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RESUMO

As leveduras sado constituidas por diferentes macromoléculas, dentre elas os
polissacarideos. A industria farmacéutica tem utilizado os polissacarideos como uma
importante matéria-prima para o desenvolvimento de novos medicamentos, uma vez
que estes apresentam diversas atividades farmacoldgicas, a exemplo das atividades
antitumoral, antioxidante, anti-inflamatdria, antinociceptiva e imunomoduladora. A
levedura Rhodotorula oryzicola, presente no semiarido baiano, merece destaque
visto que ainda € pouco explorada em relagcdo a seu potencial biotecnolégico. O
presente trabalho analisou o possivel efeito antinociceptivo do polissacarideo obtido
a partir da levedura R. oryzicola, através de modelos de dor em camundongos. Este
estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade
Estadual de Feira de Santana (06/2013). A administragdo intraperitoneal do
polissacarideo (9 e 27 mg/kg) apresentou uma inibicdo de modo dose-dependente
do numero de contor¢gdes abdominais induzidas pelo acido acético. No teste de
formalina, o pré-tratamento com o polissacarideo (27 mg/kg) apresentou atividade
antinociceptiva apenas na segunda fase do teste. Observou-se que o polissacarideo
(9, 27 e 81 mg/kg) alterou o limiar de resposta ao estimulo térmico utilizado no teste
de retirada de cauda, indicando assim uma possivel presenca de agao central. No
modelo da hipernocicep¢ao mecanica induzida por CFA, o pré-tratamento com o
polissacarideo (27 e 81 mg/kg) inibiu a hipernocicepg¢do induzida pelo CFA.
Ratificando a especificidade da agédo antinociceptiva, o polissacarideo (27 mg/kg)
nao alterou o comportamento motor dos animais nos modelos do cilindro giratério e
do campo aberto. A caracterizacdo estrutural mostrou residuos de manosil
envolvidos em ligagao do tipo a-3,6, sugerindo que a amostra seja uma manana. Os
resultados comprovam que o polissacarideo apresenta uma eficiente atividade
antinociceptiva, indicando o desenvolvimento deste para o tratamento de condigbes
de dor inflamatdria.

Palavras-chave: Rhodotorula oryzicola. Dor. Antinocicepgao. Polissacarideo.



ABSTRACT

The yeasts are constituted by different macromolecules, among them the
polysaccharides. The pharmaceutical industry has used polysaccharides as an
important raw material for the development of new drugs, since they present several
pharmacological activities, such as antitumor, antioxidant, anti-inflammatory,
antinociceptive and immunomodulatory activities. The yeast Rhodotorula oryzicola,
present in the semi-arid region of Bahia, deserves to be highlighted, since it is still
little explored in relation to its biotechnological potential. The present study analyzed
the possible antinociceptive effect of the polysaccharide obtained from yeast R.
oryzicola, through pain models in mice. This study was approved by the Commission
of Ethics in the Use of Animals of the State University of Feira de Santana (06/2013).
Intraperitoneal administration of the polysaccharide (9 and 27 mg/kg) showed dose-
dependent inhibition of the number of abdominal writhes induced by acetic acid. In
the formalin test, pre-treatment with the polysaccharide (27 mg/kg) showed
antinociceptive activity only in the second phase of the test. It was observed that the
polysaccharide (9, 27 and 81 mg/kg) altered the thermal stimulus response threshold
used in the tail withdrawal test, thus indicating a possible central action presence. In
the model of mechanical hypernociception induced by CFA, pre-treatment with the
polysaccharide (27 and 81 mg/kg) inhibited CFA-induced hypernociception. Ratifying
the specificity of the antinociceptive action, the polysaccharide (27 mg/kg) did not
change the motor behavior of the animals in the rota rod and open field models. The
structural characterization showed mannosyl residues involved in a-3,6-type binding,
suggesting that the sample is a mannan. The results demonstrate that the
polysaccharide has an efficient antinociceptive activity, indicating its development for
the treatment of inflammatory pain conditions.

Keywords: Rhodotorula oryzicola. Pain. Antinociception. Polysaccharide.
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1 INTRODUCAO

Doencgas que apresentam o sintoma da dor sdo consideradas um problema
cada vez mais presente na vida do ser humano, gerando em muitos casos uma
limitagdo na realizacdo das atividades diarias. A dor geralmente aparece como
resultado de uma lesdo tecidual real ou potencial, que se nao for controlada,
ocasiona uma baixa qualidade de vida, além de estar interligada a um maior gasto
econémico (CORREA, 2007).

A dor esta presente em mais de 70% dos pacientes que procuram consultorios
médicos no Brasil, sendo considerada a maior causa de afastamento ao trabalho
(ROCHA et al., 2007). Segundo a Sociedade Brasileira para Estudo da Dor (SBED),
a dor afeta pelo menos 30% dos individuos durante algum momento da sua vida e
em até 40% tem duracao superior a um dia. Devido a presenca constante da dor na
rotina dos individuos, a descoberta de novos farmacos se faz necessaria, buscando
assim, diminuir as limitagées ao uso dos medicamentos existentes como: presenca
de efeitos indesejados, pacientes refratarios a terapia e tolerancia (SBDE, 2016;
SHU, 1998; STEINMEYER, 2000; TAKANO et al., 2012).

A industria farmacéutica tem retornado com o interesse pela quimica de
produtos naturais como fonte de descoberta de novos medicamentos (PIMENTEL et
al., 2015). Plantas, fungos, organismos marinhos e bactérias sao fontes importantes
de substancias biologicamente ativas (BARREIRO; BOLZANI, 2009). Depois da
descoberta do primeiro antibiético produzido a partir do fungo do género Penicillium,
a industria farmacéutica ja descobriu muitos efeitos farmacolégicos gerados a partir
da utilizagao destes micro-organismos, uma vez que eles apresentam uma rica fonte
de macromoléculas e metabdlitos secundarios, com varias estruturas quimicas.
Dentre estas estruturas, € possivel destacar os polissacarideos, a exemplo das
glucanas, mananas e galactanas, que possuem diversas propriedades bioldgicas,
como os efeitos anti-inflamatdrio, antiviral, antinociceptivo e antitumoral (ANANTHI et
al., 2010; GHOSH et al.,, 2004; SILVA et al., 2006; VALASQUES JUNIOR et al.,
2014; ZHANG et al., 2011).

A levedura Rhodotorula oryzicola, espécie isolada do semiarido baiano, ainda &
pouco explorada em relagado as suas propriedades farmacoldgicas. Neste contexto,
devido a necessidade de novas opg¢des terapéuticas no controle da dor, investigou-
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se a atividade antinociceptiva do polissacarideo obtido a partir da levedura R.

oryzicola.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 DOR: ASPECTOS GERAIS

A dor é uma experiéncia sensorial e multidimensional, muitas vezes com
etiologia indefinida que resulta em incapacidades e inabilidades. Atualmente a
Associacédo Internacional de Estudos da Dor (IASP) define a dor como “uma
experiéncia sensorial e emocional desagradavel, ou descrita em termos de tal dano.”
(IASP, 2012; LOESER; MELZACK, 1999). Portanto, a dor envolve tanto a transdugéo
e percepcao dos estimulos nocivos pelo sistema nervoso central quando receptores
sensoriais sao ativados, quanto a presenga de um componente emocional e afetivo.

De acordo com Almeida e colaboradores (2004), enquanto o componente
sensorial perceptivo-discriminativo permite a localizagdo espacial e temporal, a
avaliagao fisica e a quantificacdo de intensidade do estimulo nocivo, o componente
cognitivo-afetivo atribui emogédo a experiéncia, sendo responsavel pela resposta
comportamental a dor.

Devido a existéncia desse componente emocional e afetivo, torna-se dificil a
definicdo de dor em animais. Entdo, o termo nocicepgao é utilizado, uma vez que
este é definido pelo reconhecimento de sinais dolorosos pelo sistema nervoso
central (SNC), a partir da ativagdo de receptores sensoriais especializados,
chamados nociceptores, que formulam informacdes relacionadas a lesdo (FEIN,
2012; KLAUMANN; WOUK; SILLAS, 2008).

Quando um estimulo nocivo com grande intensidade ou persisténcia causa
mudancas nos limiares nociceptivos, ocorrem os fenbmenos denominados de
alodinia, que é a dor proveniente de um estimulo normalmente in6cuo; e
hiperalgesia que é o aumento da amplitude da resposta a dor devido a um estimulo
que provoca dor (DICKENSON, 2013; IASP, 2012). Devido a controvérsias na
literatura para a utilizacdo destes termos na experimentagdo animal, uma vez que a
percepgao da dor em animais ndo é Obvia, foi sugerido o termo hipernocicepcao
para determinar o aumento da resposta nociceptiva comportamental em animais
(PARADA et al., 2003).
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A sensacdo dolorosa é o resultado da ativacdo periférica de receptores
fisiologicos, os nociceptores, os quais estdo associados a neurbnios sensoriais
primarios. Estes sao especializados em transferir informacdes da periferia, onde sao
projetados para detectar estimulos intensos ou nocivos, para o sistema nervoso
central, especialmente para a medula espinhal (WOOLF, 2000). Este sistema
sensorial especializado € encontrado na maioria dos tecidos do corpo, incluindo
pele, musculos, articulagbes e visceras (ALMEIDA; ROIZENBLATT; TUFIK, 2004;
BRIDGESTOCK; RAE, 2013).

Os nociceptores correspondem a terminagdes nervosas livres e representam a
parte mais distal dos neurbnios sensoriais aferentes, que sao neurdnios pseudo-
unipolares amielinizados (fibras C) ou pouco mielinizados (fibras Ad), cujos corpos
celulares sao encontrados nos ganglios das raizes dorsais e nos ganglios
trigeminais (ALMEIDA; ROIZENBLATT; TUFIK, 2004; JULIUS; BASBAUM, 2001;
MILLAN, 1999).

As fibras C polimodais sdo o tipo mais numeroso e respondem a uma
diversidade de estimulos nociceptivos mecanicos, térmicos e quimicos. Possuem
pequeno diametro, com velocidade de condugao baixa (< 3 m/s), sendo associadas
a dor aguda e rapida. Ja as fibras Ad apresentam uma maior velocidade de
conducéo (5-30 m/s), geralmente respondem a estimulos nociceptivos mecanicos e
térmicos, sendo associadas a dor difusa, geralmente secundaria a dor aguda
(BRIDGESTOCK; RAE, 2013; JULIUS; BASBAUM, 2001). Outra classe de
nociceptores, denominada de “silenciosos” ou “dormentes”, esta sendo descrita. Em
condigdes fisiologicas, estes nociceptores ndo sédo ativados, tornando-se ativos sob
condigbes inflamatérias (BESSON, 1999; MILLAN, 1999; SERPELL; MAKIN;
HARVEY, 1998).

O estimulo nociceptivo ativa os nociceptores, gerando potenciais de agao que
sdo conduzidos pelas fibras dos neurdnios sensoriais primarios aos neurbnios de
segunda ordem localizados na medula espinhal (BASBAUM et al, 2009;
BRIDGESTOCK; RAE, 2013; MILLAN, 1999; STEEDS, 2013). Os neurbnios de
segunda ordem ascendem a regiao cerebral através dos tratos espinotalamico e
espinorreticular, que estdo localizados na regido antero-lateral da medula espinhal
(GUYTON; HALL, 2002; STEEDS, 2013) e transmitem os impulsos de dor para o

talamo e tronco encefalico, respectivamente. O primeiro trato €& particularmente



16

relevante para a sensagéo da dor aguda e bem localizada, enquanto que o segundo
pode ser mais relevante para dores difusas (BASBAUM et al., 2009).

A partir destas regides, o impulso nervoso chega as estruturas corticais, onde a
dor é percebida (ALMEIDA; ROIZENBLATT; TUFIK, 2004; BASBAUM et al., 2009;
BRIDGESTOCK E RAE, 2013). A percepc¢éo da dor parece ser induzida atraves da
estimulacdo de um ou mais tipos de canais idnicos periféricos presentes nas fibras
nociceptivas, principalmente os canais de sédio e calcio dependentes de voltagem
(DUCHARME, 2000).

Além do processo de transmissao e processamento da dor realizado pelas vias
ascendentes, a dor pode ser modulada através das vias descendentes. Este sistema
€ composto por regides medulares, como a substancia cinzenta periaquedutal e o
nucleo magno da rafe; assim como pela regido supraespinal. A liberacdo de
endorfinas e encefalinas nessas regides inibe a criagdo de potenciais de agéo.
Assim, estas vias sdo responsaveis tanto por inibir quanto por facilitar a transmissao
nociceptiva, ou seja, estdo envolvidas no processo de analgesia enddgeno e
contraditoriamente, na manutengdo da dor crénica (BRIDGESTOCK, RAE, 2013;
JULIUS; BASBAUM, 2001; POSSO; ASHMAWI, 2014; STEEDS, 2013).

2.2 INFLAMAGCAO E DOR INFLAMATORIA

A inflamacgéo € um processo que consiste em uma complexa rede de respostas
a lesao tecidual e infecgdo, tendo como caracteristica a presenga dos cinco sinais
clinicos: rubor, calor, dor, tumor e perda da funcdo (ARMSTRONG; KLICKSTEIN,
2016; TASLEEM et al., 2014). A dor de origem inflamatdria é resultado da interagao
entre o tecido danificado e os neurdnios sensoriais nociceptivos periféricos por meio
da participacdo de mediadores inflamatérios, sendo que alguns destes mediadores
sensibilizam apenas a resposta nociceptiva (CHEN; YANG; GROSSER, 2013;
FERREIRA et al., 2009). Uma vez que ocorreu um dano tecidual, estes mediadores
sao liberados a partir do tecido e de células migratérias, levando ao processo da
sensibilizagcdo neuronal (BASBAUM et al., 2009; FERREIRA et al., 2009; TASLEEM
etal.,, 2014; YANG et al., 2015).
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De acordo com a hierarquia temporal de liberacdo e acédo, os mediadores
inflamatorios liberados podem ser divididos em dois grupos: os mediadores
intermediarios e os mediadores finais. Os primeiros sao liberados no inicio e durante
a inflamacao, sendo responsaveis pela liberagdo de outros mediadores quimicos,
enquanto que os ultimos agem nos receptores periféricos dos neurdnios aferentes
primarios, modificando-os a nivel molecular, com consequente sensibilizacdo
(FERREIRA et al., 2009).

As citocinas sao as principais representantes dos mediadores intermediarios,
onde sua presenca é de fundamental importancia para o fenbmeno de dor
inflamatdria. Dentre as citocinas destacam-se a interleucina-1 (IL-1) e o fator de
necrose tumoral-a (TNF-a). O TNF-a é responsavel pela redugao do limiar para a
ativacao de fibras nervosas periféricas do tipo C relativas a estimulos mecanicos,
através de extravasamento de plasma, gerando alodinia mecéanica. Ja a IL-1 é
responsavel por liberar as prostaglandinas (PGs), componente dos mediadores
finais (BASBAUM et al, 2009; CHEN; YANG; GROSSER, 2013; COSTA et al.,
2013). As prostaglandinas (como o PGE;) sdo atuantes em determinados
receptores, encontrados nas membranas dos neurdnios nociceptivos, e sua ativagao
estimula as vias de sinalizacdo intracelular, levando ao desenvolvimento da
sensibilizagao neuronal (CHEN; YANG; GROSSER, 2013; FERREIRA et al., 2009).

Algumas caracteristicas especificas dos processos patolégicos (como
persisténcia ou resisténcia) podem levar a cronicidade da dor inflamatdria,
ocasionando assim, a sensibilizagdo de neurbénios centrais ou até de neurdnios
presentes na percepg¢ao da dor, causando uma amplificagdo no estimulo periférico
(FERREIRA et al., 2009).

2.3 CLASSIFICAGAO DA DOR

A dor pode ser classificada de acordo com um critério temporal em dor
transitéria, a qual € provocada pela ativagcdo de nociceptores na pele e em outros
tecidos na auséncia de qualquer lesao tecidual. Provavelmente, a dor transitoria

evoluiu para proteger o ser humano dos danos fisicos causados pelo ambiente ou
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pelo excesso de estresse dos tecidos corporais; sendo assim onipresente na vida
cotidiana.

A dor aguda tem uma fungéo protetora, advertindo o ser humano contra uma
lesdo existente ou iminente ao corpo, provocando respostas que a minimizem.
Apresenta inicio comumente subito, de facil localizagao, relacionada temporalmente
a lesdo causadora, e deve desaparecer antes mesmo da remog¢ao da causa ou
reparo do dano tecidual.

Diferentemente, a dor crénica € comumente desencadeada por uma lesao
tecidual ou doenga que excede a capacidade do organismo de reverter o quadro,
podendo persistir até mesmo apds o desaparecimento do trauma inicial. A distincao
entre a dor aguda e a cronica nao deve ser feita a partir do tempo de duragéo, mas
pela incapacidade do corpo para restaurar suas fungdes fisiolégicas para os niveis
homeostaticos normais (FEIN, 2012; LOESER; MELZACK, 1999; SBED, 2016).

2.4 EPIDEMIOLOGIA DA DOR

A dor é um sintoma que cada vez mais esta presente na vida do ser humano,
resultando muitas vezes na limitacdo da realizacdo das atividades cotidianas. A
ocorréncia de dor é crescente, provavelmente devido aos novos habitos de vida, das
modificagbes ambientais, do prolongamento da sobrevida da populagdo em geral,
assim como dos enfermos com afecgdes clinicas naturalmente fatais, além da
diminuicdo da tolerancia ao sofrimento (IASP, 1986; MERSKEY, 1983). Esse
sintoma se nao for controlado adequadamente resulta numa redugao da qualidade
de vida, além de estar associado a altos custos econémicos (TEIXEIRA et al., 2001).

A dor aguda, com rarissimas excegcdes, € de ocorréncia universal,
representando um grande problema clinico, social e econbmico em todas as idades.
Uma estimativa da prevaléncia mensal da dor realizada por Henschke e
colaboradores (2015) mostrou uma variagédo de 1,0% para mais de 60,0%. Além
disso, as condi¢des de dor parecem ter um grande impacto negativo na qualidade de
vida em comparagao com outros problemas de saude. Na economia, o sintoma da
dor gera um impacto enorme, com o custo total estimado em até 3,0% do PIB. O
custo anual da dor € maior do que o custo de doencga cardiaca ou cancer.
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A incidéncia de dor crénica é de aproximadamente 20% e esta associada a um
enorme fardo psicolégico e social (GREEN, 2013). Na cidade de Salvador - BA,
41,4% da populagdo apresentou dor crénica (SA et al., 2008), colocando o Brasil
como um dos paises mais acometidos por esse problema (HARSTALL; OSPINA,
2003). Além disso, a dor é uma das mais frequentes razdes de consultas médicas.
No Brasil e em outros paises, 10% a 50% dos individuos procuram clinicas gerais
devido a dor. A dor esta presente em mais de 70% dos pacientes que buscam os
consultérios brasileiros por motivos diversos, sendo a razdo de consultas médicas
em um terco dos casos (ROCHA et al., 2007; TEIXEIRA et al., 1995). Portanto, a dor
€ considerada um grave problema de saude publica, ocasionando sérias implicagbes

socioecondmicas e psicoldgicas.

2.5 TRATAMENTO FARMACOLOGICO PARA DOR

O tratamento ideal da dor deve se basear na identificagcao e atuacido sobre os
mecanismos precisos da dor que operam em determinado paciente (GRIFFIN;
WOOLF, 2016). Atualmente, existem muitos farmacos que sao utilizados no combate
a dor, entre eles estdo os anti-inflamatérios, opidides, anestésicos locais,
antidepressivos e antiepiléticos.

Os anti-inflamatérios nao-esteroidais (AINEs) estdo entre os medicamentos
mais prescritos em todo o mundo (BATLOUNI, 2010). Atuam na competicdo direta
com o acido araquidénico, ligando-se ao sitio da enzima ciclo-oxigenase (COX) e
inibindo desse modo a producéo de prostaglandinas e tromboxanos, mediadores da
resposta inflamatéria e hiperalgesia (HEBBES; LAMBERT, 2013; RANG; DALE,
2016).

A COX apresenta duas isoformas comuns: a COX-1 e a COX-2. A COX-1 é
uma enzima expressa de forma constante na maioria dos tecidos, inclusive nas
plaquetas, estando envolvida, geralmente, em funcbes de homeostasia tecidual,

como citoprotecao gastrica, agregacao plaquetaria e fungbes pulmonares, do
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sistema nervoso central, cardiovasculares e reprodutivas’ (BATLOUNI, 2010; RANG;
DALE, 2016). Em contrapartida, a COX-2 é induzida pelas células inflamatodrias,
sendo produzida em resposta ao dano tecidual, facilitando assim a resposta
inflamatoéria. (KONETI; JONES, 2013; RANG; DALE, 2016).

Estudos tem demonstrado a existéncia de outra isoforma da ciclo-oxigenase. A
COX-3, possivelmente uma variante da COX-1, é encontrada principalmente no
cortex cerebral, medula espinhal e coragao, tendo funcdo semelhante a COX-2 na
producdo de prostaglandinas no processo inflamatorio (BERENBAUM, 2004,
CHANDRASEKHARAN et al., 2002).

Assim, a inibigdo da sintese de prostaglandinas produz analgesia, uma vez que
a liberagcao desses mediadores inflamatérios sensibiliza os receptores nociceptivos,
com consequente diminuigdo do limiar nociceptivo e aumento da capacidade de
resposta a dor.

Os opidides, potentes analgésicos de acao central e periférica, sdo a base do
tratamento de dor de intensidade moderada a forte. Produzem analgesia por meio
de sua acgao sobre os receptores opidides p. Entretanto, estes podem provocar
graves efeitos adversos, como sonoléncia, constipacdo e depressao respiratéria,
podendo levar a tolerancia e dependéncia (GRIFFIN; WOOLF, 2016; POSSO;
ASHMAWI, 2014).

Os anestésicos locais atuam no bloqueio dos canais de soédio, impedindo o
inicio e propagacao dos potenciais de agao dos nociceptores (GRIFFIN; WOOLF,
2016; RANG; DALE, 2016). Assim, o processo de transmissao do impulso nervoso &
inibido. A toxicidade ocorre apds administracdo de uma dose incorretamente
calculada, injecdo intravenosa acidental ou absor¢do rapida de uma dose
normalmente segura, podendo ser local ou sistémica e afetando os sistemas
nervoso central ou cardiovascular. (BARANIDHARAN; BRIGGS, 2017; KLAUMANN;
WOUK; SILLAS, 2008; RANG; DALE, 2016).

Outras classes de farmacos que sao utilizados para fins analgésicos, como
tratamento adjuvante no manejo da dor, sobretudo para as condi¢gdes de dor crbnica,
sado os antidepressivos triciclicos e antiepiléticos. Acredita-se que os antidepressivos

triciclicos, como a amitriptilina, nortriptilina e imipramina, produzem analgesia

! Devido a produgéo de prostaglandinas nestes 6rgéos, a inibicdo da COX-1 pelos AINEs causa
graves efeitos colaterais, em especial aos idosos, que sdo mais vulneraveis; e as pessoas que fazem
uso por um tempo prolongado (RANG; DALE, 2016).
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através do bloqueio dos canais de sodio e do aumento da atividade das projegcbes
noradrenérgicas e serotoninérgicas antinociceptivas que descem do cérebro para a
medula espinhal. Enquanto isso, os antiepiléticos, como a gabapentina, liga-se a
subunidade a2d dos canais de calcio dependentes de voltagem; e a carbamazepina
atua através do bloqueio dos canais de sddio, inibindo assim a transmisséo da dor.
Ambas as classes de farmacos geram efeitos adversos como tontura, sonoléncia,
confusdo, ataxia, nausea, vomito, visdo turva, dentre outros. (GRIFFIN; WOOLF,
2016; MILES; ROTH, 2016).

2.6 PRODUTOS NATURAIS COMO FONTES DE FARMACOS

A utilizacao dos produtos naturais como recurso terapéutico é tdo antiga quanto
a civilizagdo humana e, por muito tempo, produtos minerais, vegetais e animais
constituiram o arsenal terapéutico (RATES, 2001). Ao longo dos anos, cerca de 80%
dos medicamentos produzidos foram derivados diretamente ou foram desenvolvidos
por sintese quimica planejada a partir de produtos naturais. Dados ressaltam que
dentre os novos medicamentos introduzidos entre 1981 e 2002, 28% dos 868 novos
compostos quimicos eram produtos naturais ou derivados de produtos naturais.
(HARVEY, 2007).

Entretanto, a industria farmacéutica vem sofrendo com a queda da
produtividade da pesquisa e desenvolvimento, expressa através da redugado do
numero de novas moléculas registradas anualmente. Este fenbmeno pode ser
explicado devido a mudanga das metodologias empregadas para descoberta de
novos farmacos utilizando a quimica combinatéria, em detrimento do uso dos
compostos naturais (PIMENTEL et al., 2015).

O aprimoramento mutuo de ambas as técnicas tem sido uma opg¢ao para
melhorar o desenvolvimento de novos farmacos. Os produtos naturais podem ser
usados como modelos para a quimica combinatéria, estabelecendo o elo entre sua
conformagao espacial e a habilidade da quimica combinatéria de gerar um grande
numero de analogos. Mais recentemente, as bibliotecas obtidas por meio da quimica
combinatdria tém sido alteradas, na tentativa de imitar as caracteristicas estruturais
dos produtos naturais (KINGSTON, 2011; PIMENTEL et al., 2015).



2.6.1

22

A Dbiodiversidade do Brasil €& considerada uma fonte de substancias
biologicamente ativas. Estimativas apontam que o pais hospeda entre 15 e 20% de
toda a biodiversidade mundial, sendo classificado como o maior do planeta em
numero de espécies (BARREIRO; BOLZANI, 2009). Devido a presenca desta
rigueza biolégica, o interesse em associar o estudo dos produtos naturais as
técnicas modernas de screening de drogas, vem sendo explorada extensivamente
pelos pesquisadores brasileiros e industria farmacéutica, interessada em
desenvolver novos medicamentos (CALIXTO; SIQUEIRA JUNIOR, 2008; PIMENTEL
etal., 2015).

Até a descoberta da penicilina em 1928, a maioria das drogas era obtida
através de plantas. O sucesso na utilizagcdo da penicilina como antibacteriano foi o
ponto prioritario no interesse do setor farmacéutico na utilizagdo dos micro-
organismos para o desenvolvimento de novos farmacos, tendo os fungos e
leveduras um importante papel nesta descoberta (BARREIRO; BOLZANI, 2009;
CALIXTO; SIQUEIRA JUNIOR, 2008; SINGH; BARRETT, 2006).

Os micro-organismos apresentam diversas substancias bioativas, sendo
matérias-primas de uma gama de antibidticos incluindo as penicilinas,
cefalosporinas, cloranfenicol, tetraciclina, = aminoglicosideos, macrolidos,
glicopéptidos e estreptograminas (SINGH; BARRETT, 2006). Além disso,
metabdlitos oriundos de micro-organismos sdo comercializados para diferentes fins
terapéuticos como: agentes anticancerigenos (daunorubicina e doxorubicina);
agentes anti-helminticos (avermectina-B1), vasoconstritores (ergotamina), agentes
redutores do colesterol (orlistat e mevastatina), dentre outros (BARREIRO;
BOLZANI, 2009; BUTLER, 2005; LAM, 2007).

Potencial biotecnolégico das leveduras

A biotecnologia consiste no uso de sistemas celulares para desenvolvimento de
processos e produtos de interesse econdémico ou social. Entre os sistemas celulares,
os fungos sao de grande interesse biotecnologico. (SILVA; MALTA, 2016 apud
AZEVEDO, 2011).
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Os fungos s&o micro-organismos eucariontes, heterotroficos, unicelulares ou
pluricelulares que conseguem obter sua energia pela ruptura de moléculas
organicas, podendo ocupar varios nichos ecoldgicos, atuando como parasitas,
saprobios ou ainda estabelecendo relagdes simbiodticas. Dentre a divisdo dos fungos,
as leveduras apresentam um importante potencial biotecnolégico. A utilizagéo
desses micro-organismos para diversas finalidades pode ser através do seu material
celular (biomassa) ou das macromoléculas isoladas (FUKUDA et al., 2009; MAIA;
CARVALHO JUNIOR, 2010; SILVA et al., 2006).

Existe uma grande tendéncia em se explorar comercialmente a biomassa de
fungos e leveduras, uma vez que estes micro-organismos apresentam uma grande
quantidade de polissacarideos (glucanas, mananas e galactanas), que sao
substancias possuintes de atividade bioldgica e de interesse biotecnoldgico tendo,
consequentemente, um grande valor agregado (FUKUDA et al, 2009). As
propriedades fisicas e fisiolégicas dos polissacarideos sao determinadas pelas
diferengas quimicas tais como: tipo de ligagdo glicosidica, grau de ramificagéo e
composi¢ao monossacaridica (BARBOSA et al., 2004).

Os exopolissacarideos (EPS) sdo macromoléculas extracelulares, produzidos
por alguns fungos e bactérias, sendo encontrados ligados a superficie celular ou sdo
excretados para o meio extracelular. Sdo constituidas por longas e ramificadas
cadeias de unidades repetidas de carboidratos e outros constituintes e sao
produzidas em condigao de estresse do micro-organismo, representando assim uma
estratégia metabdlica para sua sobrevivéncia e crescimento. A preseng¢a do EPS nos
fungos é alta, formando uma importante porcentagem da biomassa, participando
como mais de 75% dos polissacarideos constituintes da parede da hifa (ANDRADE
et al., 2015; BARBOSA et al., 2004).

Diversos estudos a partir de experimentos in vitro e in vivo mostraram algumas
propriedades bioldgicas de polissacarideos extraidos de fungos, como por exemplo:
atividade antitumoral (ZHANG et al, 2011; REN; PERERA; HEMAR, 2012),
antioxidante (LIU et al., 2014, NANDI et al., 2014), anti-inflamatéria (GUERRA DORE
et al., 2007; SMIDERLE et al., 2008; RUTHES et al, 2013a,b), antinociceptiva
(SMIDERLE et al.,, 2008; RUTHES et al, 2013b) e imunomoduladora (LULL;
WICHERS; SAVELKOUL, 2005; ROY et al., 2009; SMIDERLE et al., 2013).

Pesquisas recentes apontam atividade antinociceptiva e anti-inflamatoéria de

polissacarideos presentes em fungos. O composto (1—3) (1—6) B-glucana isolado
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de Pleurotus pulmonarius (Fr.) Quel. apresentou atividade antinociceptiva, inibindo
receptores ionotropicos de glutamato e citocinas pro-inflamatérias (IL-1P),
responsaveis por desencadear a dor aguda e manter a dor crénica (BAGGIO et al.,
2010). Ruthes e colaboradores (2013a) isolaram dois polissacarideos a partir dos
corpos de frutificagdo da Amanita muscaria e estes foram avaliados quanto aos seus
potenciais efeitos antinociceptivos e anti-inflamatérios, produzindo uma potente
inibicdo de dor inflamataria.

Outro estudo mostrou que a fracdo de polissacarideos sulfatados (PLS)
extraida das algas vermelhas marinhas da espécie Agardhiella ramosissima também
possui atividades antinociceptivas e anti-inflamatdrias, podendo eventualmente atuar
através da inibicdo de mediadores inflamatérios (BATISTA et al., 2014). Valasques
Junior e colaboradores (2014) mostraram que o polissacarideo (1—3)-p-D-glucana
isolado da levedura Rhodotorula mucilaginosa demonstrou atividade antinociceptiva
periférica, provavelmente através da inibicado de mediadores inflamatérios.

Dentre a grande variedade de fungos encontradas no solo do semiarido da
Bahia, pode-se destacar a levedura Rhodotorula oryzicola. Na literatura atual, ha
poucos relatos de pesquisa com esta espécie. Devido a sua composicdo quimica
rica em polissacarideos, existe um grande interesse biotecnolégico na exploragao
dos compostos presentes, assim como explorar a microbiota do semiarido baiano.
Por isso, devido a busca de novas opg¢des terapéuticas para o tratamento da dor,
investigou-se a atividade antinociceptiva do polissacarideo obtido a partir da R.

oryzicola.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

e Auvaliar, in vivo, o potencial antinociceptivo do polissacarideo obtido a

partir da levedura Rhodotorula oryzicola.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar, através de ensaios farmacoldgicos, a atividade antinociceptiva
do polissacarideo em modelos de dor, comparando com analgésicos
classicos;

e Verificar se a atividade antinociceptiva do polissacarideo decorre de
acao central e/ou periférica;

e Investigar as possiveis interferéncias do polissacarideo na atividade

motora dos animais.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 OBTENGCAO DO POLISSACARIDEO A PARTIR DA LEVEDURA Rhodotorula

oryzicola

A levedura Rhodotorula oryzicola foi utilizada e esta é pertencente a Colecéo
de Micro-organismos do Laboratorio de Enzimologia e Tecnologia das Fermentagdes
(LAEN). Inicialmente a levedura foi inoculada em placas contendo meio de cultura
Agar YM, onde foram incubadas em temperatura de 28 °C (£ 1) por 24 horas. Este
procedimento foi repetido por trés vezes consecutivas, com o objetivo de reativar o
metabolismo celular. Apds reativagao celular, foi realizado o cultivo da R. oryzicola
em 100 mL do meio liquido YM (Extrato de levedura: 3,2 g/L, Extrato de malte: 3,0
g/L, Peptona de carne: 5,0 g/L, Glicose: 10,0 g/L, KoHPO4: 2,0 g/L, MgSOy4: 2,7 g/L,
KH2POg4: 13,62 g/L), utilizando inéculos que foram padronizados em solugao salina
estéril (0,45%) e continham em média 3,28 x 10’ UFC/mL da levedura. Este cultivo
foi incubado em um agitador rotativo (100 rpm, 28 °C) por 5 dias.

Apds o processo fermentativo, o caldo obtido foi centrifugado (Centrifuga
5804R - Eppendorf, Sao Paulo, Brasil) em 10.000 rpm por 15 minutos a 4 °C. Na
biomassa gerada foi adicionado 10 volumes de NaOH (0,1 M). Apds este
procedimento, otimizou-se a produgcdo do polissacarideo seguindo o modelo
experimental Doehlert (ANEXO A). A analise estatistica foi realizada utilizando o
software Statistica®version 7.

A caracterizacao estrutural do polissacarideo estudado foi realizada através da
técnica de espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) de acordo com

a metodologia descrita por Valasques Junior e colaboradores (2014). (ANEXO B)

4.2 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Todo o protocolo experimental foi realizado utilizando camundongos machos
Swiss Webster (20 a 30 g) adquiridos do biotério da Universidade Estadual de Feira
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de Santana (UEFS), sob condi¢gdes de temperatura constante (22 £ 1 °C), ciclo
claro/escuro de 12 horas e acesso a agua e racao ad libitum.

A pesquisa foi submetida e aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA-UEFS) sob protocolo n® 06/2013. Todos os procedimentos de uso,
manejo e acondicionamento dos animais foram realizados seguindo o protocolo da
IASP para estudos da dor em animais experimentais (ZIMMERMANN, 1983). O
numero de animais e a intensidade dos estimulos foram os minimos necessarios

para demonstrar de forma consistente o efeito dos tratamentos.

4.3 DROGAS E DILUENTES

As drogas foram adquiridas da Sigma® (Adjuvante completo de Freund); Casa
da Quimica® (acido acético); QEEL® (formol); Cristalia® (morfina); Hipolabor®

(diazepam). Todas as drogas foram dissolvidas em solugao salina fisiolégica.

4.4 ENSAIOS FARMACOLOGICOS

4.4.1 Modelo de contor¢coes abdominais induzidas pelo acido acético

Inicialmente os animais foram separados em grupos (n = 6) e a realizagao do
pré-tratamento foi feita, utilizando morfina (5 mg/kg s.c.; diluida em solugéo salina),
como controle positivo; solugdo salina (10 mL/kg i.p.) como controle negativo e o
polissacarideo (3, 9 e 27 mg/kg i.p.).

O modelo consiste na injecédo de acido acético (0,8%, 10 mL/kg) na regiao
intraperitoneal dos camundongos ap6s 30 minutos (ou 40 minutos, no caso da
morfina) da aplicagcdo do pré-tratamento. A intensidade do comportamento
nociceptivo foi quantificada através da contagem do numero de contor¢des (rotagao

do corpo com o estiramento de uma ou ambas as patas traseiras) que ocorreram
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entre 0 e 30 minutos apos a injegdo do estimulo nocivo (COLLIER et al., 1968)

(Figura 1).

Figura 1: Avaliacdo do comportamento nociceptivo através do modelo de contorcoes
induzidas por acido acético.

4.4.2 Teste de formalina

Inicialmente os animais foram separados em grupos (n = 6) e foram colocados
em caixas espelhadas por 10 minutos para ambientagdo. A realizacdo do pré-
tratamento foi feita, utilizando morfina (5 mg/kg s.c.; diluida em solugéo salina), como
controle positivo; solugdo salina (10 mL/kg i.p.) como controle negativo e o
polissacarideo (3, 9 e 27 mg/kg i.p.) O teste consiste na administragdo subcuténea
de formalina (2,5%, 20 uL por pata) na pata traseira direita, apds 30 minutos (ou 40
minutos, no caso da morfina) da aplicagdo do pré-tratamento, e logo apéds, os
animais retornam as caixas espelhadas (Figura 2). Os camundongos sao
observados de 0 a 5 minutos (fase inicial) e de 15 a 30 minutos (fase tardia). O nivel
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de nocicepgao foi determinado pela contagem do tempo que o animal permanece
lambendo ou mordendo a pata ou realizando flinchs durante o tempo de observacgao
(DUBUISSON; DENNIS, 1977).

Figura 2: Avaliacdo do comportamento nocicebtivo através da administracao de formalina
(2,5%).

4.4.3 Hipernocicepcao mecanica induzida pelo adjuvante completo de Freund (CFA)

A avaliagao da hipernocicepgao mecanica induzida pelo adjuvante completo de
Freund (CFA) for realizada utilizando o Von Frey eletrénico. Primeiramente, os
grupos de camundongos separados (n = 6) foram colocados em caixas de acrilico
com pavimento de metal na forma de grade vazada por 20 minutos (Figura 3) para
ambientacdo. Os animais foram pré-tratados com o controle positivo, morfina (5
mg/kg s.c.; diluida em solugao salina), o controle negativo, salina (10 mL/kg i.p.) e 0
polissacarideo nas doses de 9, 27 e 81 mg/kg (i.p.). Depois, os mesmos receberam
10 pL (i.pl.) do CFA na superficie plantar da pata direita traseira, apés 30 minutos
(ou 40 minutos, no caso da morfina) da aplicagdo do pré-tratamento. As analises

foram realizadas no limiar nociceptivo anterior ao pré-tratamento (basal) € nos
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tempos de 1, 2, 4, 6 e 24 horas apds a aplicagdo do CFA (Figura 3). (QUINTAO et
al., 2005).

Figura 3: Avaliacao do comportamento hipernociceptivo induzido pelo CFA (A) utilizando o
aparelho do Von Frey eletrénico (B).

4.4.4 Teste de retirada da cauda (Tail Flick)

O teste de retirada de cauda em camundongos foi realizado como descrito por
Sewell e Spencer (1976), com algumas modificagdes. Grupos de camundongos (n =
6) foram ambientados em cilindros de contencdo durante 5 dias consecutivos (20
minutos/dia). Com o objetivo de medir a laténcia da retirada da cauda, no quinto dia,
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os animais foram recolocados nos cilindros, onde a ponta da cauda (2 cm da
extremidade) ficou imersa em um banho de agua com temperatura de 48 °C (+ 0,5
°C). (Figura 4). O pré-tratamento dos animais consistiu na administragdo do controle
positivo (morfina 5 mg/kg s.c.; diluida em solugéo salina), controle negativo (salina
10 mL/kg i.p.) e o polissacarideo (9, 27 e 81 mg/kg i.p.). O limiar nociceptivo anterior
ao pré-tratamento (basal)? e nos tempos de 30 minutos, 1, 3 e 5 horas foi mensurado
a partir do movimento brusco de retirada da cauda, sendo estabelecido um tempo de
corte de 10 segundos para minimizar a probabilidade de dano tecidual. A atividade
antinociceptiva foi quantificada pelo aumento do indice de Antinocicepcéo (IA) de
cada animal, calculada pela férmula:

indice de Antinocicepgéo = [(laténcia do teste - laténcia do basal) / 10 - laténcia
do basal)] x 100

Figura 4: Avaliagcao do comportamento nociceptivo através do teste de retirada de cauda.

ZA mensuragdo do basal foi realizada durante dois dias: no dia anterior ao teste e antes da
administragdo das drogas.



32

4.4.5 Teste do campo aberto (Open Field)

Para avaliar possiveis alteracbes no comportamento motor, exploratorio e
hiperatividade, os camundongos foram submetidos ao teste de campo aberto (HALL,
1934). Grupos de animais (n= 6) foram tratados com o benzodiazepinico diazepam
(10 mg/kg i.p.; diluido em solugéo salina), sendo o controle positivo; salina (10 mL/kg
i.p.), como controle negativo e o polissacarideo (81 mg/kg i.p.). Um aparato de
acrilico medindo 50 cm X 60 cm X 45 cm, com demarcagédo de 12 quadrados foi
utilizado para observar o comportamento dos animais apés o tratamento. Os animais
foram colocados sempre no mesmo quadrado quando o teste era iniciado, e entao,
foi contado o numero de quadrados percorridos com as quatro patas (CAPAZ et al.,
1981) no tempo de 180 segundos (Figura 5). O resultado final foi expresso em média

da quantidade de quadrados percorridos por animal.

Figura 5: Avaliagcao do comportamento exploratério através do teste do campo aberto.
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4.4.6 Teste do cilindro giratério (Rota Rod)

Para este teste, foi utilizado o aparelho de rota rod regulado para o modo
constante (16 rpm) como descrito por Kuribara et al., 1977. O aparelho consiste de
um cilindro que gira a velocidade constante. Para manter-se no cilindro, & preciso
gque o animal se locomova e a capacidade locomotora € entdo quantificada pelo
registro do tempo de permanéncia no aparelho. O teste foi iniciado no dia anterior ao
experimento, para habituagdo e aprendizado, sendo selecionados aqueles capazes
de permanecer no cilindro durante 120 segundos, por trés tentativas. A partir disto,
os animais foram tratados com o diazepam (10 mg/kg i.p.; diluido em solugéo
salina), sendo o controle negativo; salina (10 mL/kg i.p.) e o polissacarideo (81
mg/kg i.p.). A contagem do tempo de permanéncia no aparelho de rota rod foi feita

até 120 segundos (Figura 6).

Figura 6: Avaliacao do comportamento motor no teste do cilindro giratério.



34

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram analisados utilizando o GraphPadPrism versdo 5.01
(GraphPad Inc., San Diego, CA) e representados como média + erro padrdo da
média (EPM) de medidas feitas com 6 animais por grupo, sendo 0s grupos
experimentais comparados pelo teste one-way ANOVA, seguido do teste Bonferroni.
Em estudos de medidas repetidas foi utilizado o teste two-way ANOVA, seguido do
teste Bonferroni. Em todos os testes, o nivel de significancia considerado foi no valor
de p < 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 ENSAIOS FARMACOLOGICOS

5.1.1 Efeito do pré-tratamento com o polissacarideo no teste de contorcoes
abdominais induzidas pelo acido acético

A atividade antinociceptiva do polissacarideo foi primeiramente avaliada pelo
modelo de contor¢des. A administragao intraperitoneal (i.p.) do polissacarideo nas
doses de 9 e 27 mg/kg, 30 minutos antes da injecdo de acido acético, produziu uma
inibicdo significante do numero de contorgbes abdominais induzidas pelo acido
acético (p < 0,05 e p < 0,0001). A morfina (5 mg/kg s.c.), utilizada como controle
positivo, obteve também um resultado significante (p < 0,0001) na inibicdo do

numero de contor¢gdes abdominais induzidas pelo acido acético (Figura 7).
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Figura 7: Efeitos do tratamento com o polissacarideo no modelo de contorcdes abdominais

induzidas pelo acido acético em camundongos.

Camundongos foram tratados inicialmente com o polissacarideo (3-27 mg/kg) ou salina por via
intraperitoneal 30 minutos antes da aplicagéo do acido acético a 0,8%. Morfina (5 mg/kg s.c.) foi o
farmaco padrdo. Dados foram expressos como médias + E.P.M.; n=6 camundongos por grupo.
*Significativamente diferente em relagdo ao grupo controle negativo (p < 0,05), **Significativamente
diferente em relacdo ao grupo controle negativo (p <0,0001) foi determinada por one-way ANOVA,

seguido pelo teste de Bonferroni.
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5.1.2 Efeito do pré-tratamento com o polissacarideo no teste de formalina

A propriedade antinociceptiva do polissacarideo foi confirmada com o teste de
formalina. A injecdo de formalina nos animais provoca uma resposta com duas
fases, sendo a primeira uma fase inicial de 0 a 5 minutos e uma segunda fase tardia
de 15 a 30 minutos apos a injecdo (HUNSKAAR; FASMER; HOLE, 1985). O pré-
tratamento com o polissacarideo (27 mg/kg, i.p.) 30 minutos antes da administragcéo
de formalina causou inibicdo do comportamento nociceptivo induzido por formalina
(p < 0,05) na fase tardia, porém nao na fase inicial (Figura 8). A morfina (5 mg/kg
s.c.), o farmaco de referéncia, causou efeito antinociceptivo em ambas as fases do
teste de formalina (p < 0,0001).
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Figura 8: Efeitos do tratamento com o polissacarideo sobre a nocicepcao induzida por
formalina em camundongos.

Camundongos foram tratados inicialmente com o polissacarideo (3-27 mg/kg) ou salina por via
intraperitoneal 30 minutos antes da aplicagdo da formalina a 2,5%. Morfina (5 mg/kg s.c.) foi o
farmaco padrdo. (A) — Resposta da fase inicial (0-5 min); (B) — Resposta da fase tardia (15-30 min).
Dados foram expressos como médias + E.P.M.; n=6 camundongos por grupo. *Significativamente
diferente em relagdo ao grupo controle negativo (p < 0,05), **Significativamente diferente em relagéo
ao grupo controle negativo (p < 0,0001) foi determinada por one-way ANOVA, seguido pelo teste de
Bonferroni.
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5.1.3 Efeito do pré-tratamento com o polissacarideo na hipernocicep¢cao mecanica

induzida pelo adjuvante complexo de Freund (CFA)

Neste modelo, a injecdo do CFA consegue induzir uma resposta inflamatdria
persistente, onde o limiar mecanico produzido pelo tratamento com o polissacarideo
€ mensurado através do Von Frey eletrénico. Os animais que foram pré-tratados
com o polissacarideo nas doses de 27 e 81 mg/kg aumentaram significativamente o
limiar nociceptivo em relagdo ao grupo controle negativo apdés a 12 e 22 horas da
aplicacado do CFA (p < 0,0001), resultado semelhante ao apresentado pela droga de
referéncia utilizada (morfina; 5 mg/kg s.c.). A dose de 81 mg/kg conseguiu estender
o aumento antinociceptivo até a 42 hora (p< 0,01). Entretanto, a dose de 9 mg/kg

nao inibiu a hipernocicepg¢ao em relagéo ao controle negativo (Figura 9).
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Figura 9: Efeitos do tratamento com o polissacarideo sobre a hipernocicepcao mecéanica
induzida por CFA em camundongos.

Camundongos foram tratados inicialmente com o polissacarideo (9-81 mg/kg) ou salina por via
intraperitoneal 30 minutos antes da aplicagao do CFA. Morfina (5 mg/kg s.c.) foi o farmaco padréo.
Dados foram expressos como médias + E.P.M.; n= 6 camundongos por grupo. *Significativamente
diferente em relagdo ao grupo controle negativo (p < 0,01), **Significativamente diferente em relagao
ao grupo controle negativo (p < 0,0001) foi determinada por one-way ANOVA, seguido pelo teste de
Bonferroni.
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5.1.4 Efeito do pré-tratamento com o polissacarideo no teste de retirada da cauda

Este teste teve por finalidade avaliar um possivel efeito antinociceptivo central
do polissacarideo. O pré-tratamento em todas as doses proporcionou uma
capacidade de alterar o tempo de laténcia de resposta ao estimulo térmico no teste
de imersao da cauda em relagdo ao controle negativo, sendo que as doses de 9 e
27 mg/kg apresentaram inibigdo no tempo de 0,5 horas (p < 0,01) e as doses de 27
e 81 mg/kg inibiram no tempo de 1 hora (p < 0,05). O mesmo foi observado em
relagdo ao farmaco padrdo, a morfina (5 mg/kg s.c.), onde também houve um
aumento significativo no tempo de laténcia de 0,5 e 1 hora apds a administragao (p <
0,001). (Figura 10).
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Figura 10: Efeitos do tratamento com o polissacarideo no teste da retirada da cauda em

camundongos.

Camundongos foram tratados inicialmente com o polissacarideo (9-81 mg/kg) ou salina por via
intraperitoneal 30 minutos antes do da imersédo da cauda em um estimulo térmico. Morfina (5 mg/kg
s.c.) foi o farmaco padrédo. Dados foram expressos como médias + E.P.M.; n= 6 camundongos por
grupo. *Significativamente diferente em relagdo ao grupo controle negativo (p < 0,05),
**Significativamente diferente em relagdo ao grupo controle negativo (p < 0,01), ***Significativamente
diferente em relagdo ao grupo controle negativo (p < 0,001) foi determinada por one-way ANOVA,

seguido pelo teste de Bonferroni.
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5.1.5 Efeito do pré-tratamento com o polissacarideo no teste do campo aberto

O teste do campo aberto foi realizado para avaliar possiveis alteragcdes no
sistema locomotor e capacidade exploratéria dos animais apds o pré-tratamento com
o polissacarideo. A administragcéo via intraperitoneal do polissacarideo (81 mg/kg)
nao alterou de forma significativa a quantidade de quadrados percorridos em relagéo
ao grupo controle, tratado com salina. Entretanto, houve alteracdo significativa (p <
0,05) no grupo tratado com o diazepam (10 mg/kg i.p.; diluido em solugéo salina).
(Figura 11).
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Figura 11: Efeitos do tratamento com o polissacarideo no teste do campo aberto em
camundongos.

Camundongos foram tratados inicialmente com o polissacarideo (81 mg/kg) ou salina por via
intraperitoneal. Diazepam (10 mg/kg i.p.; diluido em solugcéo salina) foi o farmaco padrao. Dados
foram expressos como médias + E.P.M.; n= 6 camundongos por grupo. *Significativamente diferente
em relagdo ao grupo controle negativo (p < 0,05) foi determinada por one-way ANOVA, seguido pelo
teste de Bonferroni.
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5.1.6 Efeito do pré-tratamento com o polissacarideo no teste do cilindro giratério

Assim como no teste anterior, a fungdo motora dos camundongos foi avaliada a
partir do tempo de permanéncia no cilindro giratério apdés a administracdo do
polissacarideo na maior dose utilizada nos testes comportamentais nociceptivos (81
mg/kg i.p.). Em relagc&o ao controle negativo, tratado com salina, a administracado do
polissacarideo ndo alterou de forma significativa o tempo de permanéncia dos
camundongos no cilindro. Diferentemente, no controle negativo (diazepam, 10 mg/kg
i.p.; diluido em solugdo salina) foi possivel observar uma redugdo expressiva no

tempo de permanéncia dos animais no cilindro giratério (p < 0,05) (Figura 12).
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Figure 12: Efeitos do tratamento com o polissacarideo no teste do cilindro giratério em
camundongos.

Camundongos foram tratados inicialmente com o polissacarideo (81 mg/kg) ou salina por via
intraperitoneal. Diazepam (10 mg/kg i.p.; diluido em solugéo salina) foi o farmaco padrao. Dados
foram expressos como médias + E.P.M.; n= 6 camundongos por grupo. *Significativamente diferente
em relagdo ao grupo controle negativo (p < 0,05) foi determinada por one-way ANOVA, seguido pelo
teste de Bonferroni.
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6 DISCUSSAO

As propriedades farmacoldgicas dos polissacarideos estdo estreitamente
relacionadas com algumas caracteristicas quimicas e estruturais, como configuragao
anomeérica (a ou B), conformagao (linear, ramificada, helicoidal, agregacéo entre
cadeias), tipo de monémero, posigao das ligagbes glicosidicas, dentre outros. Assim
sendo, a caracterizagao quimica (ANEXO B) é de fundamental importancia para
elucidar o mecanismo de ac&o da substancia em estudo. (SILVA et al., 2006).

Muitos estudos tém sido realizados para o conhecimento da composi¢cao
quimica da parede celular de inumeras leveduras e consequente atividade
farmacoldgica. A literatura relata que as mananas de leveduras sdo constituidas
principalmente por manoses, porém podem conter residuos de glicose, galactose e
xilose (KRIZKOVA et al., 2001). Zhang e colaboradores (2007) mostraram que
manoglucanas, galactomananas, e glucomananas, obtidas da biomassa de
basidiomicetos, tais como Ganoderma Ilucidum, Grifola frondosa e diferentes
espécies do género Pleurotus, como P. cittinopileatus, podem apresentar atividades
antitumorais ou imunomoduladoras.

Além disso, uma pesquisa realizada por Krizkova e colaboradores (2001)
mostrou que a manana extraida da parede celular das leveduras Candida utilis,
Candida albicans e Saccharomyces cerevisiae possui atividade antimutagénica e
antioxidante. Ja Valasques Junior e colaboradores (2014) mostraram que o
plissacarideo (1—3)-B-D-glucana, extraido da levedura Rhodoturola mucilaginosa
apresentou um grande efeito antinociceptivo periférico, possibilitando a inibicdo de
mediadores inflamatdrios.

A utilizagdo de modelos experimentais € de essencial importancia para o
entendimento do processo da dor, assim como para a descoberta de novos
farmacos para este sintoma que esta presente em tantas enfermidades (SILVA et
al., 2013). Nesta conjuntura, o efeito antinociceptivo do polissacarideo obtido a partir
da levedura Rhodotorula oryzicola foi avaliado, primeiramente, pelo modelo de
contor¢gdes abdominais induzidas pelo acido acético, em camundongos.

O modelo quimico de contorgbes abdominais consiste na contagem das
contorgdes na regidao peritoneal seguidas da tor¢ao do tronco e extensdo dos

membros posteriores, como uma resposta reflexa a irritagdo peritoneal produzida
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pela injegdo intraperitoneal de uma solugdo de acido acético a 0,8%. Esta
substancia induz nocicepgao devido a estimulagao direta de nervos terminais, além
de provocar, indiretamente, a liberagdo de uma série de mediadores enddgenos, tais
como prostaglandinas, bradicininas, serotonina, histamina e substancia P
(BERKENKOPF; WEICHMAN, 1988; DERAEDT et al., 1980; WHITTLE et al., 1964).
Esta nocicepcao também depende da liberacdo de citocinas pro-inflamatorias a
exemplo das IL-1, IL-6, IL-8 e TNF-a, a partir de mastécitos e macréfagos presentes
na cavidade abdominal (RIBEIRO et al., 2000).

A reducdo do numero de contorcbes abdominais foi obtida com o pré-
tratamento do polissacarideo nas doses de 9 e 27 mg/kg. A morfina (5 mg/kg), um
opidide potente no tratamento das dores aguda e crbnica intensas, também
apresentou este perfil de resposta ao estimulo nocivo quimico. Este teste apresenta
alta sensibilidade, no entanto, possui baixa seletividade; devido a isto é utilizado
como um teste de rastreio para estudo de drogas antinociceptivas (LE BARS;
GOZARIU; CADDEN, 2001). Assim, resultados positivos ndo podem ser totalmente
aceitos apenas com a realizacdo deste modelo, necessitando, entdo, de testes que
sejam mais especificos. O amplo espectro de drogas efetivas neste modelo tornam
limitadas as conclusdes obtidas através de seus resultados.

Com o intuito de caracterizar melhor a acédo nociceptiva do polissacarideo, foi
realizado o teste quimico de formalina, que consiste em uma lesdo tecidual
provocada pela injecdo subcutdnea de formalina diluida, sendo quantificadas as
respostas comportamentais observada no animal, como a lambedura vigorosa,
mordidas e agitacdo da regido onde foi aplicado o estimulo nocivo (pata direita).
Este modelo é considerado o mais proximo da dor clinica (TJOLSEN; HOLE, 1997).

As respostas comportamentais a formalina seguem um padrao bifasico que
parecem envolver estimulos diferentes (TJOLSEN et al., 1992). A fase inicial (dor
neurogénica ou aguda) € iniciada logo apds a injecao da formalina e se prolonga
pelos primeiros 5 minutos, estando relacionada com a estimulagdo quimica direta
dos nociceptores das fibras aferentes do tipo C e, em parte, das fibras do tipo Ad e
associada a liberacdo de aminoacidos excitatorios, 6xido nitrico e substancia P. A
fase tardia (dor inflamatdria) acontece entre 15 e 30 minutos apds a administragao
de formalina e esta relacionada com a liberagdo de inumeros mediadores proé-

inflamatorios, como bradicinina, prostaglandinas, serotonina, histamina e glutamato,
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entre outros, a partir de células ativadas na presenga do agente flogistico.
(DUBUISSON; DENNIS, 1977; HUNSKAAR; HOLE, 1987, ROSLAND et al., 1990).

No presente estudo, os camundongos pré-tratados com o polissacarideo (27
mg/kg) apresentaram inibigdo do comportamento nociceptivo apenas na fase tardia.
A morfina (5 mg/kg), o farmaco padrao, gerou inibicdo nas duas fases. Considerando
que drogas que reduzem a inflamagao inibem apenas a fase tardia, pode ser
sugerida uma provavel atividade anti-inflamatéria deste polissacarideo.

Ainda avaliando a ag¢do antinociceptiva do polisscarideo foi utilizado o modelo
de hipernocicep¢ado mecanica induzida pelo Adjuvante Completo de Freund (CFA).
Neste teste, uma medida de presséao eletronica € mensurada através do uso de um
sensor acoplado a uma sonda de plastico pontiaguda que é aplicada na superficie
plantar da pata traseira direita do camundongo para produzir a retirada da pata
lesionada. O limiar de nocicep¢do é mensurado a partir da for¢ca (g) gerada para
provocar a retracdo da pata.

Os modelos experimentais baseados em testes mecanicos permitem a
avaliacao do aumento da sensibilidade do nociceptor a estimulos indcuos (alodinia)
ou nocivos (hiperalgesia). Para isso é utilizado o Von Frey eletrénico para avaliar
através do estimulo mecanico in6cuo e crescente (hipernocicepgdo mecanica) a
sensibilidade tecidual provocada pela incisdo (LE BARS; GOZARIU; CADDEN,
2001).

Considerado o adjuvante mais eficaz para aumentar a resposta imunoldgica
aos antigenos, o CFA é composto por uma mistura de um 6leo mineral, surfactante e
micobactérias, que também geram dor (HEILBORN et al., 2007). A injecao
intraplantar de CFA causa hipernocicepgdo mecanica e térmica, sendo este efeito
mediado pela sensibilizagado local dos nociceptores e sistémica na regido neuronal
(como a sensibilizacdo central) e imune, a partir do aumento de citocinas proé-
inflamatoérias como o fator de necrose tumoral a (TNFa), interleucina-1p (IL-1B) e
fator de crescimento neural (NGF) (SAMAD et al., 2001; WOOLF et al., 1997).

Sendo assim, a administragcado do polissacarideo nas doses de 27 e 81 mg/kg
foram capazes de inibir o efeito causado pelo CFA nas duas primeiras horas (p <
0,0001) apds a aplicagao do estimulo nocivo, sendo que a maior dose estendeu este
efeito até a quarta hora (p < 0,01). Este resultado foi semelhante a morfina (5

mg/kg), o controle positivo.
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O limiar nociceptivo térmico foi avaliado pelo teste de retirada da cauda,
método utilizado para avaliar drogas com atividade analgésica central (CAPIM et al.,
2013; KING; JOYNES; GRAU, 1997; RUJJANAWATE; KANJANAPOTHI,
PANTHONG, 2003). Substéncias que agem em nivel central, como os opidides, tem
a capacidade de aumentar o tempo de laténcia no teste, uma vez que podem
suprimir respostas de neurdnios espinhais ao estimulo térmico nocivo na cauda
(SILVA et al., 2013).

O polissacarideo, em todas as doses testadas (9, 27 e 81 mg/kg), conseguiu
aumentar o tempo de laténcia frente ao estimulo térmico, sendo que as doses de 9 e
27 mg/kg inibiram no tempo de 0,5 horas (p < 0,01) e as doses de 27 e 81 mg/kg
aumentaram a inibicdo no tempo de 1 hora (p < 0,05). O mesmo aconteceu com a
morfina (5 mg/kg), analgésico opidide, onde houve um aumento significativo no
tempo de laténcia de 0,5 e 1 hora apds a administragao (p < 0,001). Este resultado é
sugestivo de uma antinocicepgao em nivel central-medular.

Substancias com efeitos sedativos e/ou relaxantes musculares podem reduzir a
resposta de coordenagdo motora em animais, assim como a expressiao de
comportamentos nociceptivos (SOARES et al., 2000). Visto que os testes descritos
até entdo sao caracterizados por uma resposta motora, a avaliagdo da integridade
da fungcdo motora é primordial para a validacado dos resultados. Assim, dois modelos
foram executados para esta ratificagao: o teste do campo aberto e o teste do cilindro
giratorio.

O teste do campo aberto fornece informagdes simultdneas acerca do
comportamento exploratério, locomogao e ansiedade do animal (GOULD; DAO;
KOVACSICS, 2009). Por isso, com este método, proposto por Hall (1934), é possivel
verificar se a droga em questao pode promover incoordenagao motora e diminuigao
do comportamento exploratério nos animais, seja por sedagdo e/ou relaxamento
muscular. Enquanto isso, o teste do cilindro giratério € composto por um
equipamento que mede a atividade motora forcada gerada pelos camundongos,
através da avaliagdo do equilibrio e coordenagcdo motora (PINTO; KO, 2012). Este
modelo é bastante util no estudo de déficits motores provocados por disfungbes
cerebelares e de nucleos da base do telencéfalo, doengcas neuromusculares e no
estudo da aprendizagem motora (PINTO; KO, 2012; SHIOTSUKI et al., 2010). O

diazepam, um benzodiazepinico, utilizado nestes métodos como controle positivo,
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tem o efeito de potencializar a resposta a neurotransmissores inibitérios no SNC,
resultando em sedacao e redugao da coordenagao motora (RANG; DALE, 2016).

O tratamento com o polissacarideo na maior dose testada (81 mg/kg) nos
modelos nociceptivos, ndo induziu nenhuma alteracdo no desempenho motor dos
animais, medida pela locomocgao e atividade motora nos testes do campo aberto e
do cilindro giratorio. Em contrapartida, o diazepam (10 mg/kg) reduziu de forma
significativa, a coordenagéo motora e equilibrio dos animais (p < 0,05). Assim, pode-
se inferir que o tratamento com o polissacarideo ndo promove alteracdo na funcao
motora.

Em resumo, o presente estudo demonstrou que o polissacarideo obtido a partir
da levedura Rhodotorula oryzicola apresenta um efeito antinociceptivo, sendo
possivel validar sua utilizagdo para o desenvolvimento de farmacos analgésicos.
Este trabalho estimula novas investigacbes sobre o potencial terapéutico do
polissacarideo no controle da dor, assim como sobre os mecanismos de agao
envolvidos. O uso de polissacarideos produzidos a partir de fungos e leveduras para
fins medicinais representa um grande potencial biotecnolégico, sendo considerado
uma fonte promissora para o surgimento de novos farmacos com atividade

analgésica e/ou anti-inflamataria.
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7 CONCLUSOES

Estudos demonstraram que os polissacarideos, substancias presentes na
estrutura das leveduras, apresentaram atividades farmacolégicas de interesse
biotecnolégico, a exemplo das atividades antinociceptiva, anti-inflamatéria e
imunomodulatéria.

Diante dos resultados encontrados, foi possivel verificar que o tratamento com
polissacarideo obtido a partir da levedura Rhodotorula oryzicola conferiu atividade
antinociceptiva, comprovada através dos modelos experimentais de dor aguda.
Ademais, o polissacarideo mostrou uma possivel agcdo central, evidenciada pelo
modelo de nocicepcado térmico. Além disso, nas doses terapéuticas ndo houve
comprometimento na fungéo motora.

Portanto, os resultados obtidos nesta pesquisa sugerem a utilizagdo do
polissacarideo obtido a partir da levedura Rhodotorula oryzicola como matéria-prima
para o desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento da dor. Todavia,
novos estudos precisam ser realizados, a fim de elucidar a estrutura do

polissacarideo, assim como estudar novas vias de administragao.
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ANEXOS

ANEXO A - OTIMIZACAO PARA PRODUCAO DO POLISSACARIDEO EXTRAIDO
DA Rhodotorula oryzicola.

Ensaio | Temperatura (°C) | Tempo (min) Polissacarideo (mg)
1 90 90 119
2 90 150 110
3 70 60 118
4C 70 120 120
5C 70 120 121
6C 70 120 119
7 70 180 116
8 50 90 112
9 50 150 120

Matriz experimental Doehlert usada para a otimizacdo da extracdao do polissacarideo soluvel
em alcali obtido de R. oryzicola

Para a otimizacao da produgéo foram utilizadas trés diferentes temperaturas (50 °C, 70 °C e 90 °C)
em trés diferentes intervalos de tempo (60, 90, 120, 150 e 180 minutos) usando o modelo
experimental Doelert. A analise estatistica foi realizada através do software Statistica®version 7.0.
*Em destaque estdo o0s ensaios que apresentaram maiores produgdes de polissacarideos
(temperatura de 70 °C a 120 minutos).

Fonte: Laboratério de Enzimologia e Tecnologia das Fermentacdes (LAEN).
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ANEXO B - DETERMINACAO DA COMPOSICAO MONOSSACARIDICA (RMN)

3.07

2.50

1.72

02 301

2.53

4
Chemical Shift (ppm)

Espectro gerado a partir da analise no RMN mostrando composicao de monossacarideos
produzidos por R. oryzicola.

O espectro de hidrogénio das amostras foi obtido em um equipamento de Ressonancia Magnética
Nuclear (marca BRUKER), localizado na Universidade Federal de Goias (UFG). O espectro de
hidrogénio apresenta picos em 4.60 (H1), 3.53 (H2), 3.70 (H3), 3.57 (H4), 3.70 (H5) e 3.87 (H6)
(indicados pelas setas) caracteristicos de residuos de manosil envolvidos em ligagao do tipo a-3,6 e
sugerem que a amostra seja uma manana.

Fonte: Laboratério de Enzimologia e Tecnologia das Fermentagdes (LAEN).



