé-
inflamatorias e diminuir o estresse oxidativo nos locais da leséo. Isto permite sugerir
este polissacarideo como um potente candidato ao tratamento de pacientes com
doenca inflamatéria intestinal.

Palavras-chave: Migracdo de neutrofilos. estresse oxidativo. colite ulcerativa.
doenca de Crohn. processo inflamatorio.



ABSTRACT

Introduction: Sulfated polysaccharides comprise a group of biopolymers
heterogeneous and complex derived of the seaweed extracellular matrix. The
sulfated polysaccharide of the red seaweed Hypnea musciformis have been
extensively studied due to their biochemical properties and specific features, so this
polysaccharide has some proven pharmacological effect, among which stands out its
anti-inflammatory action. Objective: This study aimed to extract, characterize and
evaluate the anti-inflammatory action of the sulfated polysaccharide of the H.
musciformis against deleterious parameters of experimental colitis in rats. Methods:
In this study, extraction and characterization of the polysaccharide used elemental
microanalysis high-performance liquid chromatography and infrared spectrometry
techniques. For pharmacological studies we used wistar males rats weighing (150-
200 g) were divided into groups of 5-7 animals, then the animals were treated with
the sulfated polysaccharide of H. musciformis at doses of 10, 30 or 60 mg/kg, then
immediately colitis were induced using trinitrobenzenesulfonic acid 50% in ethanol
solution also at 50% v/v. Three days after colitis induction, the animals was
euthanized and a sample of 5 cm of colon were removed for assessment of
macroscopic and microscopic scores, wet weight and biochemical measurements as
myeloperoxidase, interleukin 1 beta, alpha tumor necrosis factor, glutathione,
malonyldialdehyde acid and nitrate and nitrite. Results: Biochemical characterization
of the polysaccharide of H. musciformis showed a type polymer K-carrageenan
having a molecular weight of 1.24 x 105 g / mol. The treatment of the animals with
the sulfated polysaccharide H. musciformis at a dose of 60 mg/kg had a very
satisfactory standard of reduction intestinal damage, as well as a reduction in wet
weight, moreover the polysaccharide in question, showed a significant reduction of all
biochemical test evaluated, with emphasis on neutrophil migration markers, pro-
inflammatory cytokines and oxidative stress markers. Conclusion: The results this
study allow we to conclude that the anti-inflammatory action of the sulfated
polysaccharide from H. musciformis has been reproduced satisfactorily, unanimously
reversing deleterious parameters of colitis in inflammatory bowel disease model.
Thus suggesting a strong relationship of this polysaccharide in the inhibition of cell
migration mechanism and mitigating the contribution of pro-inflammatory cytokine as
well as reduce the oxidative stress in the lesion sites, this allows suggest that this
polysaccharide as a potent candidate for the treatment of patients with inflammatory
bowel disease.

Keywords: Neutrophil migration. oxidative stress. ulcerative colitis. Crohn's disease.
inflammatory process.
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1 INTRODUCAO

Algas marinhas geralmente possuem altas concentracdes de polissacarideos
sulfatados com novas estruturas e diversas atividades biologicas devido a sua
sobrevida em ambientes marinhos especificos (WIJESEKARA; PANGESTUTI; KIM,
2011). Os polissacarideos sulfatados de algas marinhas possuem um grande
potencial de aplicacdo em biologia e farmacologia (FERNANDEZ; ARATA; CIANCIA,
2014; USOV, 2011; WIJESINGHE; JEON, 2012). Por isso essas moléculas tém
chamado a atencdo especifica. Elas séo extraidas de algas marinhas vermelhas e
marrons e compreendem um grupo intrinseco de biopolimeros altamente complexos
e heterogéneos que ocorrem naturalmente na matriz extracelular desses organismos
(POMIN; MOURAO, 2008). Além disso, sdo caracterizados pela capacidade de parar
ou alterar o curso de processos inflamatérios agudos e crénicos (BESEDNOVA et
al., 2012).

Polissacarideos sulfatados possuem uma vasta gama de acdes bioldgicas
comprovadas, tais como: antioxidante, antitumoral, imunomoduladora,
anticoagulante, antiviral, antiprotozodria, antibacteriana, antilipidémica e
principalmente anti-inflamatéria (ESCRIG; ORDONEZ; RUPEREZ, 2011). Além
disto, estes biopolimeros possuem uma boa interacdo biolégica e alta
biodegradabilidade, por isso sugere-se que estas macromoléculas tenham uma
baixa toxicidade ou mesmo nenhum efeito téxico (CHUNG et al., 2010).

Neste contexto merece destaque o polissacarideo sulfatado (PLS) extraido da
alga vermelha Hypnea musciformis. Esta alga tem sido bastante estudada por sua
abundéancia na costa de diversos paises, incluindo o Brasil. Ela possui um potencial
de alto rendimento na extracdo de polissacarideos sulfatados, e estes sao utilizados
na fabricacdo de produtos alimenticios, conservantes e racfes (FARIAS, 2014).
Pesquisas recentes tém mostrado que o PLS extraido da Hypnea musciformis
possui acdes biologicas diversificadas, tais como: acdo gastro protetora
(DAMASCENO et al., 2013), antioxidante (ALVES et al., 2012) e anti-inflamatoria
(BRITO et al., 2012).

Condi¢Oes inflamatorias que possuem muita significancia clinica séo as
doencas inflamatérias intestinais (Dlls). As duas principais formas clinicamente

definidas como doencas inflamatorias do intestino séo a colite ulcerativa (UC) e a
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doenca de Crohn (DC). Estas doencas sao remitentes, crbnicas ou condi¢coes
inflamatdrias progressivas que podem afetar o colon ou todo o trato gastrointestinal
(HOLLANDER, 1988). Sé&o caracterizadas pela deficiéncia no sistema
gastrointestinal acompanhada por resposta imune defeituosa da mucosa intestinal
(BRITO et al., 2014; CREER et al., 1984).

A fisiopatologia das Dlls esta associada principalmente a ativacao inadequada
do sistema imunitario intestinal e sistémico, principalmente da ativacdo de células
TCD4, com perfil Thl e células Thl7 que provocam uma reacdo de desequilibrio
entre as respostas pro-inflamatorias e anti-inflamatérias (AZIZA et al.,, 2008;
WEBER; TURNER, 2007). Além disto, a producao e liberacdo de espécies reativas
de oxigénio por estas células parecem desempenhar um papel crucial na
fisiopatologia da colite (SANDS, 2007; SUZUKI et al., 1994).

Portadores de Dlls estdo fadados a uma baixa qualidade de vida, baixo
desempenho no trabalho bem como em todas as suas atividades diarias. Isto se da
devido as consequéncias fisiopatologicas e sintomaticas da doenga. Os principais
sintomas das Dlls sdo movimentos intestinais alterados, dor abdominal e inflamacéao
cronica da parede do intestino (BRANDHORST et al., 2013). Dlls também estéo
associadas com a perda de peso, desnutricdo, febre, e falta de apetite
(CASTANEDA et al., 2013).

As DlIs ocorrem em todo o mundo e representam um sério problema de
saude, pois atingem preferencialmente pessoas jovens, possuem periodos de
recidivas frequentes e exibem formas clinicas de alta gravidade (SOUZA et al.,
2002). No hemisfério Norte a taxa de incidéncia é de 6-12 por 100.000 habitantes
para a UC e 5-7 por 100.000 habitantes para a DC. Ja no hemisfério Sul a incidéncia
€ menor, 2-8 por 100.00 habitantes para a UC e 0,1 a 4 por 100.000 habitantes para
a DC. Além disto, estas doencas possuem uma incidéncia superior em povos judeus
(RAPOSO, 2008).

Atualmente os farmacos usados para o tratamento das Dlls sdo: corticoides,
imunossupressores e antibiéticos. Destes 0s mais prescritos sao as sulfassalazinas,
antibiéticos que possuem uma boa eficacia no tratamento das Dlls. Porém 90% das
pessoas possuem algum tipo de intolerancia a este farmaco, o que impossibilita o
seu uso para o tratamento da maioria dos pacientes com Dlls (BIONDO-SIMOES et

al., 2003). Entéo, torna-se necessario a busca por compostos que possam atuar de
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forma a diminuir os parametros inflamatérios destas doencas e possibilitar aos
pacientes com Dlls um controle eficaz sem remisséo da doenga e por consequéncia
uma boa qualidade de vida.

Diante disto, o presente trabalho teve como objetivo extrair e caracterizar o
polissacarideo sulfatado (PLS) da alga vermelha Hypnea musciformis, bem como
avaliar o efeito anti-inflamatoério deste PLS no processo inflamatorio intestinal da

colite induzida pelo &cido trinitrobenzeno sulfénico (TNBS) em ratos.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 DOENCAS INFLAMATORIAS INTESTINAIS

As doencas Inflamatorias Intestinais (Dlls) sdo condi¢des clinicas que
compreendem principalmente dois subgrupos: colite ulcerativa (UC) e doenga de
Crohn (DC), que se distinguem por aspectos clinicos, endoscopicos e caracteristicas
patolégicas minuciosas (WENDT; KESHAV, 2015).

A UC é uma condi¢do inflamatoria cronica do trato gastrointestinal humano,
afetando principalmente o célon e o reto. E uma doenca intermitente, com periodos
de sintomas exacerbados e fases relativamente sem sintomas. Problemas
associados a UC incluem diarreia sanguinolenta, Ulceras de célon, perda de peso, e
a longo prazo, aumento do risco de cancer de célon e doencas desconhecidas. A
UC afeta principalmente a mucosa de revestimento do célon e do reto (XAVIER;
PODOLSKY, 2007). A infiltracdo de polimorfonucleares é considerada como a leséo
primaria e central da colite, a qual é geralmente seguida pela perda do epitélio,
perda de células caliciformes e dano da cripta (PILE et al., 2012).

J& a doenca de Crohn € uma condi¢do reincidente, inflamatéria transmural
gue acomete a mucosa ou todas as camadas do intestino, podendo afetar todo o
trato gastrointestinal da boca ao anus. As suas manifestacdes clinicas resultam de
uma infiltragdo substancial de leucdcitos ativados para a mucosa intestinal tendo
como consequéncia um processo inflamatério crénico (MARKS et al., 2010).

Os principais sintomas das Dlls incluem inflamacéo do célon e dor abdominal,
bem como outros sintomas como, sensacdo visceral alterada, dor, diarreia,
sangramento retal, fraqueza e perda de peso (BEAUGERIE; SOKOL, 2012). Estes
sintomas resultam da disfuncao de células ndo imunes na parede do intestino, tais
como células do musculo liso, neurdnios entéricos e células epiteliais que regulam
as funcdes de motilidade e de transporte (SHI; WINSTON; SARNA, 2011).

Atualmente, o diagnéstico da colite ulcerativa e da doenca de Crohn e a
diferenciacdo entre ambas s&do baseados em padrfes clinicos e histologicos
inespecificos que sdo muitas vezes alterados por intercorréncia infecciosa, eventos
iatrogénicos ou alterados por medicamentos ou cirurgia (EVGENIKOS; STEPHEN,
1996). No entanto, marcadores sorolégicos que incluem anticorpos citoplasmaticos

antineutroéfilos estdo presentes em aproximadamente 70% dos portadores de colite
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ulcerativa e anticorpos anti-Saccharomyces cerevisiae em 50% dos portadores de
doenca de Crohn (RIGAUD et al. 1991; SAXON et al., 1990).

A incidéncia e prevaléncia da doenca de Crohn (CD) e colite ulcerativa (UC),
variam consideravelmente em todo o mundo. As maiores taxas de incidéncia e
prevaléncia tém sido relatados na América do Norte e na Europa, com incidéncias
tdo elevadas como 20,2 casos por 100.000 habitantes para CD e 19,5 casos por
100.000 habitantes para UC (BERNSTEIN et al., 2006; COSNES et al., 2011) A
prevaléncia de DIl também varia dentro dos Estados Unidos e da Europa, com as
taxas de prevaléncia mais baixas para ambos CD e UC nas regides Sul, em
comparacdo com a regido Norte (SONNENBERG; WASSERMAN, 1991;
KAPPELMAN et al., 2007; SHIVANANDA et al., 1996).

A incidéncia da UC aumentou em geral na Europa de 6 casos por 100.000
pessoas/ano para 9,8 por 100.000 pessoas/ano e a CD de 1 caso por 100.000
pessoas/ano para 6,3 casos por 100.000 pessoas/ano, de 1962 para 2010
(BURISCH, 2015). No Brasil, ndo ha dados oficiais, visto que ndo séo caracterizadas
como doencas de cunho compulsério. Mas parece estar sendo mais frequentemente
diagnosticada em servicos de gastropediatria. E estudos recentes apresentaram o
aumento do numero de casos no Sudeste do Brasil, mais especificamente no interior
do Estado das Minas Gerais (GABURRI et al., 1998) e no hospital universitario
localizado em Ribeirdo Preto no Estado de S&do Paulo (SOUZA, et al., 2002). Estas
doencas sdo mais comuns na raca branca, ndo diferem em relagdo ao sexo e sao
mais frequéntes em adultos jovens de 20 a 40 anos. Considerando-se a populacao
geral, 20% dos acometidos pelas doencas tém idade entre 10 e 20 anos e 3% estéo
abaixo de 10 anos (RODRIGUES, et al., 1996).

Inimeros estudos, tais como os de Camelo et al. (2012), Puthoor e De Zoeten
(2013), sugerem que as Dlls sao resultado de uma resposta inflamatoéria inadequada
a microbios intestinais, geralmente inofensivos provenientes de microbiota em um
hospedeiro geneticamente susceptivel. Estimulos ambientais parecem ser capazes
de desencadear uma reagdo imune anormal em pacientes geneticamente
suscetiveis (MAYER, 2010). Alguns fatores podem estar implicados, como: aumento
no consumo de acgucar, dieta pobre em fibras, conservantes alimentares e agentes
infecciosos (SONNENBERG, 1986).
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Muitos especialistas afirmam que as DlIs surgem da interagdo de quatro
fatores fundamentais: ambiental (tabagismo, dieta, hébitos higiénicos), genético
(existe uma ocorréncia familiar e alguns genes como CARD15 que ja estdo
identificados como estando implicados nas DIIs), microbiano (uma resposta anormal
do sistema imunoldgico contra a microbiota intestinal); e, por fim, o imunolégico (a
resposta imunolégica € a principal responsavel pelo desenvolvimento da
inflamacé&o). Segundo Ferrari et al. (2012) nenhum destes fatores de forma isolada
pode provocar a génese da DII, no entanto, a interacéo entre eles pode desencadear
a doenca bem como de acordo como a natureza de cada fator, pode determinar a

gravidade da condicao inflamatoria.
2.2 FISIOPATOLOGIA DA COLITE ULCERATIVA E DOENCA DE CROHN

A incicacdo da doencga inflamatoria intestinal se da através da infiltracéo
acentuada de células imunitarias inatas (neutréfilos, macréfagos, células dendriticas,
células Natural Killer) e células imunes adaptativas (células B e células T). O
aumento do numero e ativacdo dessas células na mucosa intestinal eleva os niveis
locais de fator necrose tumoral a (TNF-a), interleucina-1p, interferon-y, e citocinas da
via interleucina 23 (Th17), tornando uma inflamacdo mais acentuada (XU et al.,
2014).

No colon saudavel, macréfagos intestinais podem ser encontrados na
mucosa, préximo a membrana basal da camada epitelial. Na DIl, o ndmero de
macrofagos esta aumentado, indicando recrutamento para o intestino inflamado,
levando a uma contribuicdo para os danos intestinais, ao liberar citocinas, radicais
livres, e outros mediadores inflamatorios, tanto por fagocitar antigenos ou agindo
como células apresentadoras de antigenos (STEVCEVA, 2001).

Os mastécitos estdo distribuidos no tecido conjuntivo, em sua maioria na
submucosa (PUTHOOR; DE ZOETEN, 2013). Eles agem pela degranulacdo e
liberacdo de mediadores, como: serotonina, histamina, substéncia P, heparina e
leucotrieno e por isso possuem uma significativa contribuicdo para a intensificacao
do processo inflamatério intestinal (SHI et al., 2011).

A DC é caracterizada por uma inflamacdo transmural e descontinua
ocasionada pela agéo de linfocitos T-helper (Th1/Th17), que produzem IL-6, IL-12 e

IL-17. Enquanto na UC, ocorre um acometimento das camadas mucosa e
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submucosa do célon, mediado por linfocitos da subpopulacdo Th2 (MAYER, 2010;
CAMELDO et al., 2012; PUTHOOR; DE ZOETEN, 2013). Segundo Stevceva (2001), o
namero de linfocitos T estd aumentado nas amostras de tecidos célicos acometidos
por DII, tendo uma predominancia de linfécitos T CD8 na DC. Estes liberam grandes
quantidades de IL-4, IL-5 e IL-13, capazes de induzir macréfagos, monocitos,
neutrofilos, células T e células natural Killer (NK) a liberar TNF-a, IL-1 e IL-6.
(MAYER, 2010; CAMELO et al., 2012; PUTHOOR; DE ZOETEN, 2013).

Devido a constante exposicdo da mucosa intestinal a microrganismos e
xenobidticos; no intestino normal, a IL-10 é a citocina anti-inflamatoéria responséavel
por manter o ambiente em equilibrio por sua atividade supressora sobre as citocinas
pré-inflamatérias (GLOCKER et al., 2009). Além de inibir citocinas do tipo Thl, como
IL-2 e interferon-y (PAUL; KHARE; GASCHE, 2012). Quando esse equilibrio é
quebrado, os linfocitos e macréfagos ativados liberam mediadores pré-inflamatorios
como TNF-q, IL- 1B e quimiocina ligante 1 (CXCL1). CXCL1 € um quimiotatico de
neutréfilos e indutor de inflamacdo, e sua expressdo génica esta aumentada em
pacientes com DIl (SZALAI et al., 2014).

As citocinas pro-inflamatorias promovem reacdes do tipo hospedeiro em
resposta a Vvarios agentes nocivos, incluindo agentes microbianos
(SZKARADKIEWICZ et al., 2009). Os altos niveis de citocinas pro-inflamatorias (IL-
18, IL-6, IL-8 e TNF-a), sao fatores preponderantes na colite ulcerativa, por
promover a degradacdo da matriz de colageno pelos fibroblastos intestinais, com
consequente perda da integridade da mucosa e ulceracdo. A concentracdo dessas
citocinas e a expressdo dos RNAm correspondentes estdo aumentados na mucosa
cllica, fluidos intestinais, baco, soro de pacientes com UC.

H& uma correlacdo significante entre a atividade dessas citocinas e a
intensidade da colite (MACDONALD, MONTELEONE; PENDER, 2000). O TNF-a
ativa leucocitos, inibe a apoptose de células inflamatérias, inibe a proliferacdo de
células T ativas e aumenta a permeabilidade vascular. Pode causar inflamacéo
direta e indiretamente ao promover a sintese de outras citocinas pro-inflamatérias,
pois regulam genes (NF-KB que controlam a expresséo de citocinas, moléculas de
adesao celular, moléculas imunorreguladoras e mediadores proé-inflamatoérios.

O TNF-a e a IL-1B tem efeitos sinérgicos e parecem induzir um ao outro
(BINGHAM, 2002). O TNF-a também participa da producéo de oxido nitrico (NO) por
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ativar a enzima oxido-nitrico sintase induzida (iNOS), que por sua vez promove mais
inflamagéo que a IL-1B (TIAN et al., 2003). Esse conhecimento permitiu o uso de
medicacfes anti-TNF-a para controle e remissdo de formas moderadas e graves de
DIl (ENGEL; NEURATH, 2010).

As Oxido-nitrico sintases neuronal e endotelial (hNNOS e eNOS) sédo enzimas,
presentes na mucosa gastrointestinal, que regulam a microvasculatura, a
permeabilidade e manutencdo da perfusdo tecidual. Citocinas podem inibir a
expressdo de nNOS, aumentar a de iINOS, que por sua vez exerce atividade
inflamatoria pelo aumento da liberacdo de NO. O NO pode ser benéfico ou deletério
a depender da sua concentragdo, duracao e sitio de sintese. Na mucosa intestinal,
em concentracdo aumentada, promove maior lesdo tecidual, hipomotilidade e a
proliferacéo bacteriana (PORRAS et al., 2006; SZALAI et al., 2014).

2.3 TERAPEUTICA DAS DOENCAS INFLAMATORIAS INTESTINAIS

Muitas drogas principalmente as anti-inflamatorias tém sido usadas para
combater os sintomas das Dlls. Dentre a terapia de escolha para o tratamento
podem-se incluir os corticoides. Estes agem na condi¢cdo clinica como anti-
inflamatorios, contudo seu efeito imunossupressor é usado como acéo terapéutica
nas Dlls, eles agem diminuindo a acdo imunoldégica do organismo amenizando a
resposta a agentes bacterianos, o que no caso das DlIs sdo da prépria microbiota.
Por se tratar de imunossupressores ndo se recomenda o0 uso continuo de corticoide,
pois eles podem provocar efeitos adversos muito significativos e até mesmo a
recidiva da doenca. Uma estratégia para reduzir o uso de corticoides é a
Sulfassalazina, e outro método € o uso de anticorpos especificos anti-TNF-a e anti-
NF-KB (BIONDO-SIMOES, et al., 2003). O uso de talidomida reduz
significativamente os niveis de TNF-a e IL-12 (BAUDITZ; WEDEL; LOCHS, 2002).

IL-12 é uma citocina imunorreguladora com envolvimento central na inducdo
da resposta imune celular. Um interessante estudo demonstrou que o anticorpo anti-
IL-12 evitou a colite induzida em animais, sugerindo que esta citocina também tenha
importante papel na patogénese das DlIs. A combinacao da inibicdo do TNF-a e IL-
12 pode explicar por que a talidomida € mais efetiva que outros inibidores seletivos
de um uUnico mecanismo inflamatério (BAUDITZ; WEDEL; LOCHS, 2002). Outra

estratégia terapéutica € o uso do acido 5-aminosalicilico, sua acdo consiste no
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blogueio da produgédo de prostaglandinas e leucotrienos inibindo a liberagdo de
peptideos bacterianos que sdo capazes de induzir a migracdo de neutrdéfilos
(PODOLSKY, 2002).

Até o momento os farmacos utilizados no tratamento das Dlls possuem
muitos efeitos adversos e na maioria das vezes nao aliviam a queixa principal, que é
o desconforto abdominal acompanhado de muitas dores intestinais. Entéo,
estratégias terapéuticas, principalmente as de origem natural, que possam melhorar
este quadro clinico causando o minimo de efeito adverso ao paciente, por
consequéncia tendem a trazer melhor qualidade de vida para pessoas que sofrem
de algum tipo de doenca inflamatéria intestinal. Frente a isso é justificavel a
verticalizacdo desta pesquisa para substancias naturais oriundas de algas marinhas,
em evidéncia apontam-se 0s polissacarideos sulfatados extraidos das algas

marinhas vermelhas.

2.4 ALGAS MARINHAS VERMELHAS FONTES DE POLISSACARIDEOS
SULFATADOS

O Brasil possui uma enorme biodiversidade aquética, as algas marinhas sédo
0os organismos que melhor representam essa diversidade. Do total de 32.000
espécies conhecidas, pelo menos 820 taxons foram identificados ao longo da costa
brasileira. Para sobreviver no ambiente aquatico altamente competitivo, as algas
marinhas tém desenvolvido estratégias de defesa que resultam em uma enorme
diversidade de compostos produzidos através de diferentes vias metabdlicas. Isto
faz das algas marinhas, organismos promissores como fonte de novos compostos
bioguimicamente ativos, além de compostos essenciais para a nutricdo humana
(SORIANO et al., 2011).

As macroalgas ocorrem em todo o globo e sendo a base da cadeia alimentar,
servem como fonte de nutrientes para uma grande variedade de organismos
aguaticos. Elas sé@o os principais consumidores de nitrato e CO2 e liberam uma
grande quantidade de oxigénio para a atmosfera via fotossintese.
Consequentemente as algas desempenham um papel vital na manutencdo do
equilibrio marinho e preservacdo da biodiversidade. Algas e produtos de algas

também tém um impacto econémico em varios setores, como nha aquicultura, na
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indastria farmacéutica, nutracéutica, biomedicina, medicina veterinaria e inddstria de
cosmeéticos (SORIANO et al., 2011).

As rodofitas ou algas vermelhas constituem o grupo com o maior niumero de
espécies na costa brasileira. As roddfitas sdo quase exclusivamente macroscoépicas,
sendo organismos de portes médios ou grandes, possuem um conteudo razoavel de
biomassa. Os produtos naturais de algas vermelhas caracterizam-se pela grande
abundéancia de substancias com atividade biolégica (REPKA et al., 2004). Estes
compostos estruturalmente bioativos sao importantes fontes de novas substancias.
E relatos de diversos pesquisadores afirmam que as algas marinhas sao fontes de
compostos que exibem varias atividades bioldgicas relevantes (WIJESEKARA; KIM,
2010; WIJESEKARA; YOON; KIM, 2010).

Algas marinhas vermelhas biossintetizam principalmente polissacarideos
sulfatados (PLS), polimeros de agucares complexos e heterogéneos constituidos de
unidades repetitivas alternadas de B (1 — 4) D-galactose e a (1 — 3) D-galactose
dotados de radicais sulfatos 0os quais sdo componentes da matriz extracelular e de
grande aplicacdo em biotecnologia (ARAUJO et al., 2008; FONSECA et al., 2008;
CAMPO et al., 2009; RODRIGUES et al., 2009), sobretudo devido a sua
biocompatibilidade e atoxidade (FARIAS, 2014).

2.5 ATIVIDADES FARMACOLOGICAS DE POLISSACARIDEOS SULFATADOS

Polissacarideos sulfatados compreendem um grupo de macromoléculas
heterogéneas e complexas de origem ndo mamifera que sdo encontrados em
concentracfes elevadas na matriz extracelular e estdo envolvidas em funcbes
ibnicas, mecanicas e osmoéticas das algas marinhas (POMIN; MOURAO, 2008).
Recentemente, varios estudos tém-se centrado sobre estes polimeros que tém sido
isolados a partir de diferentes espécies de algas, devido a sua grande aplicabilidade
biomédica, farmacoldgica e toxicidade relativamente baixa (RODRIGUES et al.,
2012).

S&80 inumeras as atividades biologicas descritas sobre polissacarideos
sulfatados extraidos de algas marinhas, a saber: acdo antioxidante (SUDHARSANA
et al., 2015); antinociceptiva (RODRIGUES et al.,, 2012; PEREIRA et al., 2014));

prevencdo de danos gastrintestinais (SILVA et al., 2012); antibacteriana
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(VIJAYABASKAR; VASEELA; THIRUMARAN, 2012); anticoagulante e antitrombatico
(DOREA et al., 2013); antitumoral (Ye et al., 2008); antiangiogénica (CONG et al.,
2016); antiviral (SYNYTSYA et al., 2014); imunomodulatéria (KIM; JOO, 2008); anti-
inflamatoria (BATISTA et al., 2014); anticolite (BRITO et al., 2014) etc. Isto prova a
vastiddo de atividades biolégicas as quais os polissacarideos sulfatados de algas

marinhas sdo capazes de realizar.
2.6 POLISSACARIDEO SULFATADO DA Hypnea musciformis

A Hypnea musciformis € uma alga vermelha da familia das rodofitas, habita
ambientes marinhos rasos de mares tropicais e subtropicais, podendo ser
encontrada no Senegal, Vietnd, EUA, Filipinas, india, Bangladesh, Bahamas e Brasil
(GANESAN; THIRUPPATHI; BRAVANATH, 2006). A H. musciformis € um recurso
importante para o Brasil, pois é bastante utilizada na indastria de ficocoloides
(BRAVIN; YONESHIQUE, 2002). A espécie é considerada uma alga resistente,
principalmente devido a sua tolerancia a amplas faixas de temperatura da agua,
salinidade e intensidade de luz (GANESAN; THIRUPPATHI; BRAVANATH, 2006).
Esta alga sintetiza elevadas concentracbes de polissacarideos sulfatados,
compostos principalmente por residuos alternados B-D-galactose e a-D-galactose.
Este polissacarideo da H. musciformes tem sido relatado como sendo uma k-
carragenina, biopolimero da familia das carrageninas que tem um grupo sulfato no
carbono 4 no residuo (B-D-galactose e uma ponte de 3,6-anidro em a-D-galactose
(CREER et al., 1984; AZIZA et al, 2008). A referida estrutura confere a este
polissacarideo boa propriedade reoldgica e caracteristica farmacolégica como: acao
antioxidante (Alves et al., 2012); anti-lesdo gastrica (DAMASCENO et al., 2013) e
sobretudo acédo anti-inflamatéria (BRITO et al., 2013).

Diante dos problemas e consequéncias apresentados em pacientes com
doencas inflamatérias intestinais e tendo em vista as acdes farmacoldgicas
atribuidas ao polissacarideo sulfatado extraido da alga marinha Hypnea muscifomis
principalmente acdo anti-inflamatoria, torna-se viavel a extracdo e caracterizacao
deste PLS, bem com a avaliacdo do seu efeito anti-inflamatorio sobre os parametros

pro-inflamatorios e deletérios da colite induzida por TNBS em ratos.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

v

Extrair, caracterizar e avaliar o efeito anti-inflamatério do polissacarideo
sulfatado da alga marinha vermelha Hypnea musciformis durante a colite

induzida por TNBS em ratos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v

Extrair e caracterizar estruturalmente o polissacarideo sulfatado da alga

marinha vermelha Hypnea musciformis;

Avaliar a atividade do polissacarideo sulfatado da Hypnea musciformis sobre
0s critérios macroscépicos, microscopicos e sobre o peso umido do cdélon de

ratos com colite induzida por TNBS;

Avaliar o efeito do polissacarideo sulfatado da Hypnea musciformis sobre a

concentragdo de MPO no célon de ratos com colite induzida por TNBS;

Avaliar a acdo do polissacarideo sulfatado da Hypnea musciformis sobre os

niveis colénicos de MDA e GSH de ratos com colite induzida por TNBS;

Verificar o papel do polissacarideo sulfatado da Hypnea musciformis sobre a
producdo e liberacdo de IL-18 e TNF-a na mucosa do colon de ratos com
colite induzida por TNBS;

Determinar os niveis de nitrato e nitrito na mucosa do célon de animais com
colite induzida por TNBS e tratados com do polissacarideo sulfatado da

Hypnea musciformis.
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4 METODOLOGIA

4.1 EXTRACAO DO POLISSACARIDEO SULFATADO (PLS) DA Hypnea

musciformis

A extracdo do polissacarideo sulfatado da H. musciformis foi realizada no
Laboratério de Bioquimica das Algas Marinhas do Departamento de Bioquimica e
Biologia Molecular da Universidade Federal do Ceara. A alga marinha vermelha H.
musciformis foi coletada na praia de Flecheiras, Trairi, Ceara, Brasil, na seguinte
localizacdo geografica: 03° 13' 25" sul e 39° 16' 65" oeste. A amostra foi identificada
com a ajuda de um professor do Instituto de Ciéncias Marinhas da Universidade
Federal do Ceara e a espécime foi depositada no herbéario do Instituto de Ficologia
de Ciéncia do Mar na Universidade Federal do Ceara — Fortaleza - CE, Brasil
(exsicar N° 2165). As amostras foram limpas de epifitas, lavadas com agua destilada
e armazenadas a -20 °C. Os polissacarideos sulfatados foram extraidos tal como
descrito posteriormente (FARIAS et al., 2000).

O tecido seco (5 g) foi cortado em pedagos pequenos, suspenso em 250 ml
de tampédo 0,1 M de acetato de sddio (pH 6,0) contendo 510 mg de papaina (E.
Merck, Darmstadt, Alemanha), 5 mM de EDTA, e 5 mM de cisteina, e incubado a
60°C durante 24 h. A mistura de incubacéo foi entéo filtrada e o sobrenadante foi
guardado. O residuo foi lavado com 138 ml de agua destilada, filtrou-se novamente
e os dois sobrenadantes foram juntados. Os polissacarideos sulfatados em solucao
foram precipitados com 16 ml de solucdo de cloreto de cetilpiridinio a 10%. Depois
de repousar a temperatura ambiente durante 24 h, a mistura foi centrifugada a 4781
rpm, durante 20 min, a 5°C. Os polissacarideos sulfatados no pellet foram lavados
com 610 ml de solugéo de cloreto de cetilpiridinio a 0,05% e dissolvidos com 172 ml
de NaCl a 2M, solucédo de etanol (100:15, v/v), e precipitado com 305 ml de etanol
absoluto. Apds 24 h a 4°C, o precipitado foi recolhido por centrifugacdo (4781 rpm
durante 20 min a 5°C), lavado duas vezes com 305 ml de etanol a 80%, e uma vez
com o mesmo volume de etanol absoluto. O precipitado final foi secado a 60°C
durante a noite e 200 mg de polissacarideo em peso seco bruto foi obtido apds estes

procedimentos.
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4.2 METODO GERAL PARA ANALISE QUIMICA DO PLS

O conteudo total de acucar foi determinado pela técnica de UV em acido
sulfurico (ALBALASMEH et al., 2013), utilizando D-galactose como padrao. O teor
de nitrogénio e de carbono foram determinados por microanalise elementar
utilizando o equipamento da marca Perkin Elmer, modelo 2400 Series Il CHNS/O. O
teor de proteina foi calculado a partir da porcentagem de nitrogénio (N%) usando o
fator de correcdo de 6,25, conforme proposto por Marks, Buchsbaum e Swain
(1985). O teor de sulfato no polissacarideo foi determinado por Espectrometria de
Emiss&o Optica Indutivamente Acoplado com Plasma (ICP-OES). Neste método, 12
mg de polissacarideo foram digeridos em 3 mL de HNOs concentrado a 70 °C
durante 1 h. Apés digestdo e arrefecimento da solucéo, o volume foi ajustado para
50 mL e o teor de enxofre foi medido usando um espectrémetro de emisséo Optica
de plasma acoplado indutivamente (ICP-Espectro por Arcos de plasma) em 180,731
nm (KRUG, 2010).

4.3 DISTRIBUICAO DA MASSA MOLAR

Para estimar o pico de massa molecular (MPK) do PLS foi usada uma
cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC), realizada num sistema de
Shimadzu equipado com um detector de indice de refraccdo (Modelo RID-10A) a
temperatura ambiente utilizando uma coluna de ultra hidrogel linear (7,8 x 300 mm),
a uma taxa de fluxo de 0,5 ml/min, com uma solucdo de polissacarideo de 0,5%,
usando como solvente e eluente o0 NaNOs a 0,1 M. Uma curva de calibragéo foi
obtida usando um padréo pullulans (Shodex Denko) de diferentes pesos moleculares
que variam de 103 para 106 g/mol. A equacdo obtida a partir deste gréfico de

calibracao foi:
Log Mw = 14,6827 - 1,06967Ve (1)

Onde Ve representa o volume de eluicdo em mL. O coeficiente de correlagéo linear
foi de 0,99.
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4.4 ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE
FOURIER (FT-IR)

Os espectros de infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR) do PLS
foram registados com um espectrofotdmetro Shimadzu IR (modelo 8300) de
varredura entre 400 e 4000 cm. As amostras foram analisadas como pastilhas de
KBr.

4.5 ANIMAIS UTILIZADOS PARA OS PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS
SUGERIDOS

Foram realizadas duas rodadas de experimentos, usando 36 animais cada
rodada. Sendo utilizado um total de 72 ratos wistar machos, pesando 150 - 200
gramas, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do Piaui. Os ratos
foram mantidos com agua e alimentacao ad libitum no Biotério do Departamento de
Farmacologia da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal do Piaui. Doze a
quatorze horas antes, em todos os experimentos, 0s animais foram colocados em
jejum, mas com livre acesso a agua. Todos os tratamentos e procedimentos
cirirgicos realizados estavam de acordo com o “Guia de cuidados em uso de
animais de laboratério” do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).
Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA)
da Universidade Federal do Piaui — UFPI sob o protocolo de nimero: 011/15.

4.6 PADRONIZACAO DO MODELO DE DOENCA DE CROHN EXPERIMENTAL
4.6.1 Modelo de DIl induzido por &cido trinitrobenzeno sulfénico (TNBS)

Inicialmente, os ratos passaram por um processo de preparacao do célon. Os
animais permaneceram 12 a 14 h recebendo somente agua ad libitum.
Posteriormente, foram submetidos a limpeza do célon por enema com 20 ml de
solugéo salina a 0,9%. Uma hora antes da indugéo da colite os ratos foram divididos
em seis grupos (5-7 animais por grupo). Quatro destes seis grupos foram tratados
da seguinte forma: dexametasona (1 mg/kg) por via sub cutanea (s.c.); PLS 10
mg/kg por via oral (v.0); PLS 30 mg/kg (v.0); PLS 60 mg/kg (v.0). A colite foi induzida

pela administracdo por via intra-anal de TNBS (20mg) diluido em etanol a 50%,
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sendo esta solugédo administrada num volume de 0,8 ml por animal. Todos os grupos
tratados anteriormente foram submetidos a inducédo da colite por TNBS. O grupo
controle (TNBS) recebeu somente TNBS por via Intra-anal e o grupo salina recebeu
somente uma solucéo fisioldgica a 0,9%, num volume de 0,8 ml também intra-anal.
Para a inducéo da colite os ratos foram previamente anestesiados com quetamina
(75 mg/kg) e posicionados em decubito lateral esquerdo. Foi introduzido, por via
retal, um cateter de polietieno n° 6 medindo 8 cm de comprimento para a
administracdo das solucdes de TNBS ou salina. Cada animal permaneceu suspenso
pela cauda por 30 segundos para evitar o retorno das solugdes. Os tratamentos com
0 polissacarideo sulfatado nas doses de (10, 30 e 60 mg/kg) ou dexametasona (1
mg/kg) foram feitos antes e uma vez ao dia durante trés dias apés a inducdo da
colite por TNBS. No terceiro dia, uma hora apés o ultimo tratamento os ratos foram
eutanasiados, suas cavidades abdominais foram abertas e foi retirada uma porcao
de 5 cm do colon de cada animal. Entdo foram avaliados os parametros
macroscopicos, peso umido e em seguida o tecido foi dividido e estocado em
amostras para se realizar posteriormente 0s seguintes ensaios: dosagens de
mieloperoxidase (MPO), glutationa (GSH), acido malonildialdeido (MDA), IL-1B, TNF-
a e nitrato e nitrito (NO3/NOz).

4.6.2 Avaliacdo dos escores macroscopicos e microscopicos de leséo

Os ratos foram eutanasiados trés dias ap6s a inducdo das colites. Em
seguida, foi feita uma incisdo mediana com abertura na cavidade peritoneal. Apos a
identificacdo do reto e coélon, foi isolada uma extensdo de 5 cm do célon dos
animais. A peca foi aberta longitudinalmente, lavada com soro fisiolégico e
distendida sobre uma superficie plana para uma avaliacdo do escore macroscopico
seguindo a técnica descrita por Morris et al., em 1989 conforme mostrado na Tabela
1. Depois disso, fragmentos da mesma peca foram processados segundo técnicas
histolégicas de rotina e corados com hematoxilina e eosina para a avaliacdo de
escores microscopicos seguindo a técnica descrita por Appleyard e Wallace em

1995, conforme mostrado na Tabela 2.
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4.6.3 Avaliagdo do peso umido dos coldns de animais com ou sem colite

Apo6s a analise macroscopica dos escores de lesao dos célons de ratos com e
sem colite e tratados com o polissacarideo sulfatado nas doses de (10, 30 e 60
mg/kg) ou com dexametasona (1 mg/kg) foram retirados fragmentos de cdlon
medindo 5 cm de comprimento cada. Posteriormente, foi feita a pesagem desses

fragmentos e os resultados foram expressos como peso Umido de 5 cm de célon.

Tabela 1. Avaliacdo dos escores macroscopicos das lesdes intestinais de animais com
colite induzida por TNBS.

Critério Escore

Aparéncia normal 0
Hiperemia local sem Uulceras

Ulceracdo sem hiperemia ou espessamento da parede colbnica
Ulceracao com inflamagdo em um sitio

Ulceracao / inflamacdo em dois ou mais sitios

ga b~ W N B

Lesao principal estendendo-se por 1 cm ao longo do célon
Area de lesdo > 2 cm ao longo do comprimento do célon. A quantificacdo é 6-10

aumentanda em 1 para cada centimetro adicional.

Fonte: Morris, 1989. Adaptado.

Tabela 2. Avaliagdo dos escores microscopicos das lesdes intestinais de animais com
colite induzida por TNBS.

Critério Escore

Perda da arquitetura da mucosa 0-3
Infiltracdo celular
Espessamento da camada muscular

Formacéo de abscesso em cripta

o O o o

-3
-3
-1
-1

Auséncia de células caliciformes

Fonte: Appleyard e Wallace em 1995. Modificado
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4.7 ENSAIOS BIOQUIMICOS
4.7.1 Ensaio de mieloperoxidase (MPO)

Para a avaliagdo da atividade da MPO em ratos com e sem colite, fracdes do
cOlon foram retiradas e processadas. A analise dessa enzima seguiu-se de acordo
com o protocolo estabelecido por Bradley et al. (1982).

A MPO é uma enzima presente nos granulos azurofilos dos neutrofilos e tem
sido utilizada como um marcador qualitativo da infiltracdo de neutrofilos nos
processos inflamatorios em vérios tecidos. Para mensurar a concentragdo desta
enzima, 50 a 100 mg de célon de ratos com e sem colite e tratados ou ndo com o
PLS da H. musciformis (10, 30 e 60 mg/kg), foram colocados em tampéo de brometo
de hexadeciltrimetilaménio (HTAB). Posteriormente, foram maceradas em um
macerador Polytron (13000 rpm) e centrifugadas durante 15 minutos a 3000 rpm em
uma centrifuga refrigerada (4°C). Logo em seguida, o sobrenadante foi pipetado
numa placa (10ul), e foram acrescentados 200ul da solucéo de leitura (27 ml de H20
+ 5 mg de O-dianisidina em 3 ml de fosfato de potassio + 15 pl de perdxido de
hidrogénio H202). Na sequéncia a placa foi lida em um leitor de ELISA a 450nm. O
resultado foi expresso em UMPO/mg de tecido.

4.7.2 Dosagem de TNF-a e IL-1

Para dosagem de TNF- a e IL-1B, fragmentos do célon de animais foram
retirados e adicionados em um tampao inibidor de protease (500 yL de tampéo para
cada 100 mg de tecido) e depois processados em um homogeneizador de tecido e
centrifugado a 3000 rpm a 4° C por 10 minutos. Posteriormente, o sobrenadante foi
coletado e incubado com 2 ug/ml de anticorpo de captura (DuoSet - DY501) diluido
em tampao de bicarbonato (pH 8.2), 100 pL por pogo por 24 horas a 4 °C. A placa foi
lavada com PBS -Tween 20 a 0,1%. A reacao foi bloqueada com albumina bovina
1% diluida em tampé&o de lavagem, 100 pL por poco por 2 horas a temperatura
ambiente. Depois a placa foi novamente lavada usando a mesma solugao. A placa
foi entdo incubada com a curva padréo das citocinas (TNF- a, IL-1B) diluidas em
tampéo de lavagem e com as amostras de tecido do intestino a serem dosadas, 100

ML por pogo por 24 horas a 4 °C. A placa foi novamente lavada e depois incubada
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com o anticorpo biotinilado diluido de 1:1000 em tampao de lavagem contendo 1%
de soro de carneiro por 1h a temperatura ambiente. Novamente a placa foi lavada e
depois incubada com avidina peroxidase (SIGMA ALDRICH - A7419) diluida de
1:5000 em tampé&o de lavagem, 100 pL por pogo por 15 minutos a temperatura
ambiente. A placa foi entdo lavada e incubada com o-fenilenediamina diidrocloreto
(OPD) em tampao, 100 uL por pog¢o, no escuro a temperatura ambiente por um
periodo que varia de 5 a 20 minutos dependendo da citocina. A reacéo foi parada
com 150 pL por poco de H2SOs4 1M. A intensidade da coloracdo foi medida em
espectrofotometro a 490 nm e os resultados foram expressos como média + erro da
quantidade de TNF-a, IL-18 em pg/ml (TAVARES-MURTA et al., 2008).

4.7.3 Analise dos niveis de glutationa (GSH) na mucosa intestinal

Apbés a eutandsia dos animais (terceiro dia apdés a inducdo da colite),
fragmentos do colon dos ratos foram retirados para a analise dos niveis de
glutationa na mucosa intestinal.

A glutationa reduzida é um tripeptideo composto de glutamato, glicina e
cisteina, existente em praticamente todas as células de mamiferos. Ela exibe um
grande numero de funcbes essenciais para a célula, incluindo transporte de
aminodcidos, catalise enzimatica e protecdo contra os efeitos deletérios de radicais
livres enddgenos e metabdlitos toxicos (MEISTER, 1991).

O método de Sedlak e Lindsay (1968) foi utilizado para anélise de glutationa
nas amostras. Para determinacdo dos niveis de grupos sulfidrilicos nao-protéicos,
uma amostra de 50 a 100 mg da mucosa intestinal de cada animal foi
homogeneizada em EDTA 0.02 M, seguindo a proporcéo de 1:10, ou seja, para cada
100 mg de tecido usou-se 1 ml de EDTA. Aliquotas de 400 uL do homogenato foram
misturadas a 320 uL de agua destilada e a 80 uL de acido tricloroacético (TCA) a
50% para precipitacdo de proteinas. Os tubos foram centrifugados por 15 minutos a
3.000 rpm a 4° C. A um total de 400 uL do sobrenadante foi adicionado 800 pL de
tampao Tris 0,4 M (pH 8.9) e 20 uL de DTNB (reagente de Ellman) 0,01 M. A mistura
foi entdo agitada por trés minutos e cada amostra foi lida no espectrofotometro a um
comprimento de onda de 412 nm. As concentragbes de grupos sulfidrilicos néo-

protéicos foram expressas em g de GSH/g de tecido.
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4.7.4 Determinacdo de malonilaldeido (MDA) na mucosa intestinal

ApoOs a eutanasia, fracfes do colon dos ratos foram retiradas para a analise
dos niveis de MDA na mucosa intestinal.

Os niveis de malondialdeido na mucosa intestinal foram determinados pelo
método de Mihara e Uchiyama (1978). As amostras de tecido foram
homogeneizadas em cloreto de potassio (KCl) na propor¢cdo de 100 mg de tecido
para 1 ml de KCl a 0,15 M, em seguida foram retirados 250 pL do homogenato e
acrescentado 1,5 ml de H3POas (1%) e 0,5 ml de uma solugdo aquosa de &cido
tiobarbiturico aquoso (0,6%). Os tubos foram aquecidos por 45 minutos em banho-
maria e a mistura reacional foi entdo resfriada em um banho de agua gelada,
seguida da adicao de 2 ml de n-butanol. Os conteddos foram misturados por 1 min.
com um misturador "vortex" e depois centrifugados a 1200 rpm por 15 minutos, a
fase butandlica de cada amostra foi lida em espectrofotbmetro em dois
comprimentos de onda simultaneos: 520 e 535nm. Os resultados foram expressos

em nmol de MDA/g de tecido.

4.7.5 Determinacéo de NOs (nitrato) e NO2 (nitrito) na mucosa intestinal

Para a determinacdo das concentracdes colbnicas de nitrato e nitrito foi
usado o método de Griess. Inicialmente foi preparada uma solugcéo de 0,5 U/ml de
nitrato redutase (Sigma) em um tampéao KH2PO4 contendo NADPH. Para o preparo
da reacao de Griess, foi armazenada separadamente a 4°C em frascos de vidro e
protegidos da luz, uma solug¢édo contendo sulfanilamida a 1% em HsPO4 a 2,5% e
outra solugdo de NEED a 0,1% em HsPOs4 a 2,5%. Depois de preparadas as
solugdes, as amostras processadas de tecido coldnico de animais com e sem colite
e tratados com o PLS da H muciformis (10, 30 e 60 mg/kg) ou com dexametasona (1
mg/kg) foram incubadas numa microplaca com nitrato redutase (16 pUL por poco)
durante 12 h para a conversdo de NOs (nitrato) em NO2 (nitrito). O produto da
degradacéo do oxido nitrico foi determinado medindo as concentracdes de nitrito em
um leitor de placas de ELISA a 540 nm, utilizando o método de Griess (GREEN et

al.,1982). Os resultados foram expressos como micromoles (uUM) de nitrito.
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4.8 ANALISE ESTATISTICA

Dos dados quantitativos foram calculadas as médias + erro de certo nimero
de eventos (n = 5-7 animal) em cada grupo. A diferenca estatistica entre os grupos
foi determinada através de analise de variancia (ANOVA) e a comparacao entre as
médias foi feita pelo teste de Bonferroni. Dos dados qualitativos foram calculadas as
meédias + erro de certo numero de eventos (n = 5-7 animal) em cada grupo. A
diferenca estatistica entre os grupos foi determinada pelo teste de Kruskal-Wallis
seguida pelo teste de Dunns. Uma diferenca de p<0,05 foi considerada

estatisticamente significativa.
5 RESULTADOS

5.1 ANALISE QUIMICA DO POLISSACARIDEO SULFATADO DA Hypnea

musciformis

Os dados analiticos do polissacarideo da Hypnea musciformis estdo descritos
na Tabela 3. A partir de uma solucdo de 1,0 mg/ml de PLS (dissolvido em agua
destilada) foi detectada 1,0 + 0,04 mg/ml de hidratos de carbono sollveis totais pelo
método UV/&cido sulfurico (BALASMEH; BERHE; GHEZZEHEI, 2013). A
homogeneidade do polissacarideo foi confirmada por microanalises elementares,
gue mostrou um teor de azoto de 0,16 + 0,03%, que corresponde a 1,00 £+ 0,18% de
residuos de proteinas. Estes resultados indicam que o procedimento utilizado para
isolar e extrair o PLS foi adequado para se obter um composto livre de moléculas
indesejaveis que poderiam interferir nas experiéncias subsequentes. O grau de
substituicdo para o sulfato (DS) do PLS foi de 0,88 + 0,02, calculado com base em
Melo et al. (2002), de acordo com a Eg. (1). A equacdo proposta baseia-se na
estrutura de carragenina, considerando-se que o DS sulfato é definidos pelo nimero
de atomos de enxofre ou OSOs por unidade de repeticdo de dissacarideo, que
possuem 12 4tomos de carbono. Este resultado sugere a presenca de quase um
grupo sulfato por unidade de dissacarideo, caracteristica de k-carragenina
(COSENZA et al., 2014; KRAVCHENKO et al., 2014; CAMPO; KAWANO; DA SILVA
JR; CARVALHO, 2009;).
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DS = (%S/massa atémica do S)/(%C/massa atdmica do C x12) = 4.5 (S% / C%) Eq.
(1)

Tabela 3. Dados analiticos do polissacarideo sulfatado da Hypnea musciformis.
Contetdo quimico do polissacarideo sulfatado extraido da H. musciformis, S (%),
porcentagem de enxofre; C (%), porcentagem de carbono; N (%), porcentagem de nitrogénio,
DS sulfato (%), grau de substituicdo para sulfato.

Dados analiticos Conteudo
S (%)? 5,08 + 0,07
C (%)? 25,98 + 0,29
N (%)2 0,16 + 0,03
DS sulfato (%) ® 0,88 + 0,02
Proteina (%)¢ 1,00 + 0,18
Total de carboidratos (%)¢ 100 £ 4,00

a Determinado por microanalise elementar.

b Obtido a partir da equacéo 1

¢ Determinado por microandlise elementar utilizando o fator de correlagéo 6,25.

d Determinado pelo UV / &cido sulfdrico (BALASMEH, BERHE, GHEZZEHEI, 2013).

A distribuicdo da massa molar do polissacarideo sulfatado da Hypnea
musciformis (PLS) foi estimada por cromatografia de alta eficiéncia de excluséo por
dimensédo (HPSEC). O cromatograma HPSEC do PLS (Figura 1) mostrou um unico
pico estreito e em 8,97 ml, correspondendo a um MPK de 1,24 X 10° g/mol. Alto
peso molecular, tal como o aqui descrito, que € comum para carrageninas (POMIN,
2010; CAMPO; KAWANO; DA SILVA JR; CARVALHO, 2009).
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Figura 1. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). Cromatograma do polissacarideo
da H. musciformis a 0'5% em coluna de ultrahidrogel a 25°C usando NaNOs 4 0,1 mol/L, como
eluente a um fluxo de 0,5 ml/min. Volume de eluicdo corrigido para 8.97.

Para analise espectroscépica do PLS da H. musciformis foi usada a técnica
de Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IV) para analisar a estrutura
quimica do PLS. O espectro de IV do PLS (Figura 2) mostrou bandas largas em
1230 e 1261 cm, caracteristica dos grupos éster de sulfato (VILLANUEVA,;
MONTANO, 2003; KRAVCHENKO et al., 2014). O modo esquelético de galactanas
foi atribuido ao sinal em 1068 cm (BARROS et al., 2013; SEKKAL; LEGRAND,
1993). A posicdo dos grupos sulfatos pode ser inferida pelas bandas de 800 a 850
cm. Sinais intensos a 930 cm e 848 cm foram atribuidos a 3,6-anidro-
galactopiranose (DA-unidades) e de galactose-4-sulfato (G4S-unidades)
respectivamente, indicando a presenga de k-carragenina. Uma banda baixa intensa
em 804 cm, descrito por um grupo sulfato na posicdo C-2 de 3,6-anidro-
glucopiranose (DA2S-unidades), foi sugestiva de uma pequena quantidade de I-
carragenina, no entanto nédo foram encontradas especificas para A-carragenina.
(KRAVCHENKO et al., 2014; ARMAN; QADER, 2012; VILLANUEVA; MONTANO,
2003).



Absorbancia

L] I L} L) L] L} L L
1400 1300

T T T T T 1
1200 1100 1000 900 800 700

Numero da onda (cm)
Figura 2. Espectro de Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IV) do

polissacarideo H. musciformis em pastilhas de KBr. NUumeros de onda variam de 1400 a
700 cm.
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5.2 EFEITO DO PLS DA H. musciformis SOBRE OS ESCORES MACROSCOPICOS
DE LESAO

Conforme mostrado na Figura 3, os ratos do grupo controle (TNBS)
apresentaram lesdes intestinais com média maxima de escores (18,00 + 1,732),
enquanto o grupo salina, como era esperado, apresentou média muito baixa de
escores (0,600+ 0,400). O tratamento dos ratos com PLS da H. musciformis
apresentou os seguintes resultados em média de escores: dose de 10 mg/kg (9,000
+ 1,000); dose de 30 mg/kg (8,000 = 1,155); dose de 60 mg/kg (5,250 = 0,750). Esta
ultima dose reduziu de forma significativa a média de escores de lesdo comparada
ao grupo controle (TNBS), com (p<0,05), sendo considerada a dose de 60 mg/kg a
que apresentou um melhor resultado quando comparada aos outros grupos que
receberam o PLS da H musciformis. Além disto, o tratamento com dexametasona
também reduziu a média de escores macroscopicos (5500 + 1,658) de forma

estatisticamente significativa com (P<0,05).
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Figura 3. Efeito do polissacarideo sulfatado (PLS) extraido da Hypnea musciformis
sobre os escores macroscoépicos das lesGes dos célons de ratos com colite
induzida por TNBS. Os ratos foram tratados com PLS (10, 30 e 60 mg/kg, v.0) ou
dexametasona (DEXA, s.c) (1 mg/kg) uma vez por dia, durante trés dias apds a inducao
da colite. No terceiro dia, os ratos foram eutanasiados e os abdémens foram abertos.
ApOs a identificagcdo do intestino, amostras de tecido (5 cm) foram recolhidas para
avaliagdo dos escores macroscopicos de lesdo. Os resultados foram expressos como
média * erro de 5-7 animais por grupo. * P <0,05 vs grupo TNBS; #P <0,05 vs grupo
salina (ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni).
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5.3 EFEITO DO PLS DA H. musciformis SOBRE O PESO UMIDO DO COLON

Apoés as pesagens dos fragmentos do colon de cada animal observou-se o
aumento significativo do peso umido dos colons dos ratos do grupo controle (TNBS)
(1,035 £ 0,034 g/5cm) em comparagéo ao grupo que recebeu apenas salina no célon
(0,262 = 0,013 g/5cm). Os grupos tratados com o PLS da H. musciformis,
apresentaram os seguintes resultados em peso Umido de 5 cm do coélon: dose de 10
mg/kg (0,6950 £ 0,105 g/5cm); dose de 30 mg/kg (0,5453 + 0,122 g/5/cm); dose de
60 mg/kg (0,494 + 0,116 g/5cm), sendo esta Ultima dose a que apresentou uma
maior reducdo do peso umido dos colons quando comparada ao grupo controle
(TNBS), algo similar ocorreu com os animais tratados com dexametasona na dose
de 1 mg/kg (0,615 £ 0,108 g/cm) conforme mostrado na (Figura 4) com (P<0,05).
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Figura 4. Efeito do polissacarideo sulfatado (PLS) extraido da Hypnea
musciformis sobre o peso imido dos célons de ratos com colite induzida por
TNBS. Os ratos foram tratados com PLS (10, 30 e 60 mg/kg, v.0) ou dexametasona
(DEXA, s.c) (1 mg/kg) uma vez por dia durante trés dias ap06s a inducédo da colite. No
terceiro dia, os ratos foram eutanasiados e os abddémens foram abertos. Apés a
identificacdo do intestino, amostras de tecido (5 cm) foram recolhidas para avaliagdo
de peso umido. Os resultados sdo expressos como média * erro de 5-7 animais por
grupo. * P <0,05 vs grupo TNBS; #P <0,05 vs grupo salina (ANOVA seguido pelo
teste de Bonferroni).
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54 EFEITO DO PLS DA H. musciformis SOBRE OS CRITERIOS
MICROSCOPICOS DE LESAO DURANTE A COLITE INDUZIDA POR TNBS

A analise histolégica mostrou que os animais do grupo salina, conforme
esperado, apresentaram as pontuacdes minimas de escores microscépicos para
todos os parametros avaliados conforme mostrado na Tabela 4 e representado na
microfotografia pela Figura 5A. J& os animais do grupo controle (TNBS)
apresentaram significativa perda da arquitetura da mucosa 2 (0-2), intensa infiltracéo
de células 3 (1-3), espessamento da camada muscular 3 (1-3), formacdo de
abscessos em cripta 1 (0-1), e deple¢cédo de células caliciformes 1 (0-1), atingindo
uma pontuacédo total de danos de 8 (3-8) visto na (Tabela 4) e representado pela
(Figura 5B). No grupo tratado com o PLS (60 mg/kg, v.0) da H. musciformis
observou-se uma significativa (p <0,05) diminuicdo de importantes parametros
avaliados, tais como, perda da arquitetura da mucosa 0 (0-1), infiltracdo de células 0
(0-1), espessamento da camada muscular 1 (0-1), atingindo uma pontuacao total de
danos de apenas 1 (0-1), como visto na Tabela 4 e representado pela
microfotografia da Figura 5C. Esta diminuicdo das pontua¢cdes analisadas equivale a
uma reducdo significativa (p<0,05) de danos no tecido do c6lon. Da mesma forma, a
dexametasona (1 mg/kg, s.c) também reduziu os escores microscopicos avaliados

guando comparados com o grupo de TNBS Tabela 4 e representado pela Figura 5D.
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Tabela 4. Efeito do polissacarideo sulfatado (PLS) extraido da Hypnea musciformis sobre os
critérios microscopicos de lesédo intestinal provocada pela colite induzida por TNBS em ratos.

Média dos escores

Critérios SAL TNBS TNBS+PLS TNBS+DEXA
Perda da arquitetura da 0 2(0-2)# 0 (0-1)* 1 (0-3)*
mucosa

Infiltrac@o celular 0 3(1-3)# 0 (0-1)* 0 (0-3)*
Espessamento da muscular 0 3(1-3)# 1 (0-1)* 1(1-3)*
Abcesso em cripta 0 1(0-1) 1(0-1) 1(0-1)
Deplecdo de células de 0 1(0-1) 1(0-1) 1(0-1)
caliciformes

Escores totais de danos 0 8 (3-8) # 1(0-1)* 1 (0-3)*

Os ratos foram tratados com PLS (60 mg/kg, v.0) ou dexametasona (DEXA, s.c) (1 mg/kg) uma vez
por dia durante trés dias ap6s a indugéo da colite. No terceiro dia, os ratos foram eutanasiados e os
abdémens foram abertos. Apos a identificacdo do intestino, amostras de tecido (5 cm) foram
recolhidas para avaliacdo histologica. Avaliagdo de escores microscopicos foi realizada conforme
proposto por Appleyard e Wallace em 1995.

Escores de lesdo histologica expressos como média + erro (n = 5-7). Teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn.

* P <0,05 quando comparado ao grupo controle (TNBS).
# P <0,05 quando comparado ao salina.
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Figura 5. Microfotografia (200x, escala 50 pupm) representando o efeito do
polissacarideo sulfatado (PLS) extraido da Hypnea musciformis sobre os danos
microscépicos da lesdo intestinal provocado pela colite induzida por TNBS em ratos.
Tecido intestinal de um animal que recebeu apenas solugéo salina a 0,9% por via retal (A);
tecido intestinal de um animal que recebeu apenas TNBS por via retal (grupo controle) (B);
tecido intestinal de um animal com colite e tratado PLS (60 mg/kg, v.0) (C); tecido intestinal
de um animal com colite e tratado com dexametasona (1 mg/kg, v.0) (D). As setas preta
representam infiltrado celular e a seta vermelha represente perda da arquitetura da mucosa.
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55 EFEITO DO PLS DA H. musciformis SOBRE A INFILTRACAO DE
NEUTROFILOS NO COLON - MIELOPEROXIDASE (MPO)

Como visto na Figura 6, o grupo controle (TNBS) demonstrou intensa
infiltracdo de neutrdfilos para o colon (10,03 + 2,551 UMPO/mg de tecido) em
relacdo ao grupo que recebeu apenas salina no célon (1,222 + 0,042 UMPO/mg de
tecido). O tratamento com o PLS da H. musciformis (60 mg/kg, v.0) resultou em uma
inibicdo significativa da infiltracdo de neutréfilos (0,1876+ 0,053 UMPO/mg de
tecido), 0 mesmo ocorreu no tratamento com dexametasona na dose de (1 mg/kg,
v.0) (1,169 *= 0,487 UMPO/mg de tecido) (P<0,05), em relagdo ao grupo controle
(TNBS) com p < 0,05.
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Figura 6. Efeito do polissacarideo sulfatado (PLS) extraido da Hypnea
musciformis sobre a atividade da mieloperoxidase (MPO) em tecido intestinal de
ratos com colite induzida por TNBS. Os animais foram tratados com PLS (60 mg/kg,
v.0) ou dexametasona (DEXA, s.c) (1 mg/kg) uma vez por dia durante trés dias. No
terceiro dia, os ratos foram eutanasiados, foram recolhidas as amostras de 5 cm do
célon de cada animal e a atividade de MPO foi avaliada. Os resultados sdo expressos
como média + erro de 5-7 animais por grupo. * P <0,05 vs grupo TNBS; #P <0,05 vs
grupo de salina (ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni).
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5.6 EFEITO DO PLS DA H. musciformis SOBRE OS NIVEIS COLONICOS DE IL-1p
E TNF-a

ApGs trés dias da inducéo da colite por TNBS, os animais foram eutanasiados
e as amostras dos intestinos foram retiradas para dosagens de citocinas pro-
inflamatorias (IL-18 e TNF-a). Os animais submetidos a colite induzida por TNBS
(grupo controle) apresentaram um significativo aumento dos niveis das citocinas pro-
inflamatorias dosadas, IL-1B (478,7 + 139,8 pg/ml) (Figura 7); TNF-a (99,29 + 18,42
pg/ml) (Figura 8), comparado ao grupo salina, IL-13 (125,8 + 12,44 pg/ml) (Figura 7)
e TNF-a (41,23 + 8,595 pg/ml) (Figura 8). O grupo tratado com o PLS da H.
musciformis (60 mg/kg, v.0) apresentou uma reducdo significativa de ambas as
citocinas dosadas: IL-1B (108,8 + 31,03 pg/ml) (Figura 7); TNF-a (27,20 £ 2,779
pg/ml) (Figura 8) com P<0,05.
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Figura 7. Efeito do polissacarideo sulfatado (PLS) extraido da Hypnea
musciformis sobre os niveis colénicos de IL-1B de rato com colite induzida por
TNBS. Os animais foram tratados com PLS (60 mg/kg, v.0) uma vez por dia durante
trés dias. No terceiro dia, os ratos foram eutanasiados, as amostras de célon foram
recolhidas e os niveis da citocina, IL-1B, foram avaliados. Os resultados sao
expressos como a média + erro de 5-7 animais por grupo. * P <0,05 vs grupo TNBS;
#P <0,05 vs grupo salina (ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni).

51



150

= 100+

TNF-o. (pg/ml

Sl [ —

TNBS

SAL

Figura 8. Efeito do polissacarideo sulfatado (PLS) extraido da Hypnea
musciformis sobre os niveis coldnicos de fator de necrose tumoral alpha (TNF-a)
de rato com colite induzida por TNBS. Os animais foram tratados com PLS (60
mg/kg, v.0) uma vez por dia durante trés dias. No terceiro dia, os ratos foram
eutanasiados, as amostras de cdlon foram recolhidos e os niveis da citocina TNF-a
foram avaliados. Os resultados séo expressos como média * erro de 5-7 animais por
grupo. * P <0,05 vs grupo TNBS; #P <0,05 vs grupo salina (ANOVA seguido pelo teste

de Bonferroni).
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5.7 EFEITO DO PLS DA H. musciformis SOBRE OS NiVEIS COLONICOS DE
GLUTATIONA (GSH)

Apos o terceiro dia da inducdo da colite por TNBS, as amostras do célon dos
animais com ou sem lesao foram retiradas para dosagem de GSH. De acordo com a
Figura 9, o grupo controle (TNBS) apresentou significativo consumo dos niveis de
GSH (91,56 £+ 14,96 pg/g de tecido) quando comparado ao grupo salina (240,2 +
18,55 pg/g de tecido). Por outro lado o grupo tratado com o PLS da H. musciformis
(60 mg/kg, v.0) preveniu de forma significativa o consumo de GSH pelos radicais
livres provenientes da lesdo provocada pelo TNBS (225,4 + 32,47 ug/g de tecido),

demostrando uma diferencas estatistica (p<0,05).
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Figura 9. Efeito do polissacarideo sulfatado (PLS) extraido da Hypnea
musciformis sobre a concentragcdo coldnica de glutationa (GSH) em rato com
colite induzida por TNBS. Os animais foram tratados com PLS (60 mg/kg, v.0)
uma vez por dia durante trés dias. No terceiro dia, os ratos foram eutanasiados, as
amostras de célon foram recolhidos e os niveis GSH foram avaliados. Os
resultados séo expressos como meédia + erro de 5-7 animais por grupo. * P <0,05
vs grupo TNBS; #P <0,05 vs grupo salina (ANOVA seguido pelo teste de
Bonferroni).
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5.8 EFEITO DO PLS DA H. musciformis SOBRE A CONCENTRACAO COLONICA
DE ACIDO MALONILDIALDEIDO (MDA)

Como mostrado na Figura 10, o grupo controle (TNBS) expressou niveis altos
de MDA (162,5 = 25,63 nmol/g de tecido) em relagcéo ao grupo salina (65,07 £ 17,93
nmol/g de tecido). O grupo tratado com o PLS da H. musciformis (60 mg/kg, v.0)
demonstrou uma significativa reducao dos niveis de MDA (76,27 + 16,30 nmol/g de
tecido) (Figura 8) e como era de se esperar, a dexametasona na dose de 1 mg/kg
também reduziu significativamente a concentragdo de MDA (35,04 + 5,720 nmol/g de

tecido) em relacdo ao grupo controle (TNBS) (p<0,05).
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Figura 10. Efeito do polissacarideo sulfatado (PLS) extraido da Hypnea
musciformis sobre a concentrag@o col6nica do acido malonildialdeido (MDA) em
tecido intestinal de rato no modelo de colite induzida por TNBS. Os animais foram
tratados com PLS (60 mg/kg, v.0) ou dexamatesona (DEXA, s.c) (1 mg/kg) uma vez por
dia durante trés dias. No terceiro dia, os ratos foram eutanasiados e recolhidas as
amostras do célon de cada animal para a dosagem de MDA. Os resultados sao
expressos como média + erro de 5-7 animais por grupo. *p <0,05 vs grupo TNBS; #p
<0,05 vs grupo de salina (ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni).

55



56

5.9 EFEITO DO PLS DA H. musciformis SOBRE OS NiVEIS COLONICOS DE
NITRATO E NITRITO (NO3s/NO2)

Os animais submetidos a colite, grupo controle (TNBS), apresentaram
elevadas concentragbes de NO3/NO:2 (0,222 = 0,031 pM) quando comparados aos
animais que receberam apenas salina intra-anal, grupo salina (0,087 + 0,012 uM)
conforme mostrado na Figura 11. Por outro lado os animais tratados com o PLS da
H. musciformis (60 mg/kg, v.0) demonstraram significativa redugao da concentragéo
de NOs/NO:2 (0,102 £+ 0,008 pM) com p<0,05, em consonancia com a diminuicdo do
dano intestinal causado pela administragdo de TNBS.
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Figura 11. Efeito do polissacarideosulfatado (PLS) extraido da Hypnea
musciformis sobre os niveis coldénicos de produto de degradagcdo do Oxido
nitrico (NO), nitrato e nitrito (NO3/NO3), em tecido intestinal de ratos com colite
induzida por TNBS. Os animais foram tratados com PLS (60 mg/kg, v.0) uma vez
por dia durante trés dias. No terceiro dia, os ratos foram eutanasiados e recolhidas as
amostras do c6lon de cada animal para a dosagem de NO3/NO2. Os resultados séo
expressos como média + erro de 5-7 animais por grupo. * P <0,05 vs grupo TNBS; #P
<0,05 vs grupo de salina (ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni).
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6 DISCUSSAO

O polissacarideo sulfatados da H. musciformis é caracterizado por ser uma k-
carragenina que tem um grupo sulfato no carbono 4 do residuo 3-D-galactose e uma
ponte de 3,6-anidro no residuo a-D-galactose (CREER et al., 1984; AZIZA et al.,
2008). Confirmando o exposto acima a caracterizacao bioquimica do polissacarideo
da H. musciformis no presente estudo, apresentou um polimero do tipo K-
carragenina com peso molecular de 1,24 X 10° g/mol, estando dentro da faixa
apresentada por Cosenza et al. (2014), que variou de 0,88 a 2,87 x 10° g/mol. Além
disto, o PLS apresentou um padrao de sulfatacdo de quase um radical sulfato para
cada dois residuos de monossacarideos. Desta forma, acredita-se que a acdo anti-
inflamatoria deste PLS proposta por Brito et al. (2012) é bem possivelmente devido
ao conteldo de radicais sulfatos presentes nesta biomolécula.

Os resultados farmacolégicos do presente estudo demonstram claramente
que o efeito anti-inflamatério do PLS da H. musciformis apresentado por Brito et al.
(2012) foi reproduzido de forma clara no modelo de doenca inflamatdria intestinal
induzida por TNBS em ratos (Figura 12). O PLS da H. musciformis na dose de 60
mg/kg administrado por via oral (v.0) reduziu os parametros inflamatérios
macroscopicos importantes como peso Umido e escores de lesao, e além disto, este
PLS demonstrou resultado satisfatério em todos os ensaios bioquimicos realizados:
dosagem de MPO, citocinas (IL-1B e TNF-a), MDA, GSH e NO3/NO2. Tais evidéncias
destas acdes promovidas pelo PLS da H. musciformis sdo mostradas na Figura 12 e
detalhadas minunciosamente no decorrer deste texto.

Os modelos animais sdo amplamente usados para estudar a patogénese de
doencas humanas e para testar novas terapéuticas (MATEUS et al., 2013). Ao longo
da ultima década, muitos modelos animais de doencas inflamatorias intestinais (DIISs)
tém surgido. Embora o numero abundante de modelos possam dar a impressao de
que qualquer perturbacdo do sistema imunitario leva a colite, a maioria dos animais
nao desenvolve as doencas intestinais conforme desejado. Nem qualquer um
modelo mimetiza com precisdo a doenca em humanos, principalmente por causa da
natureza fugaz e poligénica da DIl (JONG et al., 2005).

Em seres humanos os eventos das DIIs ocorrem muito antes dos sintomas

aparecerem. Assim, os estudos muitas vezes precisam ser retrospectivos, 0 que
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pode causar muitos erros. Isso tem levado a estudos usando modelo animal (BRITO
et al., 2012).

Dentre os modelos animais mais utilizados para a colite cronica, destaca-se o
"modelo de hapteno”, originalmente descrito por Morris et al. (1989). Este modelo
envolve a administragdo Unica, intra-retal de um hapteno, o &cido
trinitrobenzenossulfonico (TNBS), dissolvido em etanol a 50% (vol/vol) (Walace et
al., 1995). A patogénese da DIl é semelhante entre as doencas humanas e a colite
induzida por TNBS (PAWAR et al., 2011). Esta € a raz&o pela qual tantos grupos de
pesquisa usam este modelo para investigar novas abordagens para o tratamento de
doenca inflamatéria intestinal (MATEUS et al., 2013).

Embora a propriedade do &cido trinitrobenzenossulfénico seja em parte
responsavel pelos danos da mucosa do intestino, o TNBS atua principalmente
provocando uma antigenicidade das proteinas bacterianas intestinais por funcionar
como um hapteno (NEURATH et al., 2000), assim promovendo o desenvolvimento
de respostas imune e inflamatoria (Figura 12).

A fase aguda da inflamacéo induzida por TNBS é presumivelmente essencial
para estabelecer a progressao continua da colite que é mediada pela imunidade
dependente de células T (CHEON et al., 2012). Desta forma a inducéo da colite por
instilacdo intra-retal de substancias hapténicas do TNBS (MORRIS et al., 1989),
resulta numa resposta imune mediada por células e induz uma inflamacgéo
transmural no intestino com caracteristicas morfoldégicas e histopatologicas
semelhantes aos das DIlls em humanos (DE ALMEIDA et al., 2013; CHEON et al.,
2012).

O modelo experimental de colite ulcerativa induzida por TNBS é caracterizado
por uma resposta inflamatoéria aguda, seguida por um espessamento da parede do
cOlon, ulceracbes e infiltracdo de células imunitarias (ISIK et al.,, 2011;
KANDASAMY, et al., 2010). Estas séo as caracteristicas principais para a atribuicéo
dos escores macroscopicos de lesdo proposto por Morris et al. (1989). Os
resultados do presente estudo mostraram que os ratos do grupo controle (TNBS)
tiveram um significativo aumento dos escores de lesdo nos seus coélons quando
comparados aos animais que receberam apenas salina intra-anal (Figura 3). Por
outro lado os animais tratados com o PLS da H. musciformis na dose de 60 mg/kg

apresentaram uma diminuic¢do significativa dos escores macroscoépicos de lesdo dos
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célons, quando comparado ao grupo TNBS, demostrando assim a reducdo de um
parametro pro-inflamatorio importante.

O processo inflamatorio intestinal envolve uma série de eventos celulares e
moleculares que resultam no aumento do fluxo sanguineo e da permeabilidade
vascular. Esse fato promove o extravasamento de granulocitos, especialmente
polimorfonucleares (Figura 12). A migracdo e ativacdo de mediadores quimicos
inflamatorios, como metabdlitos do acido araquidbnico, bradicininas e citocinas
presentes em macrofagos, linfécitos e outros tipos celulares servem para iniciar,
coordenar e amplificar o processo inflamatoério (WITAICENIS, 2010). Isto promove
um aumento do peso Uumido do tecido do colon inflamado. Este, é considerado um
indicador da gravidade e da extensao da resposta inflamatéria. O peso umido reflete
a magnitude do edema e do infiltrado celular no tecido estudado (BUSSEROLLES et
al., 2005).

O tratamento com PLS da H. musciformis promoveu a diminuicao significativa
do peso umido dos 5 cm de colon avaliado, quando comparado ao grupo controle
(TNBS), sugerindo que este polissacarideo possui uma importante acdo antagbnica
durante o processo inflamatdrio intestinal, onde pode-se observar seu efeito pela
reducdo do peso Umido e consequente diminuicdo do escores macroscopicos
avaliados, podendo estar relacionado a diminuicdo de mediadores inflamatorios
especificos.

Para se confirmar esses dadoos macroscopicos, avaliou-se
histopatologicamente o tecido inflamado do colon através de laminas histologicas
coradas com hematoxilina e eosina. Os dados histolégicos encontrados no grupo
tratado com PLS da H. musciformis evidenciam mais claramente os dois resultados
apresentados anteriormente.

As alteracdes histoldgicas na colite induzida por TNBS se assemelham a DlII
em humanos em termos de ulceracao, inflamacéo e infiltracédo de leucécitos (ZHANG
et al., 2006). A histologia do tecido intestinal de ratos submetidos a colite induzida
por TNBS apresenta caracteristicas singulares como, uma inflamacdo (edema)
transmural envolvendo todas as camadas da parede do intestino, destruicdo da
camada mucosa do coélon, necrose e perda de células glandulares e epiteliais,
aparecimento de granulagbes extensivas com a presenca de um macico infiltrado de

neutréfilos, fibroblastos e linfécitos, presentes principalmente na mucosa e
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submucosa (SILVA et al.,, 2010). O tratamento dos animais com o PLS da H.
musciformis conforme visto na Tabela 4 e principalmente representado pela Figura
5B, apresentou uma evidente reorganizacdo da camada mucosa, diminuicdo do
edema, protecdo das células epiteliais e glandulares e principalmente uma
diminuicdo do infiltrado celular, majoritariamente neutrdfilos.

A infiltracdo de neutréfilos na mucosa inflamada €& uma das mais
proeminentes caracteristicas histolégicas observadas na DIl (MARTIN et al., 2006;
TALERO et al., 2008). Os neutrofilos sdo atribuidos como as células responsaveis
por perturbar a integridade epitelial, causando lesdes durante a colite (NOSAL'OVA
et al., 2000). Estes danos ao tecido sado causados principalmente pelo processo
oxidativo oriundos da atividade da mieloperoxidase (MPO), enzima encontrada
preferencialmente nos granulos azurdfilos dos neutrdéfilos ativados e que mediante a
reacdo da MPO com H202 e CI produzem moléculas de hipoclorito (CIO’), um
potente oxidante e microbicida. Portanto a MPO é usada como um bom marcador
de inflamacao, lesado tecidual e infiltracdo de neutréfilos nos tecidos gastrointestinais
lesados (MARTIN et al., 2004; BAMIAS et al., 2011). Confirmando os fatos, neste
trabalho o grupo controle (TNBS) apresentou uma intensa atividade da
mieloperoxidase (MPO), corroborando diretamente com o0s danos teciduais
macroscopicos e histoldgicos ja apresentados. Por outro lado o tratamento com o
PLS da H. musciformis, apresentou uma drastica reducdo da atividade desta
enzima, sugerindo que o PLS da H. musciformis possa agir diminuindo a migracao
de neutrdéfilos para o sitio da lesdo, levando a protecao intestinal frente aos danos
causados pela colite induzida por TNBS.

Atualmente tem sido demonstrado que 0s principais agentes quimiotaticos
para os neutréfilos sédo citocinas pré-inflamatérias, tais como, IL-18 e TNF-qa, estas
citocinas regulam a expressao de moléculas endoteliais vasculares que promovem a
aderéncia de neutrofilos as células do endotélio (NEMETZ et al., 1999; SILVA et al.,
2010). Estas citocinas sdo moléculas de sinalizacdo importantes do sistema imune
intestinal, portanto desempenham um papel importante nas DIIs.

Estudos in vitro e in vivo indicam que os niveis de citocinas pro-inflamatérias,
incluindo a IL-1B8 e o TNF-a estdo aumentados nas Dlls ativas e correlacionam-se

com a gravidade da inflamacdo (KIM, 2011; STROBER; FUSS, 2011), o que
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confirma ainda mais o papel critico destas citocinas pro-inflamatorias na patogénese
da inflamacéao intestinal (YANG et al., 2014).

A IL-1pB esta envolvida tanto na iniciagdo como na amplificagédo da resposta
inflamatoéria que conduz a lesao intestinal. Foi demonstrado que a IL-1B desempenha
um papel importante na patogénese da inflamacdo intestinal, em modelos de
inflamac&o intestinal induzida por TNBS, assemelhando-se muito com a doenca em
humanos em que os pacientes com Dlls tém niveis elevados de IL-1f no seu tecido
intestinal (LIGUMSKY et al., 1990; ISAACS; SARTOR; HASKILL, 1992). Além disto,
esta citocina tem um papel importante no aumento da permeabilidade intestinal,
contribuindo para migracdo de neutréfilos e destruicdo da integridade intestinal (AL-
SADI; MA, 2007).

O TNF-a é uma das mais importantes citocinas pro-inflamatorias, ela
influencia diretamente o dano do tecido epitelial intestinal e juntamente com a IL-1p
sdo mediadores chaves da progressao na DIl (CHO et al., 2011). A expressao em
excesso de TNF-a resulta em danos na barreira epitelial, iniciagdo da apoptose em
células epiteliais e iniciacdo da secrecdo de quimiocinas pelas células epiteliais do
célon. Um aumento persistente da TNF-a na mucosa do célon pode contribuir para
os defeitos da barreira epitelial intestinal muito associado a inflamacgéo visto nas Dlls
(VIVINUS-NEBOT et al., 2013).

No modelo de colite experimental induzida por TNBS do presente estudo, a
expressdo de IL-1B8 e TNF-a foi significativamente aumentada no grupo controle
(Figuras 7 e 8 respectivamente), confirmando assim o papel critico destas citocinas
na patogénese da inflamacao intestinal. E por outro lado, apés o tratamento dos
animais com o PLS da H. musciformis, houve uma acentuada diminuicdo de ambas
as citocinas dosadas (IL-18 e TNF-a), comprovando sugestivamente a hipotese de
gue o PLS em questao atua modulando a liberac&o e ativagdo destas duas citocinas
pré-inflamatéria durante o processo inflamatério intestinal da colite, o que leva a uma
diminuicdo da sinalizagdo, da ativacdo e do recrutamento de neutrofilos para o sitio
da lesdo, reduzindo assim os danos teciduais e tendo como consequéncia a
melhoria do quadro clinico e bioquimico dos animais com colite, conforme visto na
Figura 12.

Neutrofilos ativados produzem espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio

na mucosa intestinal induzindo estresse oxidativo, que desempenha um papel
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crucial na patogénese da Doenca Inflamatéria Intestinal (MARTIN et al., 2006;
TALERO et al.,, 2008). Devido ao aumento da infiltracdo de células inflamatdrias,
existe um aumento na producéo de citocinas pro-inflamatorias e uma exacerbacao
da producado de espécies reativas de oxigénio (ROS), estas ultrapassam as defesas
antioxidantes intestinais enddgenas resultando em inflamacéo e dano oxidativo ao
intestino (KANDASAMY et al., 2010; PAIOTTI et al., 2009; PREMANATHAN et al.,
2012; OZ; ZHONG; DE VILLIERS, 2012).

O estado redox do epitélio intestinal desempenha um papel de manutencao
da integridade e funcdo celular. Um potente sistema enddgeno antioxidante nao
enzimatico que atua na funcdo redox do intestino, protegendo frente aos danos
causados por ROS é o sistema da glutationa (GSH) (BIASI et al., 2013). A glutationa
(GSH) € um importante fator antioxidante ndo enzimatico que esta presente em
todas as células. Este componente na sua forma reduzida (GSH) pode se ligar a
compostos toxicos, como os radicais livres, em reacdes dependentes ou ndo de
enzimas (LI; LI; YE, 2010). A GSH é utilizada como substrato pelas enzimas das
familias da glutationa S-transferase (GST) e da glutationa peroxidase (GPx). As
enzimas GST apresentam a capacidade de conjugar GSH as moléculas de drogas,
peréxidos e outros produtos do processo oxidativo para detoxicacao celular,
enquanto GPx compdem o grupo de enzimas capazes de reduzir uma variedade de
hidroperoxidos organicos e inorganicos utilizando GSH como molécula redutora
(OAKLEY, 2005). Apés ser oxidada, a glutationa pode sofrer um novo processo de
reducdo por meio da enzima glutationa redutase (GRed), retornando a seu estado
de GSH. Havendo um desequilibrio entre a GSH e sua forma oxidada (GSSG) ou
conjugada, as células secretam o0 excesso da por¢cdo oxidada o que pode levar a
deplecao dos niveis de GSH (KUSHIMA, 2010).

As concentracdes de GSH sé&o reduzidos significativamente em pacientes
com doenca inflamatéria do intestino e em modelos experimentais de colite (TAHAN
et al.,, 2011). Confirmando o exposto acima, neste estudo o0s animais do grupo
controle (TNBS) apresentaram consumo quase total dos niveis de GSH (Figura 9).
Apbs o tratamento com o PLS da H musciformis, observou-se uma manutencdo ou
reparo dos niveis de GSH dos animais com colite, isto leva a crer numa acao

antioxidante enddgena deste polissacarideo sulfatado frente aos danos provocado
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pelo estresse oxidativo proveniente da instilacdo de TNBS no célon dos animais
(Figura 12).

Para reforcar esta ideia, lancou-se mao de um importante marcador de
radicais livres, stress oxidativo e lesdo celular, o acido malonildialdeido (MDA)
(DENG et al., 2013). O MDA é um acido carboxilico e o principal produto oriundo da
oxidacdo de acidos graxos poli-insaturados (WITAICENIS et al.,, 2012). O MDA é
proveniente dos processos lipoperoxidativos, ocorre como uma consequéncia da
lesdo oxidativa do célon (LOGUERCIO et al., 1996). O aumento dos niveis de MDA
provoca ligacdo cruzada das proteinas plasmaticas a moléculas de acido nucleico,
sendo toxico para a célula (Liu; Wang, 2011).

Muitos estudos tém demonstrado que a colite induzida por TNBS em ratos
promove um intenso estresse oxidativo com destruicio de membrana celular e
consequente aumento dos niveis de MDA (Liu; Wang, 2011; JOO et al., 2015; Li et
al., 2015).

De acordo com os dados apresentados na Figura 10, a terapia com o PLS da
H. musciformis durante 3 dias resultou em uma diminuicdo dos niveis de MDA nos
tecidos dos co6lons de uma forma bastante notdria, sugerindo que este PLS atue com
sucesso na inibicdo da peroxidagdo lipidica induzida por TNBS. Isto reforca a
credulidade no potencial antioxidante in-vivo deste polissacarideo. Associando-se ao
fato de que a inibicdo da geracdo de radicais livres contribui para diminuicdo do
processo de infiltracdo de leucdcitos para o tecido inflamado, impedindo assim a
exacerbacdo do processo inflamatério no tecido colénicos (CESTARI; BASTOS; DI
STASI, 2011).

Outro importante mediador pro-inflamatorio e ativo prioritario na geracdo de
espécies reativas de nitrogénio abordado neste estudo foi o 6xido nitrico (NO).
Alguns estudos indicam que o NO produzido de forma excessiva pode exacerbar as
caracteristicas patoldgicas da colite por um mecanismo de citotoxicidade direto,
lesdo nas células epiteliais do intestino, ativacdo de neutrofilos, vasodilatacdo e
assim por diante (MCKENZIE et al., 1996). Além disso, o NO pode interagir com o
superéxido e formar o radical peroxinitrito (ONOQO") altamente tdéxico, que aumenta
reversivelmente a expressao de iNOS por ativacdo de NF-KB, o que leva a um ciclo
vicioso (COOKE; DAVIDGE, 2002).
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Na colite experimental em ratos, bem como na doenga inflamatoria do
intestino em humanos, a geracdo de 6xido nitrico do colon e a atividade da sintese
do 6xido nitrico estdo aumentadas. Além disso, o peroxinitrito, produto da interacao
do NO com o radical superdxido (O°), induz uma grave lesdo da mucosa intestinal
(RACHMILEWITZ; KARMELI; OKON, 1995). No presente estudo o tratamento dos
animais com o PLS da H. musciformis, demonstrou uma significativa melhora da
lesédo do colon induzida por TNBS, e isso se deve sobremaneira pela inibicdo da
geracdo de espécies reativas de nitrogénio ou até mesmo pela diminuicdo da acao
do préprio NO no colon. Isto é claramente demonstrado na Figura 11 a qual retrata a
dosagem de produtos de degradacdo do NO (NOsNO2). Estes compostos
expressam indiretamente o aporte de NO no tecido do cdlon, portanto mostrando a
contribuicdo do NO para a patogénese da lesdo colbénica na condicao inflamatéria
induzida por TNBS.

Assim, conforme visto neste estudo, os niveis de nitrato e nitrito estando de
fato expressos em baixas concentracdes apos o tratamento dos animais com o PLS
da H musciformis, permitem inferir que o polissacarideo em questdo também pode
estar atuando de forma antagbnica na producdo, liberacdo ou diretamente no sitio
de acdo do O6xido nitrico promovendo uma redug¢do dos danos oriundos da acao
deste gas no intestino dos animais com colite induzida por TNBS.
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Figura 12. Mecanismo pro-inflamatorio da colite induzida pelo &cido trinitrobenzeno sulfénico
(TNBS) e possiveis alvos da a¢do do polissacarideo sulfatado (PLS) da H. musciformis. A
instilacdo de TNBS no co6lon promove lesdo de mucosa intestinal, liberacdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS), peroxidagéo lipidica marcada pelo &cido malonildialdeido (MDA) e liberacdo de
citocinas pro-inflamatérias (TNF-a e IL-1B). As substancias hapténicas do TNBS provoca uma
imunogenicidade das estruturas bacterianas da microbiota, ativando ramos especifico de resposta
imune o que mimetiza a colite ulcerativa e a doenca de crohn. As setas pretas indicam processo de
ativacdo e as setas vermelhas indicam processo de bloqueio. Figura Adaptada a partir de Griseri et
al., (2012) e Schmidt et al., (2011).
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7 CONCLUSAO

Os resultados apresentados neste estudo fornecem evidéncias claras do
efeito anti-inflamatorio e intestinal protetor do polissacarideo sulfatado da Hypnea
musciformis durante a colite induzida por TNBS em ratos. Diante de tais evidéncias,
sugere-se que este efeito anti-inflamatorio do PLS da H. musciformis na colite se
deva através da atenuacédo do influxo de leucdcitos para os tecidos do célon, pela
supressédo de citocinas proé-inflamatérias (IL-1p e TNF-a) e diminuicdo do aporte de
radicais livres no tecido do cdlon, evitando o estresse oxidativo e danos lesivos ao
cOlon. Assim diante dos resultados obtidos, podemos sugerir o polissacarideo
sulfatado extraido da Hypnea musciformis como um importante alvo de pesquisas
para o desenvolvimento de uma alternativa terapéutica para pacientes com doencas
inflamatorias do intestino, principalmente portadores de colite ulcerativa e doenca de

crohn.
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