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Resumo: A nocicepcdo é alterada nas lesGes teciduais, devido a liberacdo de mediadores inflamatdrios
a partir de células danificadas. Os polissacarideos sulfatados sdo polimeros complexos e heterogéneos
formados de unidades repetitivas e rico em radicais sulfatados, que tém sido descritos na literatura
como agentes com potencial antinociceptivo. Assim buscamos avaliar a atividade antinociceptivo dos
polissacarideos sulfatados da alga verde Caulerpa mexicana em modelos classicos de dor, induzidos
por agentes quimicos e térmicos. As algas foram coletadas na praia de Flecheiras - Trairi - Ce, em
agosto de 2011 e transportada ao laboratério CARBOLEC-DBBM-UFC, sendo lavadas com &gua
corrente e seca a sombra, depois triturada em moinho elétrico e armazenada a temperatura ambiente e
ao abrigo da luz. Os polissacarideos sulfatados foram extraidos pelo método enzimatico. A avaliacao
da atividade antinociceptiva se deu através dos ensaios de Formalina a 1% e Placa Quente. O
tratamento dos animais com polissacarideos sulfatados (5; 10 ou 20 mg kg;i.v.), 30 min. antes do
estimulo quimico (formalina 1%), ndo reduziu o tempo de lambedura da pata na primeira fase do
ensaio, na segunda fase, os resultados mostram acdo analgésica significativa (p<0,001) na dose de 10
(88,6%; 12,06 £ 7,78 mL) e 20 (98,5%; 6,37 = 5,51 mL) de forma dose dependente. Néo foi observado
acdo antinocicepgdo no ensaio da placa quente, ou seja, nenhuma das doses foi capaz de induzir
aumento do periodo de laténcia em nenhum dos intervalos avaliados. Sugerimos que o PS da alga
verde Caulerpa mexicana tem atividade antinociceptiva de acdo periférica e que pode esta relacionada
com a liberacdo de mediadores inflamatorios.
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1. INTRODUCAO

A nocicepcdo pode ser definida como a deteccdo de estimulos nocivos e a subseqliente
transmissdo de informagOes codificada para o cérebro. Em contraste, a dor é essencialmente um
processo perceptivo que surge em resposta a essa atividade (KIDD; URBAN, 2001).

A nocicepgdo é alterada nas lesdes teciduais, devido a liberagdo de mediadores inflamatérios a
partir de células danificadas, incluindo fons (K™ e H"), bradicinina, histamina, serotonina, TNF-a,
ATP, derivados da COX e Oxido nitrico. Alguns destes mediadores ativam nociceptores periféricos
diretamente e leva a dor espontanea, enquanto que os outros atuam indiretamente, através de células
inflamatorias para estimular a liberagdo de outros agentes indutores da dor (KIDD; URBAN, 2001;
KRAYCHETE et al., 2006).

Os modelos utilizados na triagem de moléculas com potencial antinociceptivo comumente
baseiam-se na observacdo da resposta animal frente a utilizacdo de estimulos de diversos tipos e
duracdo, dessa forma, os modelos experimentais utilizados no estudo da dor sdo divididos em trés
categorias, sendo classificados de acordo com o0s mecanismos de desencadeamento do efeito
nociceptivo, podendo ser os que utilizam estimulos mecanicos, térmicos e quimicos (ALMEIDA &
OLIVEIRA, 2006; LE BARS et al., 2001).

Nos ultimos anos as empresas farmacéuticas comegaram a olhar para organismos marinhos,
incluindo algas, em sua busca por novas drogas a partir de produtos naturais. Estes produtos sédo



T N W RD
'Elﬁ*. P (@) VIl CONNEPI Ay
. f PALMAS . TOCANTINS . 2012 '

A PR =S " -
 19.a 21 de outubro - Ciéncia, e inovagéo: ac6es sustentaveis para o desenvolvimento regional

Cié

também cada vez mais utilizados nas pesquisas médicas e bioguimicas (SMIT, 2004; MAYER, 2010;
PATEL, 2012).

Polissacarideos sulfatados (PS) sdo polimeros complexos e heterogéneos formados de unidades
repetitivas de acuUcares carregados negativamente devido a presenca de radicais sulfatados,
encontrados em grandes quantidades nas algas marinhas (PERCIVAL; McDOWELL, 1967,
MATHEWS, 1975; AQUINO et al., 2011). Os PS de algas verdes do género Caulerpa tem sido
relatados como moduladores de uma série de funcdes bioldgicas, principalmente acdo antinociceptiva
e antiinflamatéria (RODRIGUES et al., 2012).

Estudos realizados com extratos e fracdes de polissacarideos sulfatados de algas, obtidos através
de extracdo enzimética, demonstram uma variedade de atividades antinociceptiva em modelos de
estudos cléssicos de dor por inducdo quimico (&cido acético e formalina) e por inducéo térmica (placa
quente). O estudo tem como objetivo avaliar a atividade antinociceptivo do PS da alga verde Caulerpa
mexicana em modelos classicos de dor, induzidos por agentes quimicos e térmicos.

2. MATERIAL E METODOS

As algas marinhas da espécie Caulerpa mexicana foram coletadas na praia de Flecheiras no
municipio de Trairi - Ce, em agosto de 2011 durante a maré baixa (-0,1 a 0,3 m). Sendo acondicionada
em sacos plasticos e transportada ao laboratério CARBOLEC-DBBM-UFC, em recipiente isotérmico,
onde foram limpas, tendo as epifitas removidas, e lavadas com agua corrente e depois estocadas a -20
°C, para posterior utilizagdo. Em um segundo momento as algas foram descongeladas, novamente
lavadas com 4gua corrente e seca a sombra, depois triturada em moinho elétrico e armazenada a
temperatura ambiente, em recipiente plastico, tampado e ao abrigo da luz.

Foram utilizados camundongos machos Swiss obtidos junto ao Biotério Central da Universidade
Federal do Cear4 e mantidos no Biotério de Experimentacdo do Departamento de Bioquimica e
Biologia Molecular — UFC. A autorizacdo para o uso dos animais nos experimentos foi obtida junto a
Comisséo de Etica em Pesquisa Animal da Universidade Federal do Ceara (CEPA — UFC) como parte
do projeto “Compostos bioativos de algas marinhas: bases moleculares, implicagdes terapéuticas e
industriais” aprovado sob o processo de numero 80/10. Estando de acordo com a Lei de
Experimentacdo Animal (11.794/08).

A extracdo dos PS procedeu de acordo com Farias et al. (2000). As dosagens de carboidratos
totais foram determinados pelo método do fenol-acido sulfdrico (DUBOIS et al., 1956); as de sulfato
livre por hidrélise acida (HCI 1 M, 5 horas, 105°C) por turbidimetria e lido em espectrofotémetro a
500 nm pelo método da gelatina-bario (DODGSON & PRICE, 1962); as concentracdes de proteinas
contaminantes foram realizadas segundo o método de Bradford (1976).

A avaliagdo da atividade antinociceptiva do PS se deu através do ensaio de Formalina a 1% na
pata de camundongos segundo Hunskaar et al. (1985) e pelo da Placa Quente segundo Eddy e
Leimbach (1953), os dados foram tratados através do programa estatistico Prisma, utilizando os testes
ANOVA e de Bonferroni.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O teste da formalina é dividido em duas fases onde, a primeira fase do teste é caracterizada pela
acdo direta sobre os nociceptores e ativacdo das fibras-C, sendo chamada de fase neurogénica. A
segunda fase é chamada de fase inflamatoria, envolvendo a liberacdo de mediadores locais e sensivel a
drogas de acéo periférica como AINEs e dexametasona (HUNSKAAR et al., 1985).

O tratamento (i.v.) dos animais com PS (5; 10 ou 20 mg kg™; i.v.), 30 min. antes do estimulo
quimico (formalina 1%), ndo reduziu o tempo de lambedura da pata na primeira fase do ensaio (fase
neurogénica). Na segunda fase, os resultados mostram acdo analgésica significativa (p<0,001) na dose
de 10 (88,6%; 12,06 + 7,78 mL) e de 20 (98,5%; 6,37 £ 5,51 mL) (mg kg'l; i.v.) de forma dose
dependente. O grupo controle positivo morfina (5 mg kg™; s.c.) também foi capaz de reduzir o tempo
de lambedura dos animais, em ambas as fases do teste. Enquanto, o grupo controle positivo
indometacina (5 mg kg™*) mostrou acéo significativa somente na segunda fase do teste (55,6%; p <
0,05).
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Este efeito corrobora com a literatura, que mostra que drogas especificas de ac¢do central como a
morfina diminuem o tempo de lambedura da pata dos animais em ambas as fases do teste e que
antiinflamatdrios nao esteroidais (AINES) como a indometacina sdo de acgdo periférica, por inibir a
nocicepcao apenas na segunda fase do teste, 20-30 minutos apods a injecdo intraplantar de formalina
(HUNSKAAR & HOLE, 1987; LE BARS et al., 2001; ALMEIDA E OLIVEIRA, 2006).

O teste da placa quente tem sido utilizado para avaliagdo de substancias com propriedades
nociceptivas que agem, principalmente, por via central (LE BARS et al., 2001; GUPTA et al., 2005).
Neste método, o tempo de laténcia para a observacdo do comportamento de lambedura ou a retirada da
pata do animal em resposta ao estimulo térmico gerado pela placa aquecida é utilizado como parametro
para avaliagdo de atividade analgésica de determinado composto. Esses comportamentos Ssdo
interpretados como respostas supra-espinhais, de integracdo cortical (LE BARS et al., 2001;
ALMEIDA & OLIVEIRA, 2006).

O tratamento dos animais com PS (5; 10 ou 20 mg kg™;i.v.), 30 min. antes do estimulo térmico,
ndo produziu antinocicepgdo. Ou seja, nenhuma das doses foi capaz de induzir aumento do periodo de
laténcia em nenhum dos intervalos avaliados. O tratamento com morfina (5 mg kg™), grupo controle,
foi capaz de prolongar significativamente (p<0,001) o tempo de resposta dos animais, enquanto o
grupo indometacina (5 mg kg™) também n&o apresentou efeito antinociceptivo, comparado ao grupo
salina.

Corroborando com o ensaio da formalina, o teste da placa quente confirmou a auséncia de acédo
na dor neurogénica, mostrando que o PST da Caulerpa mexicana ndo tem propriedade antinociceptiva
de acdo central.

6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos em conjunto, nos permitem sugerir que o PS da alga verde Caulerpa
mexicana tem atividade antinociceptiva de acdo periférica e que pode esta relacionada com a liberagdo
de mediadores inflamatorios envolvidos na sensibilidade a dor.
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