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RESUMO

Atualmente existe um grande interesse no desenvolvimento de novos agentes
terapéuticos a partir de fontes naturais, como os organismos marinhos. Dentro deste contexto
as algas marinhas tém recebido muita atenglo por suas propriedades bioldgicas ou
farmacolégicas ativas. Vérios géneros de algas marinhas t€m sido estudados, dentre estes se
destacam o género Gracilaria por possuir alta concentracdo de 4dgar, que ¢ de grande interesse
nas industrias alimenticias em todo o mundo. Polissacarideos de algas marinhas vermelhas
tém demonstrado diversas atividades bioldgicas como: antibacteriana, antioxidante, antiviral,
antitumoral, antitrombotica, pro-tromboética antinociceptiva, antinflamatéria, anticoagulante e
anticancerigena. Assim o objetivo desta monografia foi avaliar os efeitos farmacologicas dos
polissacarideos sulfatado totais (PST) obtidos da alga marinha vermelha G. cormea no
Sistema Nervoso Central, através da analise de alteragdes comportamentais em diferentes
modelos de depressdo, ansiedade e convulsdo em camundongos. Para a realizacdo dos
experimentos foram utilizados camundongos Swiss, fémeas, pesando de 25-32g, provenientes
do biotério da Universidade Federal do Ceard. Os animais foram tratados agudamente com
polissacarideos sulfatados totais nas doses de 5 ou 10 mg/kg, via intraperitoneal, utilizando
como controle negativo solug¢do salina. Trinta minutos ap6és o tratamento, os animais foram
submetidos aos testes comportamentais de locomocdo (campo aberto), ansiedade (placa
perfurada), depressdo (suspensdo de cauda) e convulsdo (modela da estricnina). Os resultados
mostraram que PST, na dose de 5 mg/kg (i.p.), apresentou uma diminui¢do na atividade
locomotora (ALE) [PST5: 18,5 + 1,6 (7)] em relagdo ao grupo controle [cont.:41,0 = 2.3 (7)].
Nos pardmetros grooming (G) e rearing (R) foi observado um aumento nos animais tratados
com PST (10 mg/kg i.p.) [(G) PST10: 2,8 + 0,4 (6)] e [(R) PST10: 27,1 + 4,1(6)] quando
comparado com os respectivos controles [(G) cont.: 1,5 + 0,2 (7); (R) cont.: 8,3 = 0,9 (6)]. No
teste de placa perfurada, PST (10 mg/kg, i.p.) apresentou um aumento do nimero de vezes
que o animal colocou a cabega nos orificios (head dips) da placa perfurada [PST10: 33,0 + 1,8
(6)] em relacdo ao controle [cont.: 26,1 + 0,9 (6)]. Em relagdo ao teste de suspensdo de cauda
os resultados mostraram um aumento no tempo de imobilizagdo na dose de 5 mg/kg
[PST5:167,0 + 13,4 (7), p<0,001] quando comparado com o controle [cont.: 114,7 £ 4,6 (7)].
Nenhum efeito foi observado apoés o tratamento com PST, em ambas as doses, no teste de
convulsdo induzido por estricnina em relagdo ao grupo controle. Conclusdo: os
polissacarideos sulfatados extraidos da Gracilaria cornea sugerem uma agdo ansiolitico no
Sistema Nervoso Central na dose de 10 mg/Kg. e no teste de convulsdo induzido por
estricnina néo foi observada ac¢do anticonvulsivante.

Palavras-chaves: Gracilaria cornea. Polissacarideos sulfatados. Ansiolitico. Antidepressivo.
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1 INTRODUCAO

1.1 Consideracdes gerais

Existe um grande i:::eresse atual no desenvolvimento de novos agentes terapéuticos a
partir de fontes naturais e s organismos marinhos tém sido considerados uma fonte
extremamente importante de produtos naturais biologicamente ativos (SZE, 1997). Isso devido
suas propriedades bioldgicas ou farmacolégicas, sendo as algas uma fonte de aproximadamente
35% dos compostos quimicos descobertos entre as décadas de 70 e 80, seguidos das esponjas e
cnidérios, 29% e 22 % respectivamente (IRELAN er al., 1993). E nos tultimos anos os
polissacarideos de algas tém sido bastante estudados por apresentarem diversas atividades
bioldgicas e farmacolégicas.

O aumento da utilizagdo de medicamentos contendo exclusivamente principios ativos
de origem natural ou associado a principios ativos de outra natureza estimula varias empresas,
tantas as privadas como as governamentais, a investir em projetos de pesquisas para a busca de
novas substancias de origem vegetal (FERREIRA, 2002).

Individualmente, a descoberta de novos farmacos pode determinar a melhoria da
qualidade de vida em doengas cronicas ou a propria sobrevivéncia do paciente afetado.
Socialmente, a descoberta de novas fontes naturais utilizadas no desenvolvimento fitoterapicos
pode ter conseqiiéncias econdmicas significativas, alem de possibilitar a autonomia ao pais no
gerenciamento de suas politicas de saide.

No Brasil, ha mais de 539 espécies de macroalgas catalogadas, mas com poucos
estudos mostrando o seu potencial terapéutico. Nesse sentido, o Brasil apresenta-se como um
grande potencial para a pesquisa e exploragfo na area de organismos marinhos (ALVES et al.,

2000), podendo contribuir para o desenvolvimento de novos farmacos.



1.2 Algas

As algas sdo organismos autotréficos pertencentes ao Reino Protista, que precisam
realizar fotossintese para elaborar o alimento que precisam. Fazem parte dos seres unicelulares
(eucaridticos) e multicelulares (procaridticos). Sdo taldfitas (plantas sem raizes, caules e folhas),
sendo a clorofila “a” o pigme::fo fotossintético principal (LEE, 1997). Em relagfo ao habitat, as
algas sdo principalmente aqu:iicas, encontradas nos oceanos, em aguas estuarias, dulciolas, e em
superficies imidas. Sua distribuigcdo esta relacionada com a temperatura e salinidade da 4gua,
disponibilidade de luz solar correntes dos oceanos e das condig¢Bes fisicas e quimicas ambientais
(RAVEN et al.,2007).

As macroalgas, do ponto de vista botdnico, encontram-se divididas em trés principais
grupos de acordo com sua estrutura fisica, fungfo e ciclo reprodutivo em: Chlorophyta (algas
verdes), Phaeophyta (algas pardas) e Rodophyta (algas vermelhas) (RAVEN et al., 2007).

As algas vermelhas possuem o grupo com grande diversidade de espécies, sendo
distribuidas desde as regides tropicais até ambientes mais frios. Existem cerca de 4000 a 6000
especies destas algas. Sendo a grande maioria de habitat marinho. Apresentam freqiientemente
coloragdo avermelhada, isso devido a presenga de ficoeritrina, pigmento fotossintético acessério
presente no interior dos cloroplastos. As algas vermelhas além da clorofila “a”, apresentam
também a clorofila “b”, e o polissacarideo conhecido como “amido das florideas” como material
de reserva. S@o dotadas predominantemente de uma estrutura multicelular, filamentosa ou
pseudoparenquimatosa, com ou sem ramos, podendo ser encontrada na forma cilindrica,
comprida ou folidcea (RAVEN ef al, 2007).

A utilizagdo de alga no comércio global é uma industria que gera muito dinheiro,
principalmente nos paises asiaticos como Japdo, China e Filipinas. A principal forma de
utilizagdo ¢ através do cultivo de espécies em cativeiros para obtengfo do Agar, carragenina e
alginato. Sendo os hidrocol6ides os que t€m maior significincia comercial, devido & propriedade

de formar gel, reter 4gua e emusificar (RENN,1997). Também s3o de grande utilizaciio na

culindria (McHUGH, 2003).



1.3 Género Gracilaria

As algas marinhas oferecem amplos produtos e beneficies para a sociedade, como
aplicacdo na nutri¢do, na cosmética, nos estudos farmacoldgicos, nos processamentos de
alimentos e na biotecnologia (MORANO ef al., 1991; BLUNDEN, 1991).

As espécies do gciicro Gracilaria destacam-se por possuirem alta concentragdo de
agar, que ¢ de grande interessc nas industrias alimenticias em todo o mundo (MELO et al., 2002;
McHUGH, 2003; MARCIEL, 2008). S@o encontradas principalmente nos mares temperados e
tropicais, nas zonas entre-marés até o infralitoral. Seu comprimento pode variar de 0,1 a 5 metros.
Suportam variagdes de temperatura, salinidade, e circulagdo de dgua. Sua coloragdo € vermelha,
porém pode haver variagio para cor verde (GUIMARAES; PLASTINO; OLIVEIRA, 1999
OLIVEIRA, 1998).

No Brasil, as regides de maior produtividade de algas do género Gracilaria
enconfram-se entre os estados da Paraiba e Ceard (OLIVEIRA, 1998; MIRANDA, 2000;).
Segundo Oliveira (1998), as espécies de maior potencial econdémico sdo G. cornea, G. caudata e
Gracilariopis tenuifrons, todas encontradas nas 4guas quentes dos estados do nordeste.

A alga marinha Gracilaria cornea estd presente no oceano atlantico entre o golfo do
Mexico até Cabo Frio no Brasil (BIRD et al., 1986). Sua utilizagdo na producfio de agar € alta,
devido ao seu grande rendimento. Como conseqiiéncia dessa importéncia econdmica, muitos
aspectos fisioldgicos t€m sido estudados, tais como crescimento em laboratérios (YOKOYA;
OLIVEIRA, 1992), fotossintese e pigmentos (DAWES ef ai., 1999) compostos que absorvem
radiacdo violeta (SINHA et al., 2000) qualidade do 4gar (LEON, 1990; ESPINOZA et al., 2003)
e reprodugiio (GUZMAN-URIOSTEGUI; ROBLEDO, 1999).

1.4 Polissacarideos sulfatados

Os polissacarideos sulfatados apresentam polimeros de aglicares repetitivos anidnicos

presenca de grupos de sulfatos e formam uma classe de macromoléculas polianidnicas complexas
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e heterogéneas. Esses polimeros estdo presentes principalmente nos reino animal (vertebrados e
invertebrados) (CASSARO; DIETRICH, 1997; MATHEWS, 1975; RODRIGUES er al., 2009a)
e protista, onde s@o encontrados em ampla quantidade nas algas marinhas (PEREIRA ef al., 2005;
RODRIGUES et al., 2009b).

Uma caracteristica peculiar as macroalgas, ¢ a presenca de pelo menos um
polissacarideo contendo éster sulfatado em sua matriz mucilaginosa. Polissacarideos sulfatados
ainda ndo foram relatados en siantas superiores terrestres, embora elas ocorram amplamente no
tecido conjuntivo dos invertei:udos e em menor quantidade nos invertebrados (FARIAS et al.,
2000).

Nas algas marinhas vermelhas os polissacarideos sulfatados estdo presentes na forma
de galactanas sulfatadas, as quais sfo constituidas por unidades dissacaridicas repetitivas, da
mesma forma que muitos polissacarideos de tecidos conjuntivos de animais, tais como:

condroitim sulfato, dermatam sulfato, heparam sulfato e queratam sulfato (FARIAS, 2000;

USOV, 1984).

1.4.1 Galactanas sulfatadas obtidas de algas vermelhas

As algas marinhas biossintetizam uma grande variedade de galactanas sulfatadas que
sdo os principais componentes da matrix intracelular. Essencialmente, elas consistem de cadeias
lineares formadas de dissacarideos repetitivos, designados por unidade A, constituida por
unidades de B-D-galactopiranose ligadas através dos carbonos C-1 e C-3. e unidade B constituida
por unidades de a-galactopiranose, ligadas através dos carbonos C-1 e C-4. Algumas unidades de
a-galactopiranose podem também ocorrer na forma ciclizada 3,6-anidrogalactopiranose
(PAINTER, 1983). Portanto, a cadeia linear da galactana é formada pela alternincia das unidades

A e B (AB),de acordo com a estrutura repetitiva esquematizada na Figura 1.



[(—3)- B-D-galactopiranose — (1 —4)- a-galactopiranose-(1—)|n
unidade A unidade B

Figura 1: Unidade repetidas presentes nas galactanas de algas vermehas

As galactanas apresentam dois grandes grupos de bem conhecidos designados de
agaranas e carragenanas. Ondc s unidade A sempre se apresenta na configura¢do enantiometrica
D-, enquanto que a unidade B rose se apresentar tanto na configuracdo D- como na L-. Assim, de
acordo com a estereoquimica da unidade B, estas galactanas podem ser classificadas como
carragenanas, quando esta pertencer a série D-, ou agarana, quando pertencer a série L- (USOV,
1984, CEREZO, 1997).

Galactanas do tipo carragenanas na maioria das vezes s@o mais sulfatadas que as
agraranas. As carragenanas também s@o substituidas por piruvato ou grupos metil, ainda que
essas substitui¢es sejam mais freqlientes nas agaranas (LAHAYE, 2001).

As galactanas obtidas de algas vermelhas, obedecem a uma mesma unidades
estrutural comum (B-D-galactose 3-O-substituida e o-galactose 4- O-substituida), e a
heterogeneidade no grau e tipo de substitui¢do implica em suas propriedades fisico-quimicas e
biolégicas. Portanto, o estudo da estrutura quimica fina dessas galactanas, € de grande
importéncia na correlagdo entre suas estruturas e possiveis aplicagdes, industriais e/ou biolégicas

(FARIA, 2002).

1.5 Atividades biologicas

Os registros do uso de substdncias procedentes de organismos marinhos e o
conhecimento de suas propriedades datam de tempos remotos. H4 pelo menos mil anos os
chineses ja empregavam o extrato da alga Laminaria japonicum como tempero para incrementar
o sabor e o0 aroma de certos alimentos. Mas tarde, o agente responsavel por estas propriedades foi

identificado como sendo o acido glutdmico, um importante neurotrasnmissor no sistema nervoso

central (BASLOW, 1969).
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Atualmente, as algas marinhas tém grande importancia como novas fontes de
substancias bioativas pois diversas pesquisas revelam que seus compostos véem apresentando
vasta atividade biologica (BARROW; SHAHIDI, 2008; WIJESEKARA;KIM,2010).

Estudos demonstram que as atividades bioldgicas dos polissacarideos sulfatados (PS)
dependem da densidade de cargas, teor de sulfato, estrutura quimica, peso molecular e
conformacdo de cadeia (FONSIECA ef al., 2008; RODRIGUES et al., 2010a; 2010b), além de
apresentarem baixo risco de .. »iaminacdo por particulas virais (LEITE ef al., 1998) e toxidade
bastante baixa (TALARICO ¢ =/ . Z005).

Diversas atividades bioldgicas ja foram descritas para PSs extraidos de algas
marinhas, tais como: antibacteriana (JENEY et al., 1997, CHOTIGEAT et al., 2004),
antioxidante (RUPEREZ;AHRAZEM; LEAL, 2002), antiviral (CHOTIGEAT et al., 2004),
antitumoral (WANG et al., 2004; ZHOU er al., 2004), antitromboética, pré-trombotica
(FONSECA et al., 2008), antinociceptiva (ASSREUY et al., 2008), antinflamatdéria (NA et al.,
2010), anticoagulante (RODRIGUES ef al., 2010a; 2010b) e anticancerigena (SYNYTSYA ef al.,
2010).

Extratos de algumas espécies de algas marinhas coreanas foram estudados e exibiram
atividade antiviaral. Codium fragile foi ativa contra o virus do herpes simples (HSV), “sindbis”
(SINV) e poélio. (HUDSON ef al., 1998). Mas recentemente, estudo mostrou que a atividade
antiviral de extratos polissacaridicos de algas das divisdes Phaeophyta (Undaria pinnatifida,
Splachnidium rugossum e plocamium cartilagineum; ¢ Rhodophyta Gigartina atropurpurea)
contra o virus HSV-I e HSV- II, apresentam uma potente atividade antiviral, quando adicionados
durante a primeira hora de infec¢fio viral, mas foram ineficazes quando posteriormente
adicionados (HARDEN et al., 2009).

Estudos também descrevem PS com atividades antiproliferativas em linhagens de
células cancerigenas “in vitro”, assim como atividade inibitéria do crescimento do tumor em
camundongos (ROCHA DE SOUZA et al., 2007; YE et al., 2008). além do mais, eles podem ser
detectores de atividades antimetastica, bloqueando as inteiragdes entre células nervosas
cancerigenas e da membrana basal (ROCHA, 2005).

Pesquisas recentes, mostraram que a Gracilaria cornea apresenta 6timo efeito anti-
oxidade (SOUZA et al. 2011) e antiflamatério (COURA, 2011). Porém na literatura poucos

estudos estdo relacionados ao sistema nervoso central (SNC).
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1.6 Ansiedade

A ansiedade € um termo utilizado para descrever um estado emocional normal
associado ao estresse ou dificuldade psicoldgica associada a uma condi¢éo patologica. Quando a
ansiedade é cronica e nfo esta claramente associada a um evento bem definido ela geralmente €
considerada anormal e pripria para uma intervencdo psicoldgica ou psiquidtrica
(SANGER,1991). Existem varias formas de ansiedade, sendo as mais comuns: disturbio do
panico, transtorno do estresse poés-traumético e as fobias.(GARAKANI; MATHEUS;
CHARNEY, 2006).

Em termos bioldgicos, a ansiedade promove uma inibi¢do comportamental, que
acontece em respostas aos eventos ambientais que sdo novos, ndo-compensadores (em condig¢do
em que a recompensa era esperada) ou a puni¢do. Em animais, esta inibi¢do comportamental
pode adotar forma de imobilidade ou supressdo de uma resposta comportamental, tal como
pressionar uma alavanca para obter alimento. Para o desenvolvimento de novos farmacos
ansioliticos, é importante o uso de testes animais que fornegam um bom guia para atividades em
seres humanos e muito esforgo para desenvolver e dar validade a tais testes (RANG et al., 2003).

Um agente ansiolitico deve diminuir a ansiedade e o efeito calmante, com pouco ou
nenhum efeito sobre as fun¢bes motoras ou mentais. Varias drogas ansioliticas usadas
freqiientemente, principalmente os benzodiazepinicos, estio entre as classes de drogas que

modulam aleatoriamente os receptores gabaérgicos do tipo A (OLSON, 2002).
1.6.1 Sistema gabaérgico

O 4cido y-aminoburitico (GABA), € o principal neurotransmissor inibitorio presente
no sistema nervoso central dos vertebrados. O GABA ativa duas classes de receptores distintos, o
GABA4 e 0 GABAg. Os receptores GABA,4 abre os canais de cloreto e sdo antagonizados pela
picrotoxina bicuculina, ambas provocando convulsdes generalizadas (BORMANN, 1988;
SILVILOTTI & NISTRI,1991). Os receptores GABAg podem ser ativados seletivamente pela
droga antiespéstica baclofeno e estdo acoplados & proteina G, que inibem os canais de célcio ou

ativam os canais de potéssio (BORMANN,1998; BOWERY, 1993).
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Os receptores GABA, sdo os de maior importancia por possuirem um papel central
na regulacdo da excitabilidade cerebral, através dos seus efeitos inibitérios, e, muitas drogas
importantes tais como o benzodiazepinicos, proporcionam vérios efeitos relacionados com este
receptor, tais como a sedacdo e a indugdo do sono, a redugdo da ansiedade e da agressdo, a
reducdo do tonus muscular e da coordenagdo, efeito anticonvulsivante além de amnésia
anterdgrada. Estes efeitos dos benzodiazepinicos acontecem através da potencializagdo em
resposta ao GABA por facii® 2 abertura dos canais de cloretos ativados pelo GABA. Eles se
ligam de um modo especific 2m um sitio regulador do receptor, distinto do sitio ligante de
GABA, e agem de modo alostérico aumentando a afinidade do GABA pelo receptor (RANG ez
al., 2003).

O receptor GABAs € um canal i6nico ativado por ligante, consistindo de um
aglomerado pentamérico, construido pela associagdo de 18 ou mais subunidades diferentes. A
subunidade o do complexo pentamérico ocorre em seis isoformas (al-a6). Diferentes efeitos
benzodiazepidicos podem, assim, estar ligados a diferentes subtipos de receptores GABAA,,
sugerindo a possibilidade de desenvolvimento de novas substancias com efeitos mais seletivos do

que os benzodiazepidicos existentes (RANG et al., 2003).

1.7 Depressao

A depressio é o mais comum disttrbio afetivo (distirbio do humor ao invés de
disturbio de pensamento ou cogni¢do), podendo ser de uma condi¢do nl\i\lxiTofbranda, beirando a
normalidade, a uma depressdo severa (psicotica) acompanhada por alucinag¢Ses delirios. Os
sintomas da depressfio compreendem apatia, irritabilidade, dificuldade de concentrag@o, anomalia
no apetite e no sono (sintomas neurovegetativos) (NESTLER et al., 2002). Encontrar-se
associado ao suicidio, desenvolvimento de distdrbios corondrios e diabetes tipo 2 (KNOL et al.,
2006), deste modo, a depressdo prejudica o progndstico de muitas outras condi¢cdes médicas
(EVANS et al., 2005; GILDENGERS et al., 2008).

A explica¢do para o reduzido prognéstico de depressdo e seu consideravel impacto

esta correlacionada com o conhecimento rudimentar da sua fisiopatologia, comparada com outras
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doencas cronicas e potencialmente fatais (KRISHNAN; NESTLER, 2008). Uma explicagdo para
essa discrepancia é que as alteragdes no cérebro sdo muito mais dificeis de serem observadas que
as alteragbes em outros organismos. Técnicas vélidas para avaliar aberragbes no circuito cerebral
dependem de estudos post-mortem, no qual possuem numerosas limitagdes, ou técnicas de
neuroimagem, na qual detectam alteragSes na atividade neuronal usando marcadores indiretos
para ativagdo (PHELPS; LeDOUX, 2005).

O diagnéstico oficial da depressdo é subjetivo e baseia-se na documentagdo de um
certo numero de sintomas. [3useado nesses sintomas existe vérios tipos de antidepressivos
utilizados na pratica quimica, como os antidepressivos triciclicos (TCA), inibidores da
monoamino oxidase (IMAO), dentre outros.

Em animais, ndo existem condigdes conhecidas que corresponda a condigdo inata da
depressdo em seres humanos, mas vérios procedimentos foram descritos, que produzem em
animais estados comportamentais (retirada da interacgo social, perda de apetite, atividade motora

reduzida, estresse, situacdes inescapaveis, entre outros) (PORSOLT et al., 1987).

1.7.1 Sistema dopaminérgico

A patogenia da depresséo foi, explicada inicialmente, pela teoria das monoaminas,
que afirma que a depressdo ¢ causada por um déficit funcional das monoaminas transmissoras em
certos locais cerebral, enquanto a mania resulta de um excesso funcional (MANII e al., 2001).
Essa hipétese surgiu apés a observagdo entre os efeitos clinicos de varios farmacos que induziam
" ou aliviavam os sintomas da depressdo e seus efeitos neuroquimicos conhecidos sobre a
transmissdo monoaminérgica no cérebro. Um exemplo disso foi a introdugdo da reserpina, no
inicio da década de 50, onde se observou que pacientes em tratamento, com tal droga, para o
controle da pressdo arterial desenvolveram um quadro de depressdo. Estudos farmacoloégicos
subsegiientes revelaram que o principal mecanismo de agdo de reserpina consistia em inibir o
armazenamento dos neurotransmissores aminicos, como a noradrenalina e a serotonina, nas
vesiculas das terminagdes nervosas pré-sinépticas (GOODWIN; BUNNEY, 1971).

Apesar da teoria das monoaminas, foi proposto que a dopamina também participa na

depressio (KAPPUR; MANN, 1992). A dopamina estd implicada na regulacdo do humor



(BROWN et al., 1993), e foi mostrado que em modelos de animais de depressdo, os niveis de
dopamina extracelular presente no cérebro estavam diminuidos (ROSSETTI et al., 1993).
Recentemente, tem sido considerado que a dopamina estd envolvida com efeitos antidepressivos
de drogas, pois a bupropiona, um inibidor seletivo da recaptagdo de dopamina, € clinicamente
usado em humanos como um antidepressivo ou na terapia de retirada de nicotina (ASCHER et
al., 1995; MARTIN ef al., 1990, JOCA et al., 2000).

A dopamina pertence ao grupo de neurotransmissores chamados de cetacolaminas. As
suas caracteristicas estruturais € a presenca de um Unico grupamento amina, um nucleo de cetacol
(um anel benzeno com dois grupos de hidroxilas adjacentes) e uma cadeia lateral de etilamina ou

um de seus derivados (FELDMAN et al., 1997).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos polissacarideos sulfatados totais (PST) obtidos da alga marinha
vermelha Gracilaria cornea no Sistema Nervoso Central (SNC), através da analise de altera¢des
comportamentais em diferentes modelos, ja padronizados, de depressdo, ansiedade e convulsédo
em camundongos.

2.2 Objetivos Especificos

e Estudar a atividade motora dos PST no modelo de Campo Aberto;

e Verificar a atividade ansiolitica dos PST nos modelos de labirinto em cruz elevada e placa

perfurada;

e Avaliar a atividade antidepressiva dos PST no modelo de suspensdo de cauda.

e Identificar a a¢fo anticonvulsivante dos PST em modelos de estricnina.
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3 MATERIAS E METODOS

3.1 Coleta e limpeza do material

A alga marinha vermelha G. cornea J. Agardh (1852) (Figura 2) foi coletada na praia
de Fleixeiras, municipio de Trairi — CE, durante as marés de sizigia. Em seguida foram
transportadas em sacos pldsticos ao laboratério de Carboidratos e Lectinas (Carbolec) do
Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular, Universidade Federal do Ceara (UFC). No
laboratério as algas foram lavadas com dgua destilada e separadas cuidadosamente das epifitas

e/ou organismos incrustantes, e posteriormente estocadas em freezer (-20 %C) até o uso.

Figura 2: Foto da Gracilaria cornea

Fonte: http://www.algaebase.org/
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3.2 Extracéio dos Polissacarideos sulfatados totais (PST)

A extra¢do do PST foi realizada como descrito previamente por Melo ef al. (2002).
Inicialmente, a alga desidratada em temperatura ambiente (25 °C) e triturada (5 g) foi hidratada
em 250 mL de tamp&o acetato de sédio 100 mM (pH 5,0) contendo EDTA e cisteina (5 mM). Em
seguida, foram adicionados 17 mL de uma soluc@o de papaina bruta (30 mg mL™") para extracgo
do PST em banho-maria durante 6 horas a 60 °C. Apés esse periodo, o material foi filtrado em
tela de nailon, centrifugado (2295 g, 30 min; 15 °C) e, ao sobrenadante, adicionados 48 mL de
cloreto cetilpiridinio (CCP) a 10% para precipitagdo dos polissacarideos presentes na mistura por
24 horas a 25 °C. Logo ap6s a precipitagfo, o extrato foi novamente centrifugado, lavado (200
mL; CCP 0,05%), dissolvido em 174 mL de NaCl 2 M: etanol comercial (100:15; v:v) e
novamente precipitado através da adigcdo de 200 mL de etanol comercial (24 h; 4 °C). Logo apds
a segunda precipitagdo, o material foi lavado duas vezes com 200 mL de etanol comercial a 80%
e uma terceira com etanol comercial (200 mL), dialisado e liofilizado e denominado PST.

(FIGURA 3).



5gdealga seca+ tamp3o AcNa 100mM, pH 5, EDTA e cisteina Adigio
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Polissacarideos sulfatados
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Figura 3: Fluxograma de extragdo de polissacarideos totais (PST)
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3.3 Drogas e Reagentes

o Agua destilada, deionizador
e Alcool comercial

e Cloreto de sédio (NaCl), Vetec

3.4 Equipamentos

e Balanga analitica, Mettler

e Balanga para animais, Filizola

e Campo Aberto, fabricado no proéprio laboratdrio
e CronOmetro, Incoterm

e Placa Perfurada, ugo basile

e Pipetas automaticas, H.E.

e Sonicador, Brinkmann Instruments Inc

e Vidrarias, Pirex

3.5 Preparo das drogas

Os PST foram dissolvidos em solugdo salina a 0,9%, para serem administradas nas
doses de 5 e 10 mg/kg, respectivamente. Os grupos controles receberam veiculo (solugéo salina —

NaCl 0,9%). O volume total de solugdo administrada por via intraperitoneal foi de 10 mL/Kg.
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3.6. Animais

Os experimentos foram realizados utilizando camundongos albino da espécie Mus
musculus da variedade Swiss do sexo feminino, pesando entre 25 e 30 g, proveniente do Biotério
central da Universidade Federal do Ceara (UFC). Os animais foram mantidos em caixas de
propileno em uma sala com temperatura de 26 + 2 °C com ciclo claro/escuro de 12 em 12 horas,
recebendo racfio do tipo Purina e 4gua ad libitum. Os protocolos experimentais foram aprovados

pelo comité de Etica em Pesquisa Animal (CEPA) desta Universidade.

3.6.1 Tratamento dos grupos experimentais

Os animais foram tratados com PST, de forma aguda, nas doses de 5 ou 10 mg/Kg
através da via intraperitoneal (i.p.). Os animais foram submetidos aos testes comportamentais 30

minutos ap6s a ultima administragdo do PST.

3.6.2. Protocolo experimental

Antes dos experimentos, os animais foram colocados em um ambiente fechado,
desprovido de barulho externo, com temperatura constante (24 + 1 °C) e iluminagdo de baixa
densidade (lampada vermelha de 15 W) de modo que se adaptassem ao ambiente onde se
realizaria o experimento. Todos os testes comportamentais foram realizados com diferentes
grupos de animais e utilizado, apés cada observagdo animal, dlcool 70 % para remocdo de

residuos e odor animal, com exce¢#o da suspensdo de cauda.



3.7. Avaliacio da Atividade Locomotora: Teste do Campo Aberto

Os camundongos foram divididos em 4 grupos de animais, onde foram tratados com
veiculo (solucéo salina 0,9%), PST (5 e 10 mg/Kg; i.p.). A atividade motora dos animais foi feita
por um campo aberto de acrilico (paredes transparentes e piso preto, 30 x 30 x 15 em) e divididos
em 9 quadrantes iguais baseado no modelo descrito por Archer (1973). Apés 30 minutos de
tratamentos i.p. os animais, um por vez, foram colocados no centro do campo aberto onde o
numero de cruzamento com quatro patas (atividade locomotora esponténea; ALE), numero de
comportamento de autolimpeza (grooming) e o numero de levantamentos (rearing), sem encosta-

se as paredes, foram observados durante um tempo de 5 minutos.

3.8. Avaliacdo da Atividade Ansiolitica: Teste da Placa Perfurada

Método desenvolvido por Clark et al., (1971). O aparato usado foi um Ugo Basile de
60 x 30 cm com 16 buracos espagados uniformemente com sensores de infravermelho. O
parametro analisado foi o numero de head dips (nimeros de vezes que o animal coloca a cabega
nos buracos) durante 5 minutos. Os animais, um por vez, foram colocados na plataforma 30
minutos apés o tratamento com veiculo (solugdo salina 0,9%) ou PST (5 e 10 mg/Kg; i.p.). A
contagem de head dips foi feita automaticamente por sensor localizados nos buracos e registrada

no aparelho.

3.9. Avaliacdo da Atividade Antidepressiva: Teste da Suspensio de Cauda

Os animais, um por vez, foram suspensos, presos por uma fita adesiva a cerca de 1

cm da ponta da cauda, numa plataforma 58 cm acima do da bancada, durante 6 minutos (STERU



et. al., 1985), apés 30 minutos do tratamento com veiculo (solugdo salina 0,9%) ou PST (5 ¢ 10

mg/Kg; i.p.). O pardmetro observado foi o tempo de imobilidade do animal, em segundos.

3.10. Avaliacio da atividade anticonvulsivante: Teste da Convulsdo Induzida por Estricnina

Trinta minutos apdés o tratamento com PST (5 e 10 mg/Kg; i.p.), a estricnina (75
mg/kg, i.p.) foi injetada nos camundongos e esses foram colocados em gaiolas individuais e
observados por até 30 minutos. O tempo de manifestagdo da primeira convulséo do tipo clonica
ou tonico-clonica (laténcia de convulsio) e a laténcia de morte, foram os parametros observados

(Swinyard et al, 1952).

3.11 Analise Estatistica

A andlise estatistica dos dados foi realizada através do software GraphPad Prism
versdo 5.0 pra Windows, GraphPad Software, San Diego, Califérnia EUA. Copyrigth © 1992-
2007 por GraphPad Software.

Os resultados que obedeciam a uma distribui¢do paramétrica foram analisados por
Analise de Varidncia (ANOVA) seguindo pelo teste Tukey. Os dados ndo-paramétricos foram
analisados pelo Student # test.

Em todas as andlises estatisticas, os valores foram representados pela Média + Erro
Padrfio da Média (EPM) com niimero de animais entre parénteses e foi considerado o nivel critico

para a rejeico de hipétese de nulidade menor que 0,05 (p<0,05).
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliacao da Atividade Motora: Teste do Campo Aberto

Apenas os animais tratados com PST na dose de 5 mg/kg (i.p.), Apresentaram
alteracdes significativas na atividade locomotora (ALE) (Tabela 1) [PSTS5: 18,5 &+ 1,6 (7)] em

relagdo ao grupo controle [cont.:41,0 +2,3 (7)].

Nos pardmetros grooming (G) e rearing (R) foi observado um aumento nos animas
tratados com PST na dose de 10 mg/kg (i.p.) (Tabela 1) [(G) PST10: 2,8 £ 0,4 (6)] e [(R) PST10:
27,1 £+ 4,1(6)] quando comparado com os respectivos controles [(G) cont.: 1,5 = 0,2 (7); (R)
cont.: 8,3 +0,9 (6)].

Tabela 1 — Efeito do PST sobre a atividade locomotora (ALE), grooming e rearing no teste de campo aberto em
camundongos

Parametros
Tratamento A.LE Grooming Rearing
Controle 41,0+£23 8,3+0,9 1,5+0,2
PST 5 mg/kg, i.p. 18,5+1,6° 53+13 1,1 +£0,1
PST 10 mg/kg, i.p. 443 +£34° 27,1+4,1% 2,8+0,4%

Os valores representam a média + EPM da atividade locomotora, grooming e rearing. Foram utilizados grupos de 8
animais. Para andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Turkey.. Valores significativos comparados ao
controle (p<0,001).
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4.2 Avaliacdo da Atividade Ansiolitica: Teste da Placa Perfurada

Neste modelo experimental, ap6s a administragdo do PST na dose de 10 mg/kg (i.p.)
foi observado um significante aumento do mimero de vezes que o animal colocou a cabega nos
orificios (head dips) da placa perfurada (Figura 4) [PST10: 33,0 + 1,8 (6)] em relagfo ao controle
[cont.: 26,1 £0,9 (6)].

NUmero de head dips

ab
—

Figura 4: Numero de orificios que o animal mergulhou a cabega.

Os valores representam a média = EPM do namero de head dips durante 5 minutos. Foram utilizados grupos de 8
animais. Para anélise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student-Newman-Keuls como teste post hoc.
Valores significativos comparados ao controle (p<0,001).
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4.3 Avaliacdo da Atividade Antidepressiva: Teste da Suspensdo de Cauda

O resultados decorrente do tratamento agudo por via intraperitoneal do polissacarideo
sulfato total (PST) extraido da Gracilaria cornea mostrou um aumento significante na dose de 5
mg/kg [PST5:167,0 + 13,4 (7), p<0,001] quando comparado com o controle [cont.: 114,7 & 4,6
(7] (Figura 5).

Figura 5: Efeito dos PST (5 e 10 mg/kg) sobre o tempo de imobilidade no teste de suspensdo de cauda em
camundongos.
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Os valores representam a média + EPM do niimero de head dips durante 5 minutos. Foram utilizados grupos de 8
animais. Para anlise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student-Newman-Keuls como teste post hoc.
Valores significativos comparados ao controle (p<0,001).
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4.4 Avaliacdo da Atividade Anticonvulsivante: Teste de Convulsdo Induzida por Estricnina

Neste teste foram avaliados o tempo de laténcia e o tempo de convulsdo, em
segundos. Os animais tratados com os PST nas doses de 5 e 10 mg/kg (i.p.) néo alteraram a
laténcia de convulsdo [PST5: 142,3 + 12,6 (6); PST10: 164,0 = 10,7 (5), p<0,05] em relagdo ao
controle [cont.: 146,2 & 8.5 (6)] (Tabela 2).

O parametro tempo de convulsfio ndo foi alterado em nenhuma das doses de PST
utilizada [PST5: 180,2 + 16,5 (6); PST10: 222,6 + 31,37 (5), p<0,05] quando comparados ao
controle [cont.: 163,3 £ 8,0 (6)] (Tabela 2).

Tabela 2 — Efeito do PST sobre o tempo de laténcia e o tempo de convulsfo no teste de Convulsdo Induzida por
Estricnina em camundongos

Parametros
Tratamento Tempo de laténcia (s) Tempo de convulsio (s)
Controle 146,2 + 8.5 163,3+8,0
PST 5 mg/kg, i.p. 1423+ 12,6 1802 £ 16,5
PST 10 mg/kg, i.p. 164.0 10,7 2226+ 31,37

Os valores representam a média + EPM da atividade locomotora, grooming e rearing. Foram utilizados grupos de 8
animais. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Turkey.. Valores significativos comparados ao
controle (p<0,001).



5 DISCUSSAO

Neste estudo, os efeitos do polissacarideo sulfatado total extraido da Gracilaria
cornea foram observados em vérios modelos animais de comportamento, como campo aberto,
placa perfurada, suspensdo de cauda e convulsdes induzidas por estricninas. Estes testes s@o
modelos classicos para screening de atividade sobre o sistema nervoso central (SNC) e fornecem
informacdes da atividade locomotora, ansiolitica, antidepressivas e anticonvulsivantes.

O teste de campo aberto é empregado para avaliar a atividade exploratéria dos
animais. A tendéncia natural do animal em um ambiente novo € a de explora-lo, apesar do
estresse e do conflito causado por este ambiente (MONTGOMERY, 1958). Dessa forma, a
locomocg@o, o reaing € o grooming em roedores sdo os pardmetros comportamentais mais usados
para descrever influencias da vida ou da administragdo de drogas (ARAKAWA; IKEDA, 1991;
REX, STEPHENS, FINK, 1996). Esse teste possibilita discutir a especificidade do efeito de uma
droga , caso ela seja estimulante, sedativa, ansiolitica ou ansiogénica (LISTER, 1987).

Os resultados no teste de campo aberto mostram que somente o PST, na menor dose
(5mg/kg, i.p), apresentou efeito de diminuir a atividade locomotora quando comparado ao
controle (41,0 = 2,3). Dados na literatura demonstram que a redugfo espontdnea dd uma
indica¢do do nivel de excitabilidade do SNC (MANSUR; MARTZ; CARLINI, 1971). E esta
redugfo pode estar relacionada com a sedag@o resultante da depressdo do SNC (OZTURK et al.,
1996; PEREZ et al., 1998). E a atividade locomotora envolve principalmente a¢do do sistema
dopaminérgico (Noronha, 2005).

Estudos com reaing tem sido focalizado como um aspecto de comportamento
exploratério (JOHANSSON; AHLENIUS, 1998), Embora outros trabalhos relatem que agentes
ansioliticos diminuem o numero de reaing (HUGHES, 1972; STOUT, 1994). Ja4 o aumento de
grooming ¢é observado em roedores apreensivos (ARCHER, 1973), e varias pesquisas
demonstraram que drogas ansioliticas reduzem numero de grooming no campo aberto (DUNN et
al., 1981; MOODY; MERALI; CRAWLEY, 1993; BARROS et al., 1994). Neste estudo, foram
observados, no teste de reaing e grooming, aumentos desses comportamentos apenas na maior

dose (PST 10 mg/kg, i.p). Assim, podemos sugerir que acdo do PST € dose dependente. Em
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baixas doses essa substincia teria um efeito depressor no SNC e em doses maiores um efeito
excitante, porém sem aumento da locomogéo.

O teste da placa perfurada foi estudado para explorar o potencial ansiolitico dos PST
da G. cornea. Neste teste é medido o comportamento exploratorio em roedores observando o
numero de vezes que o animal mergulha a cabe¢a nos orificios da placa perfurada, sendo
utilizada para avaliar as condi¢des de ansiedade em animais (FILE; WARDILL, 1975). O
resultado do estudo mostrou um aumento do numero de mergulho nos orificios dos animais
tratados com a maior dose de PST (10 mg/kg, ip) quando comparado ao grupo controle (26,1 +
0,9). Nenhum efeito foi observado na menor dose.

Assim, nossos resultados sugerem que a PST (10 mg/kg, ip) apresenta agdo
ansioliticos e consegiientemente apresenta um potencial terapéutico como farmaco para
ansiedade.

Acredita-se que o estresse e a depresséo sdo fendmenos inter-relacionados. O estresse
¢ tipicamente implicado na etiologia das desordens depressivas ou como conseqiiéncias dela
(LLOYD, 1980; ANISMAN; ZACHARKO, 1982; BROWN; GERSHON, 1993; SHERRILL, et
al., 1997). Os modelos animais de depresséo sfo tipicamente baseados na exposi¢do de animais a
condicdes estressantes (situagdo ameacgadoras), a hd varios testes especificos para medir as
respostas comportamentais e psicoldgicas, como o da suspensdo de cauda. Esses testes sdo
bastante senciveis e relativamente espercificos para as maiorias das classes de drogas
antidepressivas, incluindo, os antidepressivos triciclicos, os inibidores seletivos da recaptagdo de
serotonina, os inibidores da MAO (monoamina oxidase) e os atipicos (STERU et al., 1985;
DETKE; RICKELS; LUCKI, 1995; PORSOLT; ANTON; JALFRE, 1987).

No teste de suspensdo da cauda foi observado que somente a menor dose (PST 5
mg/kg/ip) apresentou um aumento no tempo de imobilizagdo do animal quando comparado ao
grupo controle (114,7 + 4,6). De maneira geral os nossos resultados sugerem que a PST 5 mg/kg
apresentou um efeito depressor, porém este resultado ndo pode ser afirmado tendo em vista que
no teste de campo aberto a PST , nesta dose, apresentou uma diminui¢&o na atividade locomotora
e conseqiientemente um prejuizo motor do animal que interfere no seu comportamento para os
teste antidepressivos.

A classificagdo dos modelos experimentais de epilepsias transformou-se

drasticamente nos tltimos 30 anos. Um dos catalisadores dessa mudanga certamente foi o rapido
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desenvolvimento da genética molecular, que modificou a visdo cientifica a respeito das relagdes
entre meio ambiente e codigo genético. Nesse sentido, existem vérias classificagbes para os
métodos experimentais utilizados em animais para avaliagdo de drogas anticonvulsivantes, como
pentilenotetrazol (PTZ), bicuculina, pilocarpina e estricnina, entre outros.(MELLO et al.,1986;
LOSCHER, 2002; SMITH et al., 2007).

As convulsdes induzidas pela administragdo sistémica da estricnina consistem apenas
de extensdes tOnicas. A estricnina € um potente convulsivante e atua, principalmente como
antagonista competitivo seletivo da inibigdo pos-sindptica mediada pela glicina. Sua principal
acdo é o aumento da excitabilidade reflexa da medula (GILMAN, 2003).

No teste de convulsio induzido por estricnina foi observado que o PST, em ambas as
doses estudadas, nfio apresentou nenhum efeito protetor. Assim o estudo demonstra que o

polissacarideo extraido da Gracilaria cornea ndo apresenta atividade anticonvulsivante.



6 CONCLUSOES

Este trabalho permitiu concluir que os polissacarideos sulfatados extraidos da G cornea
apresentam um efeito ansiolitico no Sistema Nervoso Central na maior dose (PST 10 mg/kg i.p.).
Como também, observou-se que a Alga marinha G. cornea ¢ desprovida de atividade
anticonvulsivante.

Assim, um aprofundamento nos estudos com esses polissacarideos sulfatados seria

importante, pois poderia ser uma perspectiva para utilizagéo na industria farmacéutica.
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