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RESUMO

As algas marinhas sdo fontes abundantes de polissacarideos sulfatados com vdrias atividades
bioldgicas, dessa forma, suas biomoléculas sdo de grande interesse comercial, principalmente
nas industrias farmacéutica e alimenticia. O presente estudo teve como objetivo investigar os
efeitos de uma fracdo polissacaridica sulfatado da alga marinha verde Ulva lactuca utilizando
modelos clédssicos de nocicep¢do. Os polissacarideos sulfatados totais (PST) foram extraidos
(6 h; 60°C) por digestdo enzimdtica e fracionados por cromatografia de troca idnica em
coluna de DEAE-celulose. A atividade antinociceptiva foi avaliada através dos ensaios de
contor¢des abdominais induzidas por acido acético (0,8%), teste da formalina (1%) e da placa
quente. O fracionamento indicou a separacdo de trés diferentes fragdes (FI-0,5, FII-0,75 e
FIII-1M), respectivamente. A fracio com maior rendimento foi utilizada nos ensaios FII (PS-
Ul). Camundongos Swiss machos (n=6) foram pré-tratados com PS-Ul (1; 3 ou 9 mg/kg; 1.v.)
ou salina estéril (i.v.), 30 min antes de receber os estimulos de dor (4cido acético ou
formalina) ou exposi¢do ao estimulo térmico. O teste de toxicidade subcronica foi realizado
em camundongos (machos; n=6), os quais receberam: salina (i.p.) e PS-Ul (9 mg/kg; i.p.),
durante 14 dias consecutivos. O PS-Ul (1, 3 ou 9 mg/kg) reduziu (p<0,05) o nimero de
contor¢cdes abdominais na ordem de 48,19; 42,66 e 39,89%, respectivamente. PS-Ul ndo
reduziu (p>0,05) o tempo lambedura na primeira fase (neurogénica) no teste da formalina.
Enquanto que na segunda fase (inflamatéria) do teste PS-Ul (1, 3 ou 9 mg/kg) reduziu
(p<0.05) o tempo de lambedura em torno de 72,06; 35,99 e 35,66%, respectivamente. PS-Ul
ndo aumentou (p>0,05) o tempo de reagdo nos intervalos 30, 60 e 90 min no teste da placa
quente. Desta forma, PS-Ul apresentou acdo antinociceptiva através de mecanismos
periféricos. Finalmente, os resultados mostraram que as administracdes dos PS-Ul ndo
alteraram a massa corporal (p>0,05) dos animais avaliados. Além disso, ndao houve diferenca
(p>0,05) no peso dos 6rgdos (coracdo, figado e rim) em relacdo a massa corporal. Os testes
bioquimicos do figado (ALT e AST) e fun¢do renal nao apresentaram alteracdes. Portanto, a
alga marinha verde Ulva lactuca apresenta um polissacarideo sulfatado seguro e com

atividade antinociceptiva promissora.

Palavras-chave: alga marinha, polissacarideos sulfatados, nocicepcao



ABSTRACT

Marine algae are abundant sources of sulfated polysaccharides with various biological
activities, thereby altering its biomolecules are great of commercial interest, especially in the
pharmaceutical and food industries. This study aimed to evaluate the effects of a sulfated
polysaccharidic fraction from green seaweed Ulva lactuca in classical models of nociception.
The total sulfated polysaccharides were extracted by enzymatic digestion (6h; 60°C) and then
purified by ion exchange chromatography on DEAE-cellulose. The antinociceptive activity
was evaluated by the writings of abdominal constrictions induced by acetic acid, formalin tet
and hot plate. The elution profile indicated the separation of three different fractions (FI, FII
and FIII) eluted at 0.50, 0.75 and 1.00 M of NaCl, respectively. The fraction with higher yield
was used in the assays (FII — PS-Ul). We used male Swiss mice were pre-treated with PS-Ul
(1, 3 or 9 mg/kg, i.v) or sterile saline (iv) 30 min before receiving pain stimuli (acetic acid
0.8% or 2% formalin) or heat exposure. Subchronic toxicity test was conducted in groups of 6
mice (males), which received: saline (0.15 M, i.p.) and PS-Ul (9 mg/kg, i.p.) for 14
consecutive days. The PS-Ul was able to reduce (p<0.05) the number of writhing induced by
0.8% acetic acid (48.19; 42.66 and 39.89%, for 1, 3 and 9 mg/kg, respectively). PS-Ul did not
reduced the licking time in the first phase (neurogenic) of the test. However, in the second
phase (inflammatory) of the test, PS-Ul reduced (p<0.05) the licking time by 72.06; 35.99 and
35.66%, for 1, 3 and 9 mg/kg, respectively. PS-Ul did not increase the reaction time in the 30,
60 and 90 min intervals. Therefore, PS-Ul isolated from U. lactuca presented antinociceptive
action through peripheral mechanisms. Finally, the results showed that the administrations of
PS-Ul did not show to differences in body mass (p>0.05). Additionally, the PS-UI did not
produce changes in organ weights (heart, liver and kidney) in relation to body mass of
animals. No change for liver biochemical tests (AST and ALT) or renal function was also
observed (p>0.05). Thus, the green seaweed Ulva lactuca sulfated polysaccharide present

security and antinociceptive activity.

Keywords: seaweed, sulfated polysaccharides, nociception
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1 INTRODUCAO

Durante muito tempo estudos t€m tentado esclarecer os motivos que justifiquem a
ocorréncia da dor e varios procedimentos tem sido desenvolvido para o seu controle. A dor ou
nocicep¢cdo ¢ um componente importante da homeostase e seu propdsito € alertar sobre
estimulos que podem provocar lesdo tecidual (estimulos nocivos ou potencialmente nocivos),
permitindo que mecanismos de defesa ou fuga sejam adotados (MILLAN, 1999; JULIUS &
BASBAUM, 2001; BENEDITO, 2009).

A industria farmacéutica, juntamente com pesquisadores, tem se preocupado em
desenvolver terapias de controle da dor, apesar da variedade de substincia que existem no
mercado. Porém, ainda existe uma grande necessidade de analgésicos mais potentes e com
menos efeitos adversos, tanto para o tratamento da dor aguda, quanto para dor cronica, onde a
melhor alternativa farmacoldgica continua sendo a morfina, mesmo com seus efeitos
indesejaveis.

Varios farmacos se destinam no controle da dor, incluindo-se os anti-
inflamatorios ndo esteroidais (AINEs), os agentes semelhantes a morfina (opidides), os
anestésicos e as vdrias substancias nao opidides (BENYHE, 1994).

Os AINEs sao a classe de farmacos mais prescritos e utilizados no mundo, sendo
utilizados para tratar diversas patologias, pois além de seu efeito anti-inflamatério, esses
farmacos também apresentam atividades analgésica e antipirética. O mecanismo anti-
inflamatoério dos AINEs estd relacionado, principalmente, com a redug¢do da sintese de
prostaglandinas pela inibi¢do das ciclo-oxigenases (Cox) através da prostaglandinas-
endoperdxido sintase que catalisa a conversdo de 4cido araquidonico a prostaglandinas H2
(PGH2), a primeira reagdo requerida para a biossintese de prostaglandinas e de tromboxanos
(INIGUEZ et al., 1999; OLIVEIRA, 2003).

Dentre os problemas relatadas por pacientes que utilizam AINEs convencionais,
as mais comuns sdao a nivel gastrointestinal e renal, em pacientes que fazem uso crénico
desses medicamentos, as queixas mais comuns sdo nauseas, dispepsia e ulceracdo. Os efeitos
adversos estdo associados com a inibicdo da COX-1, responsédvel por formar prostaglandinas
homeostaticas (PGE2 e PGI), consideradas protetoras da mucosa gastrica e também presentes
nos rins (SOSTRES et al.,, 2010; WARNER; MITCHEL, 2002).

Com relacdo aos opidceos sdo compostos que continuam sendo a melhor op¢ao de

tratamento para dor que varia de moderada a grave em trauma induzidos, pds-operatério e na
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dor oncolégica. O uso de opidides em dor cronica benigna tem sido assunto de muitos debates
e controvérsias (MCQUAY, 1999). A morfina ocasiona alguns efeitos indesejdveis, como:
euforia, nduseas, vomitos, depressdo respiratoria, dependéncia fisica e psicoldgica, reducdo da
motilidade gastrointestinal e espasmo do musculo liso, levando a constipacdo e algumas vezes
a espasmo biliar e uretral (SILVA; SAKATA; ISSY, 2004).

A busca incessante pela descoberta de novas moléculas a partir de produtos
naturais, que apresentam potencial bioldgico ativo, tem sido de grande interesse para a
industria farmacéutica e seus pesquisadores, embora nos dias atuais, existam diversas
estratégias e metodologias para que se possa sintetizar e descobrir novos farmacos.

Os polissacarideos sulfatados derivados de algas marinhas tém surgido, nos
ultimos anos, como uma importante fonte vidvel de compostos naturais com atividade
bioldgica, as aplicagdes desses polissacarideos como agentes terap€uticos tém sido cada vez
mais importantes temas de intensas pesquisas (NA et al., 2010). Portanto, diversos grupos de
pesquisa tém sua aten¢do voltada para moléculas obtidas a partir de produtos naturais, dentre
elas, destacam-se os polissacarideos sulfatados de algas marinhas, que vém sendo utilizados
como ferramentas biotecnoldgicas para o controle da nocicep¢do (ASSREUY et al., 2008;
ARAUIJO et al., 2011; FARIAS et al., 2011; QUINDERE et al., 2013; CARNEIRO e al.,
2014; RIBEIRO et al., 2014).

Diante do problema exposto, € necessario que se faca maiores investimentos no
desenvolvimento de analgésicos que possuam vantagens em relagdo aos que estdo sendo
prescritos atualmente. Nesse contexto, surgem os polissacarideos sulfatados de algas
marinhas, como uma fonte promissora no desenvolvimento de novos farmacos com atividade

analgésica.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Algas marinhas

As algas representam um grupo diversificado de organismos fotossintetizantes
encontradas nos mais diversos ambientes aqudticos e terrestres Umidos, podendo assumir
estilos de vida na forma de seres planctonicos, que sdo células unicas e microscépicas ou de
seres bentOnicos, que apresentam tecidos especializados (SZE, 1997).

O termo alga indica um grupo polifilético, pois inclui organismos que nao
compartilham uma origem comum, mas que seguem multiplas e independentes linhas
evoluciondrias. A classificacdo desses organismos estd sob constante revisdo a medida que
mais evidéncias genéticas e de ultra-estruturas sdo acumuladas (BARSANTI; GUALTIERI,
20006).

As algas marinhas representam a base da cadeia alimentar nos oceanos e
sustentam mais de dois tercos da biomassa mundial. S3o ainda responsaveis por
aproximadamente metade da atividade fotossintética global. Sua distribuicdo depende da
salinidade da dgua, da disponibilidade de luz solar, das correntes oceanicas e das condi¢des
fisicas e quimicas afins (DAY et al., 1999). Além disso, as algas marinhas estao divididas em
trés grandes grupos: algas verdes (Chlorophyta), algas pardas ou marrons (Phaeophyta) e
algas vermelhas (Rhodophyta) (VIDOTTI; ROLLEMBERG, 2004). A investigacao de muitos
de seus metabdlitos (polissacarideos, lectinas, lipidios, carotendides, etc) tem sido alvo de
interesse crescente, tendo em vista que as algas sdo organismos promissores para a sintese de
novas substancias biologicamente ativas e de compostos que sdo fundamentais para a nutri¢cao
humana (CARDOZO et al., 2007).

Atualmente, muitas espécies de algas marinhas vém sendo usadas na industria
principalmente para extra¢do de ficocoldides (alginatos, dgar e carragenanas) para industria
alimenticia e como fonte de substincias utilizadas pela indudstria farmac€utica (composto
bioativos) (GRESSLER ef al., 2010). Dentre os diversos compostos bioativos obtidos das
algas marinhas, os polissacarideos sulfatados vém se destacando como fonte de diversas

atividades bioldgicas.
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2.2 Polissacarideos sulfatados

Os carboidratos ou sacarideos (do grego sakcharon, actcar) sdo consideradas as
moléculas bioldgicas mais abundantes do nosso planeta. Quando essas moléculas estdo na
forma de polimeros, eles sdo conhecidos como polissacarideos e constituem um dos quatro
grupos de macromoléculas que compdem os seres vivos (carboidratos, proteinas, lipideos e
acidos nucléicos). Até 1960 acreditava-se que eles desempenhavam apenas fungdes passivas
como fontes de energia (p. ex., glicose, amido, glicogénio) e como materiais estruturais (p.
ex., celulose) (LEHNINGER et al., 2006), contudo, os carboidratos encontram-se na natureza
desempenhando diversas fungdes quando associados a moléculas organicas como: proteinas
(peptideoglicanos, proteoglicanos e glicoproteinas) e lipideos (lipopolissacarideos e
glicolipideos) (BUSH et al 1999; ROSEMAN, 2001; I0ZZO, 1998).

Os polissacarideos sulfatados sdo um grupo de macromoléculas complexas com
grande variedade estrutural, que se caracterizam por apresentar alta densidade de cargas
negativas. O carater anionico desses polimeros provém da presenga de ésteres de sulfato e, em
alguns casos, de um grupamento carboxila. Esses polimeros também sdo encontrados em
gramineas marinhas, que constituem um grupo de plantas vasculares presentes em ambientes
marinhos (AQUINO et al., 2005), sdao raramente encontrados em plantas terrestres ou de dgua
doce (DANTAS-SANTOS et al., 2012). No entanto, os polissacarideos sulfatados sdo
encontrados em maior concentragdo em algas marinhas (JIAO et al., 2011) e no reino animal
(MEDEIROS et al., 2000).

Nas algas marinhas, os polissacarideos sulfatados sdo encontrados na matriz
extracelular da parede celular. Sua funcgao fisioldgica nestes organismos seria de formacgao da
estrutura da parede celular e de protecdo contra a desidratacdo que ocorre em maré baixa. Isso
explicaria o maior teor de polissacarideos sulfatados de algas no nivel entre marés (MICHEL

etal.,2010; DANTAS-SANTOS et al., 2012).

2.3 Polissacarideos sulfatados de algas marinhas

As algas marinhas sdo a fonte vegetal mais importante de polissacarideos
sulfatados, e as estruturas quimicas desses polimeros variam de acordo com as espécies de
algas (CARNEIRO et al., 2014). Esses polissacarideos sulfatados contribuem para a natureza

viscosa destes organismos tornando-os flexiveis e maledveis o bastante para que possam
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crescer em um ambiente marinho e, a0 mesmo tempo, contribuem também com certa rigidez
necessdria para que as algas permanecam estendidas, aumentando assim sua capacidade de
captar a luz e de absorver os nutrientes existentes ao seu redor (PERCIVAL; MACDOWELL,
1967). As estruturas dos polissacarideos sulfatados dependem das classes de algas dos filos
Rhodophyta, Phaecophyta e Chlorophyta. Os polissacarideos sulfatados mais conhecidos nas
algas vermelhas s@o as galactanas sulfatadas, que s@o divididas em carragenanas e agaranas
(USOV, 2011). As algas pardas sdo homo e heteropolissacarideos contendo a-L-fucose
sulfatada denominadas fucanas e fucoidanas, respectivamente (COSTA et al., 2011). Em
algas verdes, geralmente sdo encontrados heteropolissacarideos anidnicos contendo xilose,
galactose, arabinose, dcido glucurdnico, manose ou glucose. Portanto, existe uma
predominincia de um monossacarideo, em detrimento de outros em vdrias ordens de algas
(CIANCIA; QUINTANA; CEREZO, 2010).

As fucoidanas, que representam os polissacarideos sulfatados de algas pardas, sdo
constituidas principalmente de a-L-fucopiranose, estes constituintes podem ser extraidas da
parede celular com agua quente ou solugdo acida e podem ser responsaveis por mais de 40%
do peso seco das células isoladas (BERTEAU; MULLOY, 2003). Estdo presentes também em
sua composi¢do outros monossacarideos como galactose, manose, xilose, 4cidos urdnicos
(USOV, BILAN, 2009).

As galactanas sulfatadas que sdo os polissacarideos das algas vermelhas sendo
bastante utilizada na industria alimenticia. As carragenanas sdo classificadas de acordo com
suas caracteristicas estruturais, incluindo o seu padrdo de sulfatacdo e da presencga ou auséncia
de anidrogalactana na D-unidade. Hd pelo menos 15 diferentes estruturas de carragenanas
(JIAO et al., 2011). Dentre as diversas extruturas de carragenanas existentes, as mais comuns
comercialmente sdo: k (Kappa), v (Iota) e A (lambda), onde elas apresentam teores de
sulfatacao e massa molecular diferentes (VAN DE VELDE et al., 2002).

A classificacdo das agaranas nao € tdo especifica quanto a das carragenanas
(STORTZ; CEREZO, 2000). As agaranas podem ter quantidades varidveis de diferentes
grupos O-ligados, principalmente éter metilico, éster sulfato, acetal de acido pirdvico ou
residuos B-D-xilopiranosil. A proporcao e distribuicdo dos substituintes mencionados na
cadeia do esqueleto das galactanas modificam as propriedades fisico-quimicas dos
polissacarideos (LAHAYE; ROCHAS, 1991; RODRIGUEZ et al., 2009). O maior grau de
substituicdo por grupos sulfatos, por exemplo, produz géis de menor forca (VILLANUEVA et
al., 2010).
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Ulvana ¢ um dos principais polissacarideos soliveis em dgua encontrados nas
algas verdes da ordem Ulvales que tem o grupo sulfato, ramnose, xilose, dcidos urdnico e
glicurdnico como principais constituintes. Contudo, variedades de polissacarideos sdo
sintetizados pelas algas verdes (JIAO et al., 2011). As ulvanas representam cerca de 8-29% do
peso seco das algas marinhas verdes. Uma de suas propriedades funcionais é formar solucdes
aquosas viscosas capazes de formar géis termorreversiveis na presencga de cations polivalentes

e borato (LAHAYE; ROBIC, 2007).

2.4 Atividades bioldgicas de polissacarideos sulfatados de algas marinhas

Os polissacarideos derivados de algas marinhas tém surgido nos ultimos tempos
como uma fonte rica e importante de compostos naturais bioativos e, por esta razdo, a
producdo e as aplicacdes desses polissacarideos como agentes terapéuticos t€m sido cada vez
mais importantes temas de intensas pesquisas (NA et al., 2010).

Além do uso comercial, o interesse por essa molécula tem aumentado nos ultimos
anos na drea da medicina e na biotecnologia, isto se deve a relatos na literatura dessas
moléculas apresentarem atividades bioldgicas, tais como anticoagulante (ATHUKORALA et
al., 2007, FARIAS et al., 2000; ZHANG et al., 2008), antitrombdtica (FARIAS;
NAZARETH; MOURAO, 2001), imunoestimulante (RODRIGUES, 2006), antinociceptiva e
anti-inflamatoéria (RIBEIRO ar al., 2014; CARNEIRO et al., 2014) e contra arteriosclerose
QUINDERE et al., 2015).

Uma fracao polissacaridica sulfatada da alga marinha vermelha Solieria filiformis
demonstrou efeito antinociceptivo em modelos clédssicos de nocicep¢ao (contor¢des induzidas
por 4cido acético e o teste do tempo de lambedura induzido por formalina) (ARAUJO et al.,
2011).

Um estudo realizado com extrato metandlico da alga verde Caulerpa prolifera
evidéncia que o extrato metanodlico dessa alga tem desempenhado um papel vital na melhoria
da dislipidemia e suas complicacdes em particular stress oxidativo e inflamagao (HANNA et
al., 2011). O efeito de um extrato total de polissacarideos sulfatados da alga marinha verde
Caulerpa mexicana, em modelos cldssicos de nocicep¢ao e inflamag¢do em roedores, sugere
que a acdo antinociceptiva desses polissacarideos sulfatados ocorre através de um mecanismo

periférico, sendo, portanto, considerados agentes moduladores naturais promissores para a
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nocicep¢do e condicdes inflamatérias (CARNEIRO et al., 2014). Rodrigues et al., (2012)
isolaram uma fragdo polissacaridica da alga marinha Caulerpa cupressoides, e essa molécula
reduziu as contor¢cdes abdominais induzidas por dcido acético; o tempo de lambedura das
patas dos camundongos em ambas as fases do teste da formalina; a migracdo neutrofilica no
ensaio de peritonite e o edema de pata induzido por carragenana.

Uma fracdo polissacaridica sulfatada da alga marinha parda Spatoglossum
schroederi, obtida por cromatografia de troca i6nica em DEAE-celulose, apresentou efeito
antinociceptivo significativo, sendo capaz de reduzir o tempo de lambedura da pata em
camundongos em ambas as fases do ensaio de formalina (FARIAS et al., 2011).

Polissacarideos sulfatados da alga marinha Ulva lactuca possuem efeito
hipocolesterolémico e antioxidante em modelo experimental. A administracdo oral destes
polissacarideos causou diminui¢do significativa dos niveis séricos de lipidios totais,
triglicérides, colesterol total, LDL-colesterol, VLDL-colesterol, transaminases e fosfatase

alcalina (HASSAN et al., 2011).

2.5 Dor e Nocicepc¢ao

A integridade dos organismos vivos € garantida através da interacdo de dois
sistemas altamente especializados: o sistema imune e o sistema nervoso. O principal
componente do sistema nervoso central, o encéfalo, tem a capacidade de receber e integrar as
informacdes recebidas de todas as partes do organismo (JULIUS, BASBAUM, 2001). Assim,
o encéfalo tem a habilidade de recordar e detectar qualquer agressdao. Considerando que em
condi¢des fisioldgicas as atividades do sistema imune nunca atingem a consciéncia, a dor € o
mecanismo utilizado pelo organismo como alerta sobre a presenca de um estimulo agressor
(VANDERAH, 2007).

Segundo a Associacdo Internacional de Estudos sobre Dor (IASP, 2011), dor é
definida como sendo uma experiéncia emocional e sensorial desagraddvel, associada a uma
lesdo tecidual real ou potencial, ou descrita em termo de tal lesdo. Dessa forma, a dor envolve
componentes neurofisiolégicos, comportamentais, psicossociais e afetivos (MCDOUGALL,
2011).

A dor é uma experiéncia subjetiva, podendo ser uma resposta direta a um evento
desfavoravel, associado a danos teciduais, como lesdo, inflamag¢do ou cancer, e pode também

surgir de modo independente. Assim, a transmissdo da dor ocorre através de um mecanismo
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que envolve uma interacdo muito complexa de estruturas periféricas e centrais da superficie
da pele ao cértex cerebral central (FURST, 1999).

O termo nocicepcao, oriundo do Latim nocere, prejudicar, € utilizado com melhor
precisdao em testes com animais, visto que € dificil elaborar testes que avaliem o componente
afetivo (LE BARS et al., 2001).

A maioria dos tipos de dor comega na periferia com estimulo nocivo nao
especializado, ativando as terminagdes nervosas livres associadas com neurdnios aferentes
primdrios de pequeno didmetro. Este estimulo fisico € posteriormente transduzido em um
sinal eletroquimico, que € transmitido da periferia para o sistema nervoso central
(MCDOUGALL, 2011).

Os nociceptores t€m a habilidade de detectar uma grande variedade de estimulos,
incluindo os de natureza fisica e quimica, e de converté-los em sinais eletroquimicos
(JULIUS, BASBAUM, 2001). Ao entrar no corno dorsal da medula espinal, estes impulsos
sdo transmitidos através de neuronios de segunda ordem ao longo de vias ascendentes para o
cérebro (Figura 1). Ao veicular esses impulsos para areas especificas do cérebro, como o
cortex somatosensorial e a amigdala os sinais eletroquimicos sdao moldados em uma
experiéncia fisica que incorpora reflexos motores de protecio e respostas emocionais.
Detalhes importantes de todo este processo ainda ndo sdo totalmente compreendidos

(MCDOUGALL, 2011).
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Figura 1 — Trajeto percorrido pelo estimulo doloroso. Estimulos nocivos podem ativar os nociceptores causando
a sensacdo de dor. Células residentes nas proximidades das terminag¢des nervosas podem liberar mediadores que
podem tanto aumentar quanto reduzir o limiar de ativacdo dos nervos. McDougall (2011) adaptado por Quinderé
(2011).
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O sistema nociceptivo também possui fibras nervosas distribuidas nos tecidos,
sendo responsdveis pela informagdo dolorosa. Dentre estas fibras, a A-delta (Ad) e a C estdo
associadas a inflamagdo e sdo capazes de transduzir impulsos provenientes de estimulos
quimicos, térmicos e mecanicos, em impulsos elétricos, que sdo transmitidos ao sistema
nervoso central, apos a sua sensibilizagdo. As fibras Ad sdo mielinizadas e permitem uma
rdpida transmissdo de estimulos cerca de (10 a 30 m/s) que perdura por um curto periodo,
enquanto que as fibras C, ndo mielinizadas, transmitem seus impulsos mais lentamente (cerca
de 0,5 a 2 m/s) por um periodo mais longo (JULIUS; BASBAUM, 2001). Varios metabolitos
e substancias sdao liberados de células lesadas ou isquémicas ou de tecidos inflamados,
incluindo ATP, prétons (produzidos por dcido lactico), (5-HT), histamina e K+, muitos dos
quais afetam as reacOes nociceptivas. O pH baixo excita os neurdnios aferentes nociceptivos
em parte por abertura de canais de cdtions ativados por prétons e em parte por facilitacdo do
receptor vaniléide (RANG et al., 2007).

A dor pode ser de curta duracdo (aguda) ou mais prolongada (cronica). A dor
aguda é geralmente benéfica para o individuo, uma vez que adverte de dano tecidual real ou
iminente permitindo rdpida acdo reflexa. Esta dor nociceptiva surge na periferia com
estimulos térmicos ou quimicos. A dor aguda geralmente pode ser aliviada pela administragdao
local de agentes analgésicos (por exemplo, a lidocaina, um anti-inflamatério ndo-esterdidal)
ou abordagens nao farmacoldgicas (por exemplo, esfregando a drea afetada ou aplicacdo de
gelo no local) MCDOUGALL, 2011).

A dor crdnica, por sua vez, ndo possui carater protetor. Sua duracdo excede a do
reconhecimento natural de um estimulo e pode estar presente na auséncia de qualquer agente
indutor identificavel (SERRA, 1999; AGUGGIA, 2003). Geralmente ndo € bem localizada e
tende a ser macica, continua ou recorrente (FURST, 1999). A dor cronica pode acarretar
conseqiiéncias fisicas, comportamentais, mentais, psicolégicas e psicossociais, além de
envolver grave estresse emocional. A dor cronica difere substancialmente da dor aguda em
relacdo a sua persisténcia, alteragdes adaptativas, tais como neuroplasticidade em varios
niveis do sistema nervoso, e dificuldade de tratamento (BESSON, 1999; BASBAUM et al.,
2009).

O cérebro e a medula espinal desempenham um papel importante nos mecanismos de
dor central. No entanto, o conhecimento dos mecanismos no cérebro ainda € relativamente
limitado. O corno dorsal da medula espinal é dotado de vérios neurotransmissores e receptores,

incluindo: a substincia P, somatostatina, neuropeptideo Y, aminodcidos excitatérios, inibidores de
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aminodcidos, o 6xido nitrico, opidides enddgenos, a adenosina, e as monoaminas, entre outros. A
transmissdo da dor para o cérebro estd sob diversos controles fisioldgicos. Sem dudvida, isso
contribui para um dificil desafio na descoberta de formas de inibir as sensa¢des de dor, sem causar

efeitos indesejaveis (MCCURDY; SCULLY, 2005).
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3 OBJETIVOS

3.1. Geral

Isolar, fracionar e avaliar os efeitos de uma fracdo polissacaridica sulfatada da

alga marinha verde Ulva lactuca em modelos cldssicos de nocicepgao.

3.2. Especificos

v Extrair por digestdo enzimdtica e avaliar o rendimento da extracdo de polissacarideos
sulfatados totais ( PST ) da alga marinha verde U. lactuca, fracionar os PST por cromatografia
de troca 16nica (DEAE-celulose) e determinar a composi¢do quimica dos PST e das fracdes

obtidas por cromatografia (DEAE-celulose);

v Verificar a separacdo das fracdes obtidas (DEAE-celulose) por eletroforese em gel de
agarose;
v Investigar o efeito antinociceptivo de uma fragdo polissacaridica obtida por DEAE-

celulose, por meio dos testes de contorcdes abdominais, formalina e placa quente em
camundongos;

v Avaliar a toxicidade da fracdo polissacaridica por dose repetida (14 dias) em
camundongos através de parametros bioquimicos e avaliacio macroscOpica dos Orgaos

(coragdo, figado e rim).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

4.1.1 Coleta e identificacdo da alga marinha

Exemplares da alga marinha verde U. lactuca foram coletados na Praia de
Flecheiras, municipio de Trairi — CE, durante a maré baixa de sizigia, sendo conduzidos ao
Laboratério de Carboidratos e Lectinas (CarboLec), do Departamento de Bioquimica e
Biologia Molecular da Universidade federal do Ceara (UFC), em sacos plasticos. No
laboratdrio, as algas foram limpas para a retirada de epifitas e outros organismos incrustantes,

lavadas com agua destilada e armazenadas (-20°C) até o uso. (Figura 2).

Filo: Chlorophyta (alga verde)
Classe: Ulvophyciae

Ordem: Ulvales

Familia: Ulvaceae

Género: Ulva

Espécie: Ulva lactuca (Linnaeus)

Figura 2 - Aspecto macroscopico da alga marinha verde Ulva lactuca (Linnaeus) e sua classificacdo

taxonOmica.

4.1.2 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss machos (20-25 g), no total de seis animais
por grupo, fornecidos pelo Biotério Central da UFC - Campus do Pici, os animais receberam
dgua e ragdo livremente. Os ensaios com 0s animais seguiram os padrdes exigidos de ética e

biosseguranca, e somente foram iniciados apds aprovacdo da comissdo de ética em pesquisa
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animal (CEPA) desta instituicdo, como parte do projeto “Bioprospec¢do de polimeros de algas

marinhas com potencial biotecnoldgico” aprovado sob o processo de ntimero 80/10.

4.2 Métodos

4.2.1 Extragdo dos polissacarideos sulfatados totais

A extracdo dos polissacarideos sulfatados totais (PST) foi realizada de acordo
Farias et al. (2000) com modificacdes. Inicialmente, a alga desidratada em temperatura
ambiente e macerada com nitrogénio liquido (5g), foi hidratada em 250 mL de tampao acetato
de s6dio 100 mM (pH 5,0) contendo EDTA 5 mM e cisteina 5 mM e digerida com 17 mL de
uma solucdo de papaina bruta (30 mg mL '), durante 6 horas a 60°C em banho-maria. Em
seguida, o material foi filtrado em nylon. Os polissacarideos presentes no filtrado foram
precipitados por meio da adicao de 16 mL de cloreto de cetilpiridinio (CCP) a 10% (24 h; 25
°C). Logo ap0s a precipitacdo, o material (filtrado) foi lavado (CCP 0,05%; 200 mL) e
posteriormente centrifugado (7965 x g; 30 min; 10°C) e depois dissolvido em 174 mL de
NaCl 2 M: etanol comercial (100: 15; v v'') e novamente precipitado através da adi¢io de 200
mL de etanol comercial (24 h; 4 °C). Apds a segunda precipitagdo, o material assim obtido foi
lavado duas vezes com 200 mL etanol comercial diluido a 80% e uma vez com etanol
comercial (200 mL), seguido de centrifugagdo (7965 x g; 30 min; 10 °C). Em seguida, foi

dialisado contra dgua destilada e liofilizado para obten¢do dos PST. (Figura 3).



Algaseca (5 g)
Ulva lactuca

Hidratacdo - Tampao acetato de s6dio 100 mM (pH = 5,0)
+ cisteina 5 mM + EDTA 5 mM, seguida de digestao
proteolitica por papaina (60 °C, 6 h) e filtracdo em nylon

Residuo
(descartado

Filtrado + cloreto de cetilpiridinio 10 % (25 °C, 24 h),
centrifugacdo (7965 x g, 30 min, 10 °C)

Sobrenadante
(descartado)

Precipitado - lavagem com cloreto de cetilpiridinio 0,05 %,

centrifugacdo (7965 x g, 30 min, 10 °C) e dissolu¢do com

NaCl 2 M: etanol (100:15, v/v), seguida de precipitacao
com etanol 100 % (4 °C, 24 h)

Sobrenadante
(descartado)

Precipitado - lavagens com etanol (80 %, 2 x e 100 %, 1 x),
centrifugacao (7965 x g, 30 min, 10 °C), didlise e
liofilizacao

Figura 3 - Fluxograma de extracdo dos polissacarideos sulfatados da alga marinha verde Ulva lactuca

Polissacarideos Sulfatados Totais (PST)

4.2.2 Cromatografia de troca ionica em coluna de DEAE-celulose

28

Os PST (50 mg) foram dissolvidos em tampao acetato de s6dio 50 mM (pH 5,0)

(2 mg/mL) e submetidos a cromatografia de troca idnica em coluna de DEAE-celulose

equilibrada com o mesmo tampdo. A coluna foi lavada com o tampdo de equilibrio e as



29

fracdes de polissacarideos sulfatados foram eluidas por “stepwise” com NaCl nas
concentracdes de 0,25; 0,5; 0,75; 1,0; 1,25 e 1,5 M adicionado ao tampao de equilibrio. As
fracdes foram obtidas e monitoradas por meio da reacdo metacromdtica usando o azul de 1,9-
dimetilmetileno (ADM) em espectrofotometro ajustado em 525 nm (FARNDALE; BUTTLE,;
BARRET, 1986). As fracdes sulfatadas majoritdrias foram dialisadas contra dgua destilada,

liofilizadas e estocadas para uso posterior.

4.2.3 Eletroforese em gel de agarose

Os PST e as fragdes de polissacarideos sulfatados (25 pg) foram analisados por
eletroforese em gel de agarose (0,5%) utilizando tampao 1,3 - acetato diaminopropano 50 mM
(pH 9,0). Os polissacarideos sulfatados foram aplicados no gel e a corrida realizada em
voltagem constante (110 V) durante 60 min. Apés o procedimento, os PST e as fracOes
polissacaridicas presentes no gel foram fixados com uma solu¢do de N-cetil-N,N,N-brometo
de trimetilamonio a 0,1% por 24 horas. Em seguida, o gel foi corado com azul de toluidina a
0,1% e, finalmente, descorado com uma solu¢do contendo etanol absoluto, dgua destilada e
dcido acético concentrado (4,95: 4,95: 0,1; v''v''v'"), como descrito por Dietrich e Dietrich

(1976).

4.2.4 Andlise da composi¢cdo quimica

Os carboidratos totais foram determinados pelo método fenol-acido sulfturico
(DUBOIS et al., 1956) e monitorados em espectrofotometro (AMERSHAM BIOSCIENCES,
modelo BIOTRAK II), ajustado a 490 nm, utilizando-se a D-galactose como padrio.

As concentragdes de proteinas contaminantes (PC) foram realizadas segundo o
método de Bradford (1976), utilizando-se Albumina Sérica Bovina (BSA) como padrio e
monitoradas em espectrofotdmetro a 525 nm.

O teor de sulfato livre (SL) foi determinado ap6s hidrélise acida (HCl 1 M, 5
horas, 105°C) pelo método da gelatina-bario (DODGSON; PRICE, 1962) e monitorado em

espectrofotometro a 360 nm. O sulfato de sédio anidro foi empregado como padrao.



30

4.2.5 Modelos de nocicepgdo

4.2.5.1 Teste de contorcoes abdominais induzidas por dcido acético

O teste de contor¢des abdominais induzidas por 4cido acético € um modelo
cladssico de nocicepcdo periférica, em que apds a injecdo intraperitoneal do agente
nociceptivo, foram observadas as respostas que consistem em uma sequéncia de contor¢oes
no abdoémen acompanhadas por extensao dos membros inferiores (KOSTER et al.,1959).

Trinta minutos apds a administragdo da fracdo polissacaridica de U. lactuca nas
doses de 1, 3 ou 9 mg/kg (i.v.; 0,1 mL/10 g de peso) ou salina estéril (0,9% (i.v.) foi feita a
injecdo do estimulo nociceptivo, ou seja, foi administrado acido acético 0,8% na cavidade
peritoneal dos animais (0,1 mL/10 g de peso do animal). Imediatamente apés administracdo
do écido acético a contagem das contorcdes foi iniciada, durante um periodo de 30 minutos
consecutivos (Figura 4). Foram utilizados indometacina (5 mg/kg; s.c.), um anti-inflamatorio
nao-esteroidal e morfina (5 mg/kg; s.c.), um agonista opidide, como controles positivos

(HULL; GADNER; HAWCROFT, 2003).

Figura 4 - Comportamento de um camundongo apresentando contor¢do abdominal seguida por extensdo das

patas posteriores induzida por dcido acético a 0,8%.

4.2.5.2 Teste da formalina

Este teste caracteriza-se por apresentar resposta bifasica distinta em resposta a um
estimulo quimico, sendo a primeira fase considerada neurogénica e a segunda inflamatéria
(BRAGGIO et al., 2002).

O teste da formalina foi realizado seguindo a metodologia de Dubuisson e Dennis

(1977) modificado por Hunskaar e Hole (1987). Grupos de animais receberam 30 min antes
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da injecdo intraplantar (i.pl.) de formalina 1%: salina estéril 0,9% (i.v.); fracdo polissacaridica
de U. lactuca nas doses de 1; 3 ou 9 mg/kg (i.v.; 0,1 mL/10 g de peso). Indometacina (5
mg/kg; s.c.) e morfina (5 mg/kg; s.c.) foram utilizados como controles. Nesse teste, 20 uL. da
solug@o de formalina foi injetada na pata direita de camundongos e o tempo de lambedura foi
registrado simultaneamente durante os primeiros 5 min (1? fase, que corresponde ao estimulo
quimico direto dos nociceptores — fase inicial) e durante 5 min, ap6s um periodo de 20 min (2°

fase, que envolve a inflamacdo — fase tardia) (Figura 5).

Figura 5 - Comportamento de um camundongo lambendo a pata traseira apds aplicacdo de 20 pL de formalina a

1%.

4.2.5.3 Teste da placa quente

A atividade analgésica central foi avaliada pelo teste da placa quente, segundo o
método de Eddy e Leimbach (1953), que consiste em registrar o tempo (s) que oS animais,
quando em contato com uma placa de metal aquecida (51+ 1 °C), levam para manifestar uma
resposta, que corresponde ao ato de retirar ou lamber a pata traseira e/ou saltar. Este teste é
especifico para verificar a nocicepcdo central. Os animais, primeiramente, foram
familiarizados com a placa quente, para observacao do tempo de reac@o controle. Os animais
que apresentaram um tempo de reac@o superior a 10 s foram descartados do teste. Grupos de
animais receberam 30 min antes do estimulo térmico: salina estéril 0,9% (i.v.); fracdo
polissacaridica de U. lactuca nas doses de 1; 3 ou 9 mg/kg (i.v.; 0,1 mL/10 g de peso).
morfina (5 mg/kg; s.c.) e indometacina (5 mg/kg; s.c.) foram utilizados como controles. As
medidas do tempo de resposta foram registradas em intervalos de 30 minutos apds a
administracio, durante 90 min (tempos: 30 min; 60 min e 90 min) com um tempo de corte de

40 s (Figura 6).
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Figura 6 - Comportamento do animal durante o teste da placa quente.

4.2.6 Avaliacdo da toxicidade por dose repetida em camundongos

Para uma avaliacdo preliminar das propriedades toxicas da fracdo FII de Ulva
lactuca (9 mg/kg), a mesma foi administrada (i.p.) em camundongos machos, divididos em
grupos de seis animais, durante quatorze dias consecutivos, rigorosamente pesados, sendo
mantidos no biotério do Departamento de Bioquimica da UFC com livre acesso a dgua e
racdo. Durante este periodo, foram observados sinais fisicos como cocar nariz, lamber as
patas, rodopiar, erecdo de pé€los, além de sinais comportamentais, como apatia e/ou
agressividade.

No 15° dia, os animais foram anestesiados com hidrato de cloral 10% e amostras
de sangue foram coletadas em tubos contendo citrato para as dosagens bioquimicas do plasma
e armazenado em freezer a -80 °C para posteriores dosagens séricas de aspartato
aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT) e uréia.

Em seguida, os camundongos foram submetidos a eutandsia por deslocamento
cervical sob anestesia, seguido da retirada e pesagem dos 6rgdos (coracdo, figado e rim),
mantendo correlacdes com as respectivas massas corporeas. Todos o0s parametros
toxicoldgicos observados foram comparados aos de animais controle que receberam apenas

salina estéril 0,9% (i.p.), nas mesmas condi¢des que os animais tratados.

4.2.6.1 Andlises bioquimica do plasma

A enzima aspartato aminotransferase (AST) € umas enzima liberada no sangue

quando ocorre uma lesdo hepdtica, muscular, cardiaca ou cerebral. A enzima alanina
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aminotransferase (ALT) também ¢é liberada no sangue quando ocorre uma lesdo hepética.
Portanto, sua mensuragdo € til para detectar danos hepato-celular.

O procedimento para a dosagem de AST constitui-se em adicionar 50 pL do
substrato AST em tubos de ensaio (solugdo de 0,2 M de L-aspartato, 0,002 M a-cetoglutarato,
tampao fosfato 0,1 M, pH 7.,4), que foram incubados em banho-maria a 37°C por 2 min,
seguido da adicdo de 10 puL da amostra (plasma) de cada animal. Apds incubagdo a 37°C por
30 minutos, foram adicionados 50 pL da solucdo 0,001 M de 2,4 Dinitrofenilhidrazina,
homogeneizado e deixado em repouso a temperatura ambiente (20-30°C), durante 20 minutos.
Em seguida, foi adicionado 500 puL de hidréxido de sédio 0,4 M e a solugdo deixada em
repouso durante 5 minutos, a temperatura ambiente (20-30°C). As absorbancias foram
medidas em espectrofotdmetro AMERSHAM BIOSCIENCES ULTROSPEC 1100 a 505 nm.

Para a dosagem de ALT, o procedimento constitui-se em adicionar 50 pL de
substrato ALT em tubos de ensaios (solu¢do de 0,2 M de L-alanina, 0,002 M a-cetoglutarato,
tampao de fosfatos 0,1 M pH 7,4), que foram incubados em banho-maria (37°C; 2 min),
seguido da adicdo de 10 pLL da amostra (plasma), homogeneizado e incubado a 37°C durante
30 minutos. Posteriormente, foram adicionados 50 pL da solugcdo 0,001 M de 24
Dinitrofenilhidrazina, homogeneizado e deixado em repouso a temperatura ambiente (20 - 30
°C), durante 20 minutos. Em seguida, adicionou-se 500 uL de hidréxido de sédio 0,4 M e a
solucdo ficou em repouso durante 5 min, a temperatura ambiente (20 - 30 °C). As
absorbancias foram lidas em espectrofotdometro a 505nm.

A dosagem de uréia tem a finalidade de observar possiveis alteracdes na funcao
renal dos animais. foram coletadas as amostras de sangue, como descrito anteriormente, e
desse foram utilizados 10 uL de plasma de cada animal para a dosagem de uréia, segundo
metodologia descrita pelo fabricante (Labtest®) e utilizando absorbancia de 600 nm em
espectrofotometro. Esta metodologia baseia-se em um sistema enzimético-colorimétrico, cuja

intensidade da cor formada é proporcional a quantidade de uréia na amostra.

4.2.7 Andlise estatistica

Os resultados foram expressos como média + E.P.M. (erro padrao da média). Para
a verificacdo das diferencas estatisticas entre os grupos serd realizada Anélise de Variancia
(ANOVA) e, quando observado diferencas significativas entre as médias, foi aplicado o teste
de Bonferroni. Os dados toxicoldgicos foram analisados por #-Student para testes nao

pareados. Foi considerado significante p < 0,05.



34

5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Rendimentos dos polissacarideos sulfatados totais e das fracoes obtidas por

cromatografia de troca ionica

A partir da extragdo de 5 g de alga seca U. lactuca, obteve-se 110,9 mg de
polissacarideos sulfatados totais (PST), perfazendo um rendimento de 2,218%,
semelhantemente ao encontrado por Ribeiro (2012), utilizando a mesma metodologia para
extracdo de PST da alga verde Caulerpa racemosa obtiveram rendimento de 2,2%. Este
rendimento é considerado baixo quando comparado aos PST obtidos para algumas espécies de
algas vermelhas e pardas. Como por exemplo, a alga vermelha Halymenia pseudofloresia
utilizando-se 0 mesmo protocolo de digestdo enzimdtica, mas com tempo de hidrdlise mais
prolongado (24 h) e secagem em estufa a 60 °C, apresentou um rendimento de 40,5%
(RODRIGUES et al., 2009), e os PS totais da alga marinha parda Lobophora variegata
obtidos por extragdo enzimatica apresentaram 28,4% (ALENCAR, 2007).

De acordo com Rodrigues e Farias (2007), geralmente algas verdes t€m
apresentado rendimentos inferiores aos obtidos para algas vermelhas e pardas, estando de
acordo com os estudos realizados por Bezerra-Neto (2005), em que a alga marinha verde
Caulerpa sertularioides apresentou um rendimento de 7,1% e as espécies de algas Codium
fragile e Codium vermilara, pertencentes ao género Codium, apresentaram um rendimento de
6,7 e 6,8%, respectivamente (CIANCIA et al., 2007).

Virias metodologias podem ser empregadas para a extragdo de polissacarideos de
algas marinhas, tais como aquosas, a frio e a quente, e enzimdtica (FARIAS et al., 2000),
dentre outras. Porém, a extracdo por digestdo enzimdtica possui a propriedade de eliminar
contaminantes protéicos (PERCIVAL; McDOWELL, 1967). Além disso, o rendimento de
polissacarideos sulfatados de algas marinhas € varidvel com o protocolo de obtenc¢ao e espécie
de alga utilizada (MARINHO-SORIANO; BOURRET, 2003).

No presente estudo, o fracionamento dos PST foi realizado, através de
cromatografia de troca-idnica em coluna de DEAE-celulose, resultando em trés fracdes de
polissacarideos sulfatados majoritarias denominadas de FI, FII e FIII, eluidas respectivamente
com 0,5; 0,75 e 1 M de NaCl (Figura 7), cujo rendimentos obtidos ap6s didlise e liofilizagao

foram de 2,0; 19,2 e 1,6%, respectivamente.
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Figura 7 - Cromatografia de troca idnica dos PST da alga marinha Ulva lactuca em coluna de DEAE-celulose.
As fragdes majoritarias foram eluidas por “stepwise” com NaCl ( - ) nas concentracdes de 0,5; 0,75 e 1 M e
monitoradas por metacromasia com DMB ( m------ m).

5.2 Analises da composicao quimica

Os teores de carboidratos totais nos PST de Ulva lactuca e nas fracdes F I, F1l e F
III foram 54,72, 61,92, 53,12 e 32,72%, respectivamente. Os teores de sulfato nas amostras
hidrolisadas de PST e nas fracdes F I e F II foram de 15,10; 7,15; 12,52% respectivamente.
Na fracdo FIII ndo foi detectado o teor de sulfato livre. Nao foram encontrados teores de
contaminantes protéicos em nenhuma das amostras avaliadas, comprovando dessa forma, a
eficiéncia do método de extracdo empregado (Tabela 1). De uma maneira geral, a composicao
quimica de PST e fracdes polissacaridicas de algas marinhas pode variar de espécie para

espécie (RODRIGUES et al., 2011).
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Tabela 1 — Composi¢dao quimica dos polissacarideos sulfatados da alga marinha verde Ulva

lactuca
Ulva lactuca Carboidratos totais Sulfato livre Proteinas totais
(%) (%) (%)
PST 54,72 15,10 -
Fragao | 61,92 7,15 -
Fragao II 53,12 12,52 -
Fracao III 32,72 - -

(-) Néo detectado

5.3 Eletroforese em gel de agarose

O procedimento de eletroforese em gel de agarose mostrou uma unica banda

polissacaridica para os PST e para as fracoes (F I, F Il e F III) (Figura 8).

Durante o presente estudo, uma maior intensidade de sinais de carga negativa foi

observada na banda dos PST da alga marinha Ulva lactuca, durante a corrida da eletroforese

no gel de agarose, consequentemente, por ser mais heterogénea. No entanto, as bandas Unicas

das fracoes F I e FII, apresentaram discretamente maior mobilidade, sendo mais homogéneas

e polidispersas no gel de agarose em relacdo aos PST. Enquanto que a fragcao FIII, apresentou

a menor intensidade de cargas negativas sobre o gel. Possivelmente, a menor intensidade da

fracdo FIII estad relacionada com uma menor quantidade de grupos sulfatados na estrutura

quimica do polissacarideo sulfatado.
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Figura 8 - Eletroforese em gel de agarose (0,5%) dos PST e das fracdes (F I, F II e F III) da alga marinha Ulva
lactuca. As fragdes foram obtidas por cromatografia de troca idnica em coluna de DEAE-celulose e colocadas no
gel (1 mg/mL). A corrida foi realizada em voltagem constante (110 V) durante 60 min e as bandas coradas com
azul de toluidina a 0,1%.

Portanto, o procedimento de separacdo dos PST por cromatografia de troca idnica
(DEAE-celulose) combinada a técnica de eletroforese em gel de agarose revelou-se bastante
eficiente para a caracterizacdo parcial destes compostos isolados da espécie em questao.

Como mostrado anteriormente, a fracdo F II apresentou um maior rendimento de
PS apo6s o fracionamento por cromatografia de troca i6nica em DEAE-celulose, desta forma
esta fracdo foi escolhida para ser utilizada nos ensaios de atividade antinociceptiva. Nas

descricdes posteriores, esta fragdo passard a ser denominada de PS-UI.

5.4 Atividade antinociceptiva

O efeito antinociceptivo da fra¢ao polissacaridica sulfatada PS-Ul da alga marinha
verde Ulva lactuta, foi investigado através da utilizagdo de modelos cldssicos de nocicepgao
conhecidos por teste das contor¢des abdominais induzidas por 4cido acético, teste do tempo

de lambedura induzido por formalina e o teste do tempo de laténcia utilizando placa quente.

5.4.1 Testes de contorcoes induzidas por dcido acético

O pré-tratamento (i.v.) dos animais com PS-Ul nas doses de 1 e 3 mg/kg reduziu

significativamente (p<0,05) o numero de contor¢cdes abdominais em 48,19 e 42,66% quando
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comparados ao grupo controle salina, ja a dose de 9,0 mg/kg reduziu em 39,89%, porém nao
diferiu estatisticamente do controle salina. A morfina e indometacina, utilizadas como

controles positivos, reduziram as contor¢des em 93,83 e 29,40%, respectivamente. (Figura 9).
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Figura 9 - Efeito da administracdo da fracdo F II (PS-Ul) da alga Ulva lactuca em modelo de contor¢des
abdominais induzidas por acido acético. Os animais foram tratados 30 min antes da aplicagcdo de acido acético
(0,8%; i.p.) com salina estéril 0,9% (i.v.), morfina (5 mg/kg; s.c.), indometacina (5 mg/kg; s.c.)ou FII (1;30u9
mg/kg; i.v.). As barras representam a média + E.P.M. de seis animais por grupo. *p<0,05 indica diferenca
estatistica significante quando comparado ao grupo controle salina (ANOV A; Bonferroni).

O PS-UI na dose de (1mg/kg - 48,19%) apresentou resposta antinociceptiva de
acordo com a literatura quando comparada aos polissacarideos sulfatados obtidos das algas
marinhas verde Caulerpa. cupressoides (3,0 mg/kg, 1.v - 57%) (RODRIGUES et al., 2012),
Caulerpa. racemosa (0,1mg/kg, i.v - 49%) (RIBEIRO et al., 2014) e Caulerpa mexicana
(10mg/kg, i.v - 88,6%) (CARNEIRO et al., 2014), sendo essa ultima utilizada em uma dose
bem mais elevada quando comparada a alga em estudo.

O teste de contor¢do abdominal induzida por acido acético trata-se de um modelo
de nocicepcdo periférica no qual a irritacio local desencadeia a liberagdo de vérios
mediadores como a bradicinina, substancia P e prostaglandinas, bem como citocinas. Tais
mediadores ativam nociceptores quimiossensiveis que contribuem com o desenvolvimento da
dor de origem inflamatdria, sendo uma ferramenta para a avaliacdo da atividade analgésica e
anti-inflamatéria de novos compostos (IKEDA et al., 2001; RIBEIRO et al., 2000).

Desta forma, a atividade antinociceptiva de PS-Ul da alga U. lactuca ¢é
possivelmente decorrente da sua acdo sobre os ligantes destes mediadores inflamatérios e uma

acdo direta sobre as terminagdes nervosas também € possivel.



39

5.4.2 Efeito do PS-Ul sobre o tempo de lambedura da pata induzido por formalina

O modelo de nocicep¢do induzida por formalina, amplamente utilizado como
modelo de dor persistente (SHIELDS et al., 2010). foi utilizado neste estudo para avaliar a
propriedade antinociceptiva de PS-Ul. Este teste € especifico e caracteriza-se por apresentar
resposta bifasica distinta, a primeira fase € caracterizada pela dor neurogénica causada pela
estimulagdo quimica direta dos nociceptores, enquanto, que a segunda fase € caracterizada
pela dor inflamatdria desencadeada por uma combinagdo de estimulos, incluindo a inflamacgao
dos tecidos periféricos e dos mecanismos centrais de sensibiliza¢do (TJOLSEN et al., 1992).
Durante a segunda fase do teste ocorre a liberacdo de mediadores inflamatdrios nos tecidos
periféricos, tais como prostaglandinas, histamina, serotonina e bradicinina. Além disso, €
caracterizada por alteracdes funcionais nos neurdnios do corno dorsal da medula espinal,
promovendo a longo-prazo a transmissdo sindptica a nivel espinal (FRANCA et al., 2001;
OLIVEIRA; SOUSA; ALMEIDA, 2008).

O PS-Ul apresentou um efeito antinociceptivo em camundongos, como mostrado
na Figura 10. O pré-tratamento (i.v.) dos animais com PS-Ul (1; 3 ou 9 mg/kg), 30 min antes
do estimulo quimico (formalina a 1%), ndo reduziu o tempo de lambedura da pata na primeira
fase (neurogénica) do ensaio (Figura 10A). Na segunda fase (inflamatéria), PS-Ul (1, 3 ¢ 9
mg/kg) reduziram o tempo de lambedura na ordem de 72,06; 35,99 e 35,66%,
respectivamente. Portanto, apenas as doses de 1 e 3 mg/kg promoveram efeito analgésico,
enquanto que a dose de 9 mg/kg nao reduziu significativamente o tempo de lambedura
durante a segunda fase do teste (Figura 10B). O grupo controle positivo morfina (5 mg/kg;
s.c.) foi capaz de reduzir o tempo (s) de lambedura dos animais em ambas as fases do teste
(p<0,05), enquanto, o grupo controle positivo indometacina (5 mg/kg; s.c.) mostrou agao
significativa somente na segunda fase do teste (p<0,05).

Tem sido bastante relatado na literatura que farmacos que agem primariamente no
sistema nervoso central inibem igualmente ambas as fases, enquanto o0s que agem
perifericamente como, antiinflamatdrios ndo-esteroidais e corticosterdides, inibem
predominantemente a segunda fase (HUNSKAAR er al., 1985; BITENCOURT et al., 2008).
Portanto, neste ensaio realizado com PS-Ul o efeito ocorreu somente na segunda fase do teste

sugerindo que sua propriedade antinociceptiva esta relacionada a dor inflamatoria.
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Esses resultados corroboram com os dados da literatura, onde, fracdes
polissacaridicas sulfatadas das algas marinhas verdes Caulerpa racemosa (1 mg/kg, i.v —
98%) e Caulerpa mexicana (10 mg/kg, i.v — 88,6%) apresentaram reducdo no tempo de
lambedura de patas somente na segunda fase do ensaio da formalina (RIBEIRO et al., 2014;
CARNEIRO et al., 2014). Portanto, a menor dose de PS-Ul usado neste ensaio apresentou um

resultado semelhante.
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Figura 10 - Efeito da administracdo da fracdo FII (PS-Ul) da alga Ulva lactuca no teste da formalina a 1%. Os
animais foram tratados 30 min antes da injec@o de formalina (1%; i.pl.) com salina estéril 0,9% (i.v.), morfina (5
mg/kg; s.c.), indometacina (5 mg kg; s.c.) ou PS-UI (1; 3 ou 9 mg/kg; i.v.). Imediatamente apds a administracio
da formalina o tempo de lambedura foi registrado: 12 fase (5 min) (painel A) e 22 fase (20 a 25 min) (painel B).
As barras representam a média + E.P.M. do tempo (s) de lambedura de seis animais por grupo. *p<0,05 indica
diferenca estatistica significante quando comparado ao grupo controle salina (ANOV A; Bonferroni).

5.4.3 Efeito do PS-Ul no teste da placa quente

O teste da placa quente é um método amplamente utilizado em estudos de
nocicep¢do experimental em ratos e camundongos (GUNN et al., 2011), sendo considerado
um teste padronizado e de referéncia na avaliacdo de farmacos analgésicos de efeito central,
no qual agentes opidides exercem seus efeitos analgésicos via receptores supra espinal
(NEMIROVSKY et al., YALCIN et al., 2009). No entanto, esse método € insensivel a

analgésicos ndo-esteroidais como inibidores da ciclo-oxigenase (LE BARS et al., 2001).
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O pré-tratamento dos animais com PS-UI (1; 3 ou 9 mg/kg; i.v.), indometacina (5
mg/kg; s.c.) ou salina estéril 0,9% (i.v.), 30 min antes do estimulo térmico, ndo produziu
efeito antinociceptivo no decorrer dos 90 min do teste. O pré-tratamento com morfina (5
mg/kg; s.c.), utilizado como controle positivo, foi capaz de induzir analgesia (p<0,05)
prolongando o tempo (s) de resposta dos animais, comparado ao grupo salina (Figura 11).

Desta forma, os resultados sugerem que a atividade antinociceptiva do PS-Ul nado
estd relacionada aos receptores opidides centrais € que possivelmente atue por mecanismo
periférico. Estes resultados mostraram-se semelhantes aos obtidos para a atividade
antinociceptiva de acdo periférica de uma fracdo polissacaridica sulfatada da alga marinha
verde Caulerpa racemosa (RIBEIRO et al., 2014), mas diferem da fracdo polissacaridica
obtida por Rodrigues et al.,(2012), em que, os PS da alga verde Caulerpa cupressoides foram

capazes de prolongar significativamente o tempo, em segundos, da resposta aos estimulos

térmicos.
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Figura 11 - Efeito da administracdo da fracdo F II (PS-Ul) da alga Ulva lactuca no teste da placa quente
(51£1°C). Antes do estimulo térmico, os animais foram tratados 30 min antes com solu¢do salina estéril 0,9%
(i.v.), morfina (5 mg/kg; s.c.), indometacina (5 mg/kg; s.c.) ou PS-UI (1; 3 ou 9 mg/kg; i.v.). Os pontos sobre as
linhas representam a média + E.P.M. do tempo (s) de reagdo de seis animais por grupo no decorrer de 90 min do
ensaio. *p<0,05 indica diferenca estatistica significante quando comparado ao grupo controle salina (ANOVA;
Bonferroni).
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5.5 Avaliacao sistémica de PS-Ul da alga marinha U. lactuca

No desenvolvimento de novos agentes terapéuticos, os estudos de toxicidade com
animais € uma das ferramentas importantes para avaliar a seguranca desses novos produtos.
Estudos de toxicidade sist€émica sdo definidos a partir da redu¢do da massa corpérea dos
animais utilizados nos experimentos. Além da manifestacio de toxicidade através das
alteracdes de comportamento, apatia € ma condi¢do da pelagem, como a presenga de pélos
arrepiados. Outros sinais de toxicidade podem se expressar pela alteracdo da massa relativa e
histolégica dos oOrgdos, alteragdes hematoldgicas e bioquimicas sanguineas (GONZALEZ;
SILVA, 2003; RAZA et al., 2002).

Para avaliar a seguranca da utilizacdo de PS-Ul da alga U. lactuca como um
possivel agente terapéutico, foram analisados alguns parametros de toxicidade utilizando
camundongos (machos) tratados com a dose de 9 mg/kg (i.p.). Durante um periodo de 14 dias
consecutivos, ndo se verificou mortalidade dos animais, ou qualquer tipo de alteragdes fisicas
ou comportamentais € 0os mesmos mostraram-se sauddveis visualmente ao longo do periodo
avaliado.

A massa corpérea e o peso dos 6rgdos (coragdo, figado e rim) dos animais
tratados com PS-Ul néo diferiram (p>0,05) comparados ao grupo controle salina (Tabela 2),
sugerindo que o polissacarideo sulfatado de U. lactuca nao afetou sistemicamente os animais
submetidos ao tratamento. As andlises bioquimicas demonstraram que os valores obtido para
ALT, AST e uréia, utilizados como marcadores de funcdo hepatica e renal nido sofreram

alteracdes, em relacdo ao grupo salina (p>0,05).
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Tabela 2 — Avaliacdo sistémica dos camundongos apés tratamento durante 14 dias com a fragcdo F II (9 mg/kg;
i.p.) de Ulva lactca. Os resultados foram expressos como média + E.P.M. de seis animais por grupo. *p<0,05
indica diferenga estatistica significante quando comparado ao grupo controle salina (#-Student para testes ndo
pareados).

Tratamento (9 mg/kg; i.p.)

Parametros Machos
Salina FI1I
Massa corpoérea (g) 29,50 + 0,99 29,67 + 1,11
inicial
Massa corporea (g) 34,80 + 0,90 34,17 £ 1,01
final
Figado (g)/ massa 5,12 £ 0,05 5,95 +0,15
corplrea
Rim (g)/ massa 0,70 + 0,06 0,71 £ 0,04
corpdrea
Coracdo (g)/ massa 0,54 + 0,01 0,56 + 0,02
corplrea
Uréia (mg/dL) 49,34 + 2,08 40,83 £4,25
AST (U/L) 78,28 + 8,37 78,45 £ 19,09
ALT (U/L) 42,35 +3,83 44,99 + 6,82
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6 CONCLUSAO

Neste estudo, observamos que os polissacarideos sulfatados da alga marinha Ulva
lactuca apresentam baixo rendimento quando extraidos com papaina, além disso as fragdes
obtidas por cromatografia de troca idnica, a partir dos polissacarideos sulfatados totais,
mostraram-se mais homogéneas e polidispersas quando submetidas a eletroforese em gel de
agarose, tendo a FII (PS-Ul) o maior teor de sulfato e, consequentemente, apresentando maior
rendimento apds o fracionamento. Com relagdo a atividade bioldgica, o efeito antinociceptivo
da fracdo polissacaridica (PS-Ul) parece ser mediante acdo periférica. E por fim, a
administracdo de PS-Ul durante quatorze dias em camundongos nao mostrou sinais de

toxicidade em todos os parametros avaliados.
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