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RESUMO GERAL

A regido do semiarido baiano apresenta uma vasta diversidade de micro-organismos
com potencial para prospeccdo biotecnologica. Industrias farmacéuticas,
alimenticias, téxteis, entre outras, vém utilizando polissacarideos de origem
microbiana para diversas funcées como floculantes, espessantes ou estabilizadores,
entre outros. O presente estudo teve por objetivo produzir e caracterizar a estrutura
quimica, otimizar a producdo e avaliar a atividade antinociceptiva dos
polissacarideos obtidos da levedura Sporidiobolus ruineniae. Dois tipos de
polissacarideos foram obtidos a partir de diferentes metodologias aplicadas ao
micro-organismo estudado: o polissacarideo extracelular (EPS Sporidiobolus
ruineniae) e o polissacarideo estrutural de parede celular (PEPC Sporidiobolus
ruineniae). O EPS de Sporidiobolus ruineniae foi recuperado do sobrenadante do
caldo fermentativo centrifugado e o PEPC Sporidiobolus ruineniae foi extraido das
células constituintes do material sedimentado. Os dois tipos de polissacarideos
foram submetidos a extracdo alcalina (NaOH) para separacdo de suas fracdes
soluvel e insolivel em A&lcali. As fracdes solaveis foram selecionadas para
prosseguimento do estudo. O rendimento das fracdes sollveis foi de 91% para o
EPS Sporidiobolus ruineniae e de 20,75% para o PEPC Sporidiobolus ruineniae. As
caracterizagOes das estruturas moleculares revelaram presenca de unidades de
glicose e manose nos dois polissacarideos. A espectroscopia por ressonancia
magnética nuclear revelou sinal caracteristico de p-glucana no PEPC Sporidiobolus
ruineniae. Para otimizacao da extracao dos dois tipos de polissacarideos foi utilizado
a matriz experimental Doehlert. Para a avaliagdo da atividade antinociceptiva foram
realizados trés modelos experimentais de nocicepcdo (teste de contorcao
abdominal, teste de formalina e teste de imersdo de cauda). As andlises realizadas
neste estudo revelaram que os biopolimeros extraidos da levedura Sporidiobolus
ruineniae apresentaram acdo antinociceptiva periférica, podendo ser consideradas
substancias biologicamente ativas de importancia farmacéutica. Contudo, estudos
complementares devem ser realizados para a determinacdo da sua estrutura
guimica e melhor elucidar os mecanismos de acdo dos polissacarideos em sua
atividade antinociceptiva.

PALAVRAS-CHAVE:

Micro-organismos, polissacarideo, atividade antinociceptiva, planejamento Doehlert.



ABSTRACT

Bahia's semi-arid region features a wide diversity of microorganisms with potential for
prospecting biotechnology. Pharmaceutical, food, textiles, among others industries,
have been using polysaccharides of microbial origin for various functions such as the
production of antibiotics, chemicals and dietary supplements, for the manufacture of
fabrics, among others. Hence, this study aimed to produce and characterize the
chemical structure, optimize production and evaluate the antinociceptive activity of
polysaccharides obtained from the yeast Sporidiobolus ruineniae. Two types of
polysaccharides were obtained from different methodologies applied to the studied
microorganism: the extracellular polysaccharide (EPS Sporidiobolus ruineniae) and
structural cell wall polysaccharide (PEPC Sporidiobolus ruineniae). The EPS
Sporidiobolus ruineniae was recovered from the supernatant of the fermentation
broth and PEPC Sporidiobolus ruineniae was extracted from the cells which make up
the pellet material. The two types of polysaccharides were subjected to alkaline
extraction (NaOH) for the separation of their soluble and insoluble fractions in alkali.
The soluble fractions were selected for further study. The yield of the soluble fraction
was 91% for EPS Sporidiobolus ruineniae and 20.75% for the PEPC Sporidiobolus
ruineniae. The characterizations of the molecular structures revealed the presence of
glucose and mannose units in the two polysaccharides. The nuclear magnetic
resonance spectroscopy revealed characteristic sign of B-glucan in PEPC
Sporidiobolus ruineniae. For optimization of the extraction of two types of
polysaccharides, the experimental Doehlert matrix was used. To evaluate the
antinociceptive activity, three experimental models of nociception (abdominal writhing
test, the formalin test and tail-immersion test) were performed. The analyzes
performed in this study revealed that the biopolymers extracted from Sporidiobolus
ruineniae yeast showed peripheral antinociceptive action, being able to be
considered biologically active substances of pharmaceutical importance. However,
further studies should be conducted to determine the chemical structure and to
further elucidate the mechanisms of action of polysaccharides in their antinociceptive
activity.

Key words:

Microorganisms, polysaccharide, antinociceptive activity, planning Doehlert.
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INTRODUCAO GERAL

O semiarido do estado da Bahia € formado por 258 municipios, localizados
em uma area de 388.274 Km2, compreendendo 70% da area do estado. E uma
regido caracterizada por um balanco hidrico negativo, sendo que a maior parte dela,
geralmente, ocorre em trés meses, com média anual inferior a 800 mm (LOBAO et al
2004). Embora a elevada disponibilidade de radiacdo solar, associada a
irregularidade do regime pluviométrico, contribua para o aumento das taxas de
evaporacao, esta regido apresenta paisagem diversa, tanto em relacdo a sua
geomorfologia quanto a sua biodiversidade (GIULIETTI et al, 2006).

Os fungos estéo entre os organismos mais diversificados do planeta, podendo
se desenvolver em ambientes com temperaturas elevadas ou extremamente baixas,
com restricdo de 4gua ou com alta umidade, além de ambientes pobres em
nutrientes. Estudos da diversidade de fungos na regido de semiarido da Bahia tém
revelado um ntmero elevado de novos registros (GUSMAO; MARQUES, 2006).

Os micro-organismos (algas, bactérias e fungos), assim como as plantas,
produzem diferentes polissacarideos com diversas e importantes aplicacbes
biotecnolégicas (SILVA et al., 2006). Sporidiobolus rueneniae é uma levedura
pigmentada isolada da regido do semiarido baiano. Sua producdo de carotenoides
confere uma coloracdo caracteristica, que lhe promove protecdo contra raios UV
(GUAMAN-BURNEO et al, 2009), sendo, portanto, um micro-organismo adaptado a
ambientes com elevada temperatura. Além disso, possui capacidade de produzir
polissacarideos extracelulares e de parede celular, cuja atividade antinociceptiva
pode ser avaliada no presente estudo.

Polissacarideos provenientes de micro-organismos apresentam vantagens
quando comparados aos de vegetais, porque a producdo ndo estd sujeita a
alteracdes climaticas, problemas na colheita ou a contaminagdo marinha. Outra
grande vantagem esta na capacidade de manter um alto padrdo de qualidade das
suas propriedades quimicas e fisicas devido ao rigido controle de sua producdo
(ASHTAPUTRE; SHAH, 1995).
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O conhecimento detalhado da estrutura primaria de um polissacarideo é
fundamental para que se tenha um completo entendimento de suas propriedades,
funcdes e aplicacdes, tendo em vista a necessidade de obter informacdes estruturais
de diferentes polissacarideos, com potencial atividade biolégica ou que possuam
funcBes especificas de comunicacgéo celular (SERRATO, 2008).

Pesquisas sobre a composicdo quimica dos polissacarideos tém sido
intensificadas nos ultimos anos pela necessidade de encontrar novos biopolimeros,
modificar suas propriedades naturais e estender suas aplicacdes bioldgicas. A
importancia dessas moléculas vem sendo enfatizada devido a novas descobertas,
nas quais os carboidratos foram reconhecidos como agentes da expressao da
identidade biolégica e dos processos de comunicacdo e reconhecimento celular,

além das funcg@es estruturais e de reserva (SERRATO, 2008).

Atualmente, polissacarideos de origem microbiana tém sido utilizados nas
indUstrias por suas propriedades emulsificantes, espessantes e geleificantes
(KAWAI, et al, 2006), porém estudos vém comprovando sua aplicacdo também na
saude humana (KIM et al, 2006). Segundo Pereira (2009) as pesquisas relacionadas
ao uso medicinal de polissacarideos tém se concentrado em aplica-los como
agentes anticancerigenos com acdo anti-inflamatéria, no tratamento da artrite
reumatoide, na sintese de antigenos para producdo de anticorpos, na protecdo

contra danos oxidativos no DNA.

Considerando 0 crescente interesse biotecnolégico pelo uso de
polissacarideos de origem microbiana, o propésito do presente trabalho foi otimizar a
producdo, caracterizar estruturalmente e avaliar a atividade antinociceptiva do
polissacarideo extracelular e do polissacarideo estrutural de parede celular obtidos

da levedura Sporidiobolus ruineniae.
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1 A importancia dos micro-organismos como fonte de produtos para
beneficio humano.

Antes mesmo de se ter conhecimento sobre micro-organismos, antigas
civilizacbes ja os utilizavam para a fabricacdo de alimentos, para a melhoria do
rendimento da colheita e para o descarte de residuos. No inicio do século XX, no
entanto, o conhecimento sobre 0s micro-organismos e sua capacidade de realizar
transformacdes quimicas aumentou significativamente. Estes comecaram a ser
aplicados em industrias e a medida que estudos eram realizados, aumentavam
também as suas aplicacbes nas mais diversas areas. Devido a isso, tornou-se
necessario a busca por mais informacdes sobre esses seres vivos e cientistas
passaram a identificar e caracterizar as moléculas produzidas por fungos e bactérias
(STEVENSON, 1974; PELCZAR et al, 1996). Desde entdo, 0s micro-organismos
vém sendo utilizados como fonte de produtos de interesse para industrias

farmacéuticas, alimenticias, téxteis, entre outras (KAWAI et al, 2006).

A busca por produtos do metabolismo celular de micro-organismos tornou-se
uma ciéncia responsavel por uma grande modificacdo na vida dos seres humanos,
ja que, a partir dela, foram desenvolvidos tratamentos médicos capazes de promover
a cura ou até mesmo evitar o contdgio de doencas e infeccdes antes letais
(INGRAHAM J. L.; INGRAHAM, C. A., 2011). Muitos produtos industriais elaborados
por meio da atividade biossintética de fungos e bactérias deram origem a
substancias novas, valiosas e de vasta atividade para beneficio humano, tais como

antibioticos, vacinas, enzimas, entre outras (PELCZAR et al, 1996).

A microbiologia industrial tradicional passou a produzir os mesmos produtos
gerados naturalmente por micro-organismos em escala industrial, 0 que impulsiona a
realizacdo de varios estudos com diferentes linhagens de fungos e bactérias para
obtencao de novos produtos. O desenvolvimento de novas tecnologias, que utilizam
como fonte células e moléculas biolégicas para a geracdo de novos produtos,
apresentam vantagens sobre as que utilizam organismos macroscopicos, dentre
elas destaca-se a especificidade das interagbes, 0 que nos possibilita utilizar
ferramentas e técnicas precisas, que foram desenvolvidas para operar de forma
conhecida e previsivel (KREUZER; MASSEY, 2002).
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Produtos de origem microbiana ndo dependem de condi¢cbes climaticas,
apresentam um tempo curto para obtengéo e necessitam de pequenos espagos para
serem produzidos. Apresentam também, maior uniformidade em suas propriedades
fisico-quimicas, devido a especificidade do micro-organismo utilizado e a
possibilidade de um rigido controle dos parametros de cultivo, como pH,
temperatura, taxa de aeracao, velocidade de agitacédo, tempo e composi¢cao do meio
de cultura (SOUZA; GARCIA-CRUZ, 2004).

Para se obter produtos originados do metabolismo de organismos
unicelulares, estes devem cultivados em meio de cultura, sob condicbes
satisfatorias. O crescimento dos micro-organismos ocorre a partir, primariamente, de
um aumento no tamanho de suas células, que se dividem proporcionando o
aumento do namero de individuos. Este crescimento depende do suprimento de
nutrientes e condi¢des fisicas adequadas, tais como fonte de carbono, temperatura e
pH especificos. Seu crescimento apresenta trés fases: a fase latente (lag), que é
uma fase de adaptacdo ao meio de cultura; a fase logaritmica (log), que € a fase de
rapido crescimento, na qual ocorre a divisdo regular de todas as células; e a fase

estacionaria finalizando as divisdes celulares (TORTORA et al, 2012).

2 Leveduras: micro-organismos produtores de polissacarideos.

Leveduras sao fungos unicelulares, eucariontes, ndo filamentosos, na maioria
ovais, mas podem apresentar formato alongado ou esférico e se reproduzem por
brotamento. Sdo, em geral, maiores que as bactérias, variando em tamanho de 1 a5
pum em largura e 5 a 30 pum de comprimento. N&o possuem flagelos ou outras
estruturas para locomocdo (TORTORA et al, 2012; INGRAHAM J. L.; INGRAHAM,
C. A., 2011; PELCZAR et al, 1996). Sao organismos eucariotos, apresentando um
citoplasma compartimentado por um sistema de membranas que formam organelas
citoplasmaticas, apresentam também, um nucleo envolto por uma cariomembrana e

uma parede celular recobrindo a superficie celular (PELCZAR et al, 1996).

O termo levedura néo se refere a taxonomia de um Unico grupo, sendo usado
para designar fungos unicelulares pertencentes as classes Ascomicetos,
Deuteromicetos e Zigomicetos. Originalmente o termo era utilizado somente para

designar cepas de Saccharomyces cerevisiae, leveduras de grande importancia para



19

industria alimentar por ser responsavel pela fermentacao de paes, cerveja e vinhos.
Atualmente, especialistas o utilizam para englobar quaisquer das centenas de
espécies de fungos que apresentem as caracteristicas descritas anteriormente
(INGRAHAM J. L.; INGRAHAM, C. A., 2011).

As leveduras sdo extensamente distribuidas na natureza, podendo ser
encontradas em folhas, frutas, néctar de flores, no solo, no corpo de animais e em
carnes curadas. Quando inoculadas em meio solido formam coldnias lisas e

brilhantes que se assemelham as col6nias de bactérias (TORTORA et al, 2012).

Leveduras sdo seres anaerodbicos facultativos, podendo utilizar o oxigénio ou
outro composto como aceptor final de elétrons e essa caracteristica lhes possibilita
sobreviver em véarios ambientes. Em meio, com presenca de oxigénio, as leveduras
respiram aerobicamente para metabolizar hidratos de carbono, produzindo dioxido
de carbono e agua. Na auséncia de oxigénio, as leveduras fermentam os hidratos de
carbono, obtendo dioxido de carbono e etanol como resultado do seu metabolismo
celular. O processo de fermentacdo possibilita a producdo de cervejas, vinhos,
produtos de panificagcéo, entre outros (TORTORA et al, 2012).

Muitos organismos, incluindo leveduras, outros fungos e bactérias, sintetizam
biopolimeros a partir da glicose, sendo que estes biopolimeros sao utilizados por
industrias de diversas areas (STEVENSON, 1974). Um exemplo de um biopolimero
encontrado em células de micro-organismos sdo o0s polissacarideos, que sao
moléculas constituidas por monossacarideos unidos por ligacdes glicosidicas,
formadas a partir da eliminacdo de uma molécula de agua entre o grupo hidroxila
hemiacetal de um residuo e um grupo hidroxila primario ou secundario de outro
residuo adjacente. Esses polimeros naturais, também chamados de glucanas, sédo
macromoléculas presentes em todos 0s organismos vivos, como por exemplo a
celulose e o amido dos vegetais, sendo, por tanto, um dos compostos mais
abundantes da biosfera (GLAZER; NIKAIDO, 1995).

3 Polissacarideos microbianos: um grande potencial biotecnolégico.

Os polissacarideos séo constituidos por mais de 20 unidades de

monossacarideos, formados por unidades repetidas de D-glicose, que se
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diferenciam no tipo de ligacdo glicosidica existentes entre essas unidades. Estes
polimeros podem desempenhar funcdes estruturais, de armazenamento de energia,
protecao celular, entre outras. Séo constituidos geralmente por unidades glicosidicas
em ligacéo alfa ou beta, sendo as beta-glucanas a forma predominante encontrada
em fungos (SUTHERLAND, 1998). Suas cadeias podem ser lineares, ramificadas ou
ciclicas e sua massa molecular pode variar de milhares a milhdes de Daltons.
Podem ainda ser constituidos pela unido de varias unidades de um mesmo
monossacarideo ou por unidades de monossacarideos diferentes (INGRAHAM J. L.;
INGRAHAM, C. A., 2011; SUTHERLAND, 1998).

No ambiente natural, algumas espécies de micro-organismos séo capazes de
secretar polissacarideos para o meio em que se encontram e tais polissacarideos
podem exercer diferentes funcdes, como a de adesao celular a superficies, protecao
contra a desidratacdo de estruturas celulares, auxiliar interagdes microbianas ou
podem estar associados a viruléncia (SUTHERLAND, 1998; RUAS-MADIEDO et al,
2002).

Fatores ambientais também podem exercer influencia sobre a producao de
polissacarideos de origem microbiana em habitat natural. Em alguns micro-
organismos, a fonte de carbono pode ser responsavel pela quantidade do
polissacarideo, bem como pela qualidade do produto sintetizado (KANG;
COTTRELL, 1979).

A grande maioria dos carboidratos encontrados na natureza ocorre como
polissacarideos. Os carboidratos eram considerados componentes biolégicos
simples, cuja fungéo se limitava ao armazenamento de energia e estrutura celular,
no entanto, pesquisas demonstraram que sua importancia em interacdes
moleculares complexas foi subestimada. Estudos revelaram que os carboidratos séao
capazes de estimular a resposta imunoldgica, aumentando o numero e a atividade
das células de defesa, podendo atuar também como moléculas sinalizadoras para
células e substancias que participam da resposta inflamatoria. Hoje, portanto, ja &
conhecida sua grande importancia em fungbes fisiologicas necessérias para o
reconhecimento celular e molecular, como intera¢cdes antigeno-anticorpo
(KREUZER; MASSEY, 2002).
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Os polissacarideos podem ser classificados em homopolissacarideos, quando
possui em toda sua extensdo somente um tipo de unidade monométrica ou em
heteropolissacarideos, quando séo formados por diferentes unidades ligadas entre si
(TONG et al., 2009). Alguns homopolissacarideos desempenham funcdo estrutural,
como é o caso da celulose e da quitina, outros, como por exemplo o amido,
apresentam como funcdo o armazenamento de energia. Os heteropolissacarideos,
por sua vez, provem suporte extracelular para diversos organismos, o
peptideoglicano, por exemplo, € um heteropolissacarideo formador da camada rigida
do envelope celular bacteriano (NELSON; COX, 2000).

A qualidade e fornecimento de polissacarideos produzidos por plantas e algas
marinhas utilizados no cultivo tradicional podem ser afetados por fatores ambientais,
com variacdes sazonais e eutrofizacdo. Muitos estudos vém sendo realizados com o
intuito de desenvolver polissacarideos com propriedades superiores as dos
polimeros existentes devido a diversidade de micro-organismos presentes na
biosfera (ASHTAPUTRE; SHAH, 1995). Além disso, varios estudos tém
demonstrado uma variacao estrutural em polissacarideos produzidos por um mesmo
micro-organismo, o que demonstra que diferentes polissacarideos podem ser
produzidos a partir de um Unico micro-organismo (SEVIOUR et al, 1992).

As glucanas sdo moléculas modificadoras da resposta bioldgica (MRBs), por
desencadear respostas no hospedeiro, através da ativacdo do sistema imunolégico
(BOHN; BEMILLER, 1995). A ativacdo do sistema imunoldgico via sistema
complemento, direta ou, com a atuacao de anticorpos, desencadeia a producéo de
fatores quimiotaticos que induzem a migracao de leucécitos para o sitio da infeccéo
(NICHOLAS; SHAUN, 2001). As B-glucanas tém sido reconhecidas por seu potencial
imunomodulador. Esse polimero, ao ser reconhecido por receptores especificos de
superficie celular desencadeia uma série de eventos advindos do sistema imune
(MAGNANI; CASTRO-GOMEZ, 2008).

As glucanas com ligagdes glicosidicas B-(1—3) e B-(1—3; 1—6) atuam
ativando células T “helper”, células natural “killer” e macrofagos. Acredita-se que a
modulacdo do sistema imunoldgico tem seu inicio no reconhecimento do polimero

por receptores especificos dos macrofagos ativando essas células (WILLIAMS,
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1997). Tais receptores identificados em células do sistema imunoldgico, como
macrofagos, mondcitos, neutréfilos e células natural Killer (NK), também foram
encontrados em células ndo pertencentes ao sistema imunolégico como células
endoteliais, fibroblastos, células do epitélio alveolar e de Langerhans (BROWN;
GORDON, 2003).

A auséncia de enzimas especificas para a degradacdo dessas moléculas
contribui para sua longa permanéncia no organismo de mamiferos, o que permite
gue os biopolimeros figuem acumulados em 6rgaos do sistema reticulo endotelial
sem sofrer alteracdes importantes, sendo assim a metabolizagdo ocorre de forma

lenta por oxidacdo (NONO et al, 1991), favorecendo a sua atividade biologica.

Alguns estudos tém comprovado efeitos benéficos da ingestdo continuada de
B-glucanas em humanos e animais. Estes polimeros vém se destacando entre os
ingredientes utilizados em alimentos funcionais (TOKUNAKA et al, 2002), atuando
como probidticos capazes de estimular seletivamente a microbiota benéfica presente
no trato intestinal do hospedeiro (PRZEMYSLAW; PIOTR, 2003), assim como reduzir
os indices de colesterol e glicemia sanguineos (KIM et al, 2006).

Estudos clinicos em camundongos revelaram que a administracdo de 1,3-
glucana sollaveis os protegem contra infecgcdes e em processos cirdrgicos diminuem
complicacBes sépticas e melhoram a sobrevida dos animais estudados (ENGSTAD
et al, 2002).

Estudos realizados com diferentes polissacarideos tém comprovado diversas
atividades biolégicas voltadas para saude humana. Polissacarideos constituidos por
ramnose, manose e galactose apresentaram eficdcia na cicatrizacdo de feridas
cutdneas provocadas por gueimaduras (He et al, 2014). Testes biol6gicos com
heteropolissacarideos constituidos por manana, galactana e glucana, extraidos de
Pleurotus ostreatuse e Chorella pyrenoidosa, apresentaram forte acado antitumoral
destes polissacarideos (TONG et al., 2009). Estudos realizados por Krizkova e
colaboradores (2001) comprovaram a atividade antimutagénica de glucomananas

isoladas de Candida utilis.
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Para desenvolver estudos com polissacarideos de origem microbiana sao
necessarios varios estagios como a selecdo de cepas, a producdo em meio de
cultura através de processo fermentativo, a otimizacdo do processo de producéo, a
caracterizacao estrutural e a analise de sua aplicagéo bioldgica.

A metodologia de extracdo dos polissacarideos permite subdividi-los em duas
fracbes devido ao seu grau de solubilidade em solucbes aquosas, sendo elas a
fracdo soluvel e a fracdo insoluvel. A fracdo solUvel possui caracteristicas estruturais
semelhantes a insolavel, mas com maior quantidade de ramificagbes em sua cadeia
principal (MANNERS et al, 1973). Segundo Kapteyn et al. (1997), a caracteristica
responsavel pela insolubilidade de heteropolissacarideos extraidos de S. cerevisiae
€ a ligagao entre o residuo terminal reduzido da quitina B (1-4) e o terminal néo
reduzido da B (1-3) glucana. A insolubilidade, além de dificultar a administracédo
medicamentosa dessa fracdo, pode também causar efeitos colaterais e baixa
digestabilidade, devido a sua resisténcia a hidrolise no trato digestivo (WILLIAMS,
1997; BRITO, 2013). Assim, se faz necessario o desenvolvimento de processos
capazes de solubilizar estas fracoes para eliminar seus efeitos colaterais e otimizar

sua atividade bioldgica.

Na biossintese dos carboidratos celulares, diferentes tipos de polissacarideos
sdo produzidos. Os exopolissacarideos (polissacarideos extracelulares) podem
permanecer envolvendo a célula como uma cépsula, ou podem ser completamente
expelidos no meio ambiente, deixando de ter contato com a mesma. Ja 0s
polissacarideos estruturais desempenham fun¢des importantes para a composi¢ao
celular (SOUZA; GARCIA-CRUZ, 2004).

Héa atualmente uma grande procura por novos polissacarideos estruturais de
parede celular (PEPC) e extracelulares (EPS), que possuam propriedades
interessantes para a industria, levando ao crescimento na identificacdo de micro-
organismos produtores. Diante disso, € de fundamental importancia a realizacao de
pesquisas envolvendo a aplicabilidade de novos polissacarideos produzidos por

micro-organismos.
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4 Polissacarideos extracelulares (EPS).

Os exopolissacarideos (EPS) sao metabolitos secundarios produzidos
durante a fase estacionaria do crescimento microbiano, definidos por
polissacarideos extracelulares secretados por grupos de bactérias e fungos
(SUTHERLAND, 1998).

Os exopolissacarideos de origem microbiana tém sido utilizados nos mais
diversos setores, tendo aplicacdes em industrias alimenticias, téxteis, de tintas, de
cosméticos, de papel, e farmacéuticas, como floculantes, espessantes ou
estabilizadores, substituindo os polissacarideos de macroalgas e plantas (KAWAI, et
al, 2006).

No ambiente natural, a producao de exopolissacarideos pode estar associada
a fatores com viruléncia, a interacdo entre planta e micro-organismo, protecdo da
célula microbiana contra dessecacdo e contra o ataque por bacteriéfagos e
protozoarios (SUTHERLAND, 1998). Exopolissacarideos de micro-organismos
encontrados em regides de frio extremo funcionam como uma estratégia para
manutencao desses organismos no ambiente, pois parecem conferir protecao contra
baixas temperaturas (SELBMAN et al, 2002). Pode-se dizer, portanto, que a
biossintese de exopolissacarideos, no ambiente natural, estd associada a

mecanismos de sobrevivéncia do organismo.

Muitos polissacarideos microbianos extracelulares possuem a capacidade de
produzir solucbes viscosas e géis em mei0o aquoso, mesmo em baixas
concentracbes. A reologia da fermentacdo e a viscosidade desses
exopolissacarideos podem modificar o meio de cultivo formando, de inicio, um fluido
Newtoniano de baixa viscosidade e finalizando com um fluido ndo Newtoniano de
alta viscosidade (MARGARITIS; PACE, 1985).

Fatores como pH, temperatura, concentracdo do EPS, massa molecular,
solubilidade e caracteristicas morfolégicas dos fungos produtores podem influenciar
na viscosidade das solu¢des de EPS, sendo quanto maior for a viscosidade, maior a
lucratividade do produto (BARBOSA et al, 2004). Entre os polissacarideos

microbianos ja utilizados comercialmente estdo a xantana, a dextrana, o alginato, a
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gelana, produzidos por bactérias e o0 escleroglucana e a pulana, produzidos por
fungos (GLAZER; NIKAIDO, 1995).

A partir de 1944 foram iniciadas experiéncias de aplicacdo de
exopolissacarideos como polimeros bioativos. Nelas a dextrana foi utilizada como
substituinte de plasma sanguineo com a finalidade de manter o volume de sangue
circulante bem como a pressdo osmotica em casos de perda macica de sangue
(SHINGEL, 2004).

Os exopolissacarideos (EPS) possuem uma estrutura altamente diversificada,
fator que possibilita extensa variacdo em suas propriedades fisicas e composi¢cdes
quimicas (SUTHERLAND, 1998). EPS microbianos tém sido utilizados como
produtos biotecnoldgicos por apresentarem diversas vantagens devido as suas
propriedades quimicas e fisicas Unicas, muitas vezes superando as dos
polissacarideos produzidos por vegetais e algas marinhas. Contudo seu custo de
producdo ainda é relativamente alto quando comparado aos tradicionais, devido ao
baixo rendimento da  produgcdo dos  micro-organismos  conhecidos,
consequentemente, sua exploragdo comercial ainda é muito baixa (SELBMANN et
al, 2002).

Os micro-organismos com maior capacidade de producdo de
exopolissacarideos possuem grande potencial para comercializa¢do, considerando a
habilidade desses polissacarideos se difundirem dentro da fase liquida durante o
processo de fermentacdo tornando mais simples a recuperagdo dos
exopolissacarideos do meio de fermentacdo (MARGARITIS; PACE, 1985).

Os exopolissacarideos podem ser extraidos do caldo fermentativo através de
centrifugacao, filtracdo e uso de agentes precipitantes. A centrifugacao sedimenta as
células, separando-as do EPS presente no meio extracelular. Apés a adicdo de
agentes precipitantes utiliza-se novamente a centrifugagdo que ir4 auxiliar na

sedimentacao do EPS. O etanol € o agente precipitante mais utilizado.

Segundo Pereira (2009) as pesquisas relacionadas ao uso medicinal de

exopolissacarideos tém se concentrado em aplicd-los como agentes
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anticancerigenos, no tratamento da artrite reumatoide, na sintese de antigenos para

producado de anticorpos e na protecéo contra danos oxidativos ao DNA.

5 Polissacarideos estruturais de parede celular (PEPC)

A parede celular de leveduras e outros fungos € uma estrutura rigida que tem
como funcdo a protecdo da célula, determinando o formato celular e mantendo a
integridade do organismo. Sua composicao é variada e apresenta estrutura quimica
especifica em cada espécie (TRABUSI; ALTERTHUM, 2008).

A conformacéo da parede celular apresenta um processo dinamico podendo
ser alterado para adaptar-se as alteracdes da fisiologia celular, como as que
ocorrem em fases de divisdo celular, e em mudancas morfologicas responsaveis
pela esporulacdo, conjugacdo ou formacdo de pseudo-hifas. A parede celular
fungica pode sofrer alteracbes também devido a fatores externos, mecanismos
compensatorios da parede celular, por exemplo, podem ser ativados em resposta a
agentes perturbadores da parede celular, permitindo remodelagéo da parede para a
lise celular de combate (KLIS et al., 2002). Essa estrutura celular pode possuir até
oito camadas, chegando a medir de 200 a 350 nm, compostas geralmente por
glucanas, mananas, quitina, proteinas e lipideos. Na parede celular da levedura
Saccharomyces cerevisiae, estes componentes encontram-se organizados por duas
camadas principais: a camada mais externa, composta por moléculas de manana
ligadas a proteinas e a mais interna, composta por moléculas de glucana
entrelacadas por fibrilas de quitina, formando uma estrutura interconectada por

ligacdes covalentes (KLIS et al., 2002).

As glucanas que compdem a parede celular s&o normalmente formadas por
polimeros de D-glicose, ligadas por pontes B-glicosidicas (TRABUSI; ALTERTHUM,
2008). As glucanas fungicas servem como arcabouco na formacéo da parede celular

de leveduras.

As glucanas de parede celular podem ser classificadas em dois subtipos
determinados pelo tipo de ligacdo glicosidica de suas moléculas: os de cadeias
longas com unidades 1,3-glicose que representa em torno de 85% do total da
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parede celular, e os de cadeias curtas com unidades 1,6-glicose representando
cerca de 15% do total da parede celular (KLIS et al., 2002).

Os polissacarideos fungicos sdo constituidos, em sua maioria, por (1—3)--D-
glucanas ou (1—6)-p-D-glucanas (ZHANG et al, 2002). Suas propriedades
dependem diretamente de suas caracteristicas fisicas, quimicas e estruturais de
cada biopolimero, como sua configuragdo anomérica (a ou [), conformagéo
molecular (linear, ramificada, helicoidal, agregacao entre cadeias), massa molecular,
tipos e grau de substituicho dos mondémeros, presenca de grupamentos, entre
outros. Sendo assim, a caracterizacdo quimica dos polimeros estudados se torna
imprescindivel para o direcionamento de sua aplicacao nas industrias (BARBOSA et
al, 2004).

A atividade biolégica dos polissacarideos depende diretamente de sua
estrutura quimica e de cada conformacao espacial de suas moléculas e pequenas
alteracdes moleculares sdo responsaveis por caracteristicas peculiares para novas
aplicacdes biotecnolégicas (COLLEONI-SIRGHIE et al, 2003). Caracteristicas como
tipo de ligagdo glicosidica, grau de ramificacdo e composi¢cdo monossacaridicas sao
responsaveis pelas suas propriedades fisicas e fisiolégicas (BURJACK, 2010). As
variacfes no grau de suas ramificacdes podem afetar diretamente a solubilidade das
moléculas dos polissacarideos e, consequentemente, alterar sua atividade bioldgica
(SUTHERLAND, 1998).

A aplicacdo terapéutica desses biopolimeros depende de sua estrutura
quimica e da conformidade espacial de cada macromolécula, por isso, torna-se
fundamental a realizacdo de estudos que tenham como objetivo a caracterizacédo da
estrutura quimica desses compostos (BARBOSA et al, 2004; SERRATO, 2008).

6. Dor e nocicepgéo

A dor é um dispositivo de defesa evolutivo que alerta o organismo para
estimulos nocivos capazes de lhe causar danos (WOOLF; SALTER, 2000). Ela pode
ser definida como uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel, associada a
uma lesdo tissular real ou potencial ou descrita em termos de tal dano (IASP, 1994).

A nocicepcao, por sua vez, € o componente fisiologico da dor, que ocorre através de



28

processos de transducdo, transmissdo e modulacdo do estimulo nociceptivo
(KLAUMANN et al, 2008).

A sinalizacdo da dor € desencadeada por mediadores quimicos como
aminoacidos excitatorios, peptideos, lipideos e citocinas, que causam a ativacdo das
fibras nociceptivas aferentes primarias A e C (SCHOLZ; WOOLF, 2002). Nestas
fibras, o estimulo é convertido em potenciais de acdo, que sdo projetados da
periferia para o corno dorsal da medula espinal, estabelecendo conexdes sinapticas
com neurdnios de segunda ordem (neurbnios espinais). Na medula espinal, o
impulso ascende para o tronco encefélico e tAlamo que, em seguida, transmitem a
informacdo nociva para o cortex, local onde esta é processada, e para sistema
limbico, que integra os aspectos emocionais e afetivos a experiéncia dolorosa

(KLAUMANN et al, 2008).

Os aspectos emocionais gerados pela experiéncia dolorosa nédo sao
detectaveis em animais, jA que 0S mesmos ndo conseguem verbalizar suas
sensacdes e emocgdes. Com isso, surgiu a necessidade de substituir os termos dor e
analgesia pelos termos nocicepcdo e antinocicepcdo ao utilizar modelos

experimentais de dor em animais (MILANO, 2008).

Na buscar para encontrar novos farmacos com atividade antinociceptiva e
poucos efeitos colaterais, estudos vém sendo realizados com bioprodutos como
agentes anti-inflamatorios nas varias fases de inflamacao (PATHER et al, 2011). Os
micro-organismos apresentam um potencial biotecnologico para saude humana e
animal ja reconhecido mundialmente, mas poucos foram devidamente investigados.
Sendo assim, pesquisas realizadas com micro-organismos ainda nao estudados
podem ter grande importancia para o desenvolvimento de novas drogas

antinociceptivas.
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CAPITULO 2

Extracéo, caracterizacao e avaliacdo da atividade antinociceptiva
de exopolissacarideos produzidos por Sporidiobolus ruineniae
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Resumo

Alguns micro-organismos possuem a capacidade de produzir polissacarideos
extracelulares (EPS) como metabdlitos secundarios para seu crescimento e
desenvolvimento em condi¢Bes desfavoraveis e para adesao celular a superficies.
Atualmente muitas pesquisas vém sendo realizadas para a busca de novos
exopolissacarideos, levando a um crescimento na identificagdo de micro-organismos
produtores de EPS. O presente estudo teve por objetivo extrair e elucidar a estrutura
quimica do polissacarideo extracelular obtido da levedura Sporidiobolus ruineniae,
micro-organismo isolado da regido do semi-arido baiano, bem como avaliar seu
efeito antinociceptivo. O EPS de Sporidiobolus ruineniae foi submetido a extracao
alcalina (NaOH 0,1 M). Foi obtida uma fragéo sollivel em &lcali com rendimento de
91% do extrato bruto. A caracterizag&o da estrutura molecular do EPS Sporidiobolus
ruineniae foi realizada utilizando-se espectrofotometro de infravermelho com
Transformada de Fourier (AsciiPeds PE IR Spectrum 1.60, Spectrum One FT-IR
Spectrometer). Essa analise revelou sua composicdo monossacaridica contendo
60% de glucose e 40% de manose. Para otimizacdo da producdo foi utilizada a
matriz experimental Doehlert com duas variaveis independentes (tempo e
temperatura). O maior rendimento (0,2759) foi obtido utilizando o tempo de 120 min
e a temperatura de extracdo de 70°C. Para a avaliacao da atividade antinociceptiva
foram realizados trés modelos experimentais de inducdo de nocicepcao (teste de
contorcdo abdominal, teste de formalina e teste de imersao de cauda). Os testes
evidenciaram que o EPS possui acdo antinociceptiva periférica, no entanto,
investigagbes  experimentais mais aprofundadas sdo necessarias para a
compreensao dos mecanismos de acdo do polissacarideo, assim com da sua
estrutura molecular.

Palavras-chave:
Micro-organismos, exopolissacarideo, atividade nociceptiva, purificacao.
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Abstract

Some microorganisms have the ability to produce extracellular polysaccharides
(EPS) as secondary metabolites for their growth and development under unfavorable
conditions and cell adhesion to surfaces. Currently many researches have been
carried out in search of new exopolysaccharides, leading to an increase in the
identification of microorganisms producers of EPS. This study aimed to extract and
elucidate the chemical structure of the extracellular polysaccharide obtained from the
yeast Sporidiobolus ruineniae, isolated microorganism of Bahia’s semi-arid region,
and to assess its analgesic effect. EPS Sporidiobolus ruineniae was subjected to
alkaline extraction (0,1M NaOH). A soluble fraction in alkali with yield of 91 % of the
crude extract was obtained. The characterization of the molecular structure of the
EPS Sporidiobolus ruineniae was performed using infrared Fourier Transform
spectrophotometer (PE AsciiPeds 1.60 IR Spectrum, Spectrum One FT-IR
Spectrometer). This analysis revealed a monosaccharide composition containing
60% glucose and 40% of mannose. For the production optimization Doehlert
experimental matrix with two independent variables (time and temperature) was
used. The highest yield (0,275g) was obtained using time 120 min and extraction
temperature 70 ° C. To evaluate the antinociceptive activity, three experimental
models of induction of nociception (abdominal writhing test, the formalin test and tail-
immersion test) were performed. The tests showed that the EPS has peripheral
antinociceptive action, however, more extensive experimental research is needed to
understand the mechanisms of action of polysaccharide, as well their molecular
structure.

Key words:

Microorganisms, exopolysaccharide, antinociceptive activity, purification.
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1lintroducéo

Alguns micro-organismos sintetizam polissacarideos e excretam polimeros
solaveis ou insolaveis, para fora de suas células. Exopolissacarideos (EPS) séo
carboidratos secretados para o meio extracelular, que podem formar capsulas ao
redor da célula, envolvendo a parede celular, ou podem ser exsudados
completamente, difundindo-se no caldo fermentativo durante o processo de
fermentacdo, gerando um aumento significativo na viscosidade do meio (SILVA et
al., 2006).

Uma rede de exopolissacarideos forma, no ambiente natural, um material
gelificado que fornece uma via porosa para difusdo dos nutrientes e oxigénio para as
células individuais (LEHNINGER; NELSON, 2011). As propriedades biolégicas de
polissacarideos hidrossolUveis apresentam grande potencial biotecnologico, sendo
utilizados por industrias de diversos setores como emulsificantes, estabilizantes,

espessantes e agentes de suspensao (FERREIRA et al, 2009).

Sua estrutura quimica e a conformacdo espacial sdo responsaveis por
caracteristicas peculiares dos polissacarideos, pelas quais diferentes aplicacdes
biotecnolégicas podem ser exploradas (COLLEONI-SIRGHIE et al, 2003).
Polissacarideos extracelulares tém sido utilizados em industrias alimenticias, téxteis,
de tintas, de cosméticos, de papel, e farmacéuticas (KAWAI, et al, 2006).

Os EPS também tém sido alvo de pesquisas devido ao seu potencial
imunomodulador, alterando a resposta biolégica de seu hospedeiro por ativar o seu
sistema imunolégico (MENDES et al, 2009). Além disso, seu uso na area medica se
mostra eficaz como matriz hidrofilica para a liberacéo de farmacos (MATRICARDI et
al, 2006), para o desenvolvimento de vacinas bacteriana, efeito hiperglicémico,
hipocolesterolémico, como agente cicatrizante e no controle de tumores (ZHANG et
al, 2007).

A selecdo de micro-organismos produtores de polissacarideos, que
apresentem propriedades bioldgicas economicamente interessantes, bem como,
estudos da otimizagc&do do rendimento e a produtividade da extracdo para obtencéo
destes é um desafio constante (SOUZA; GARCIA-CRUZ, 2004).
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Este artigo descreve os processos de extragdo, caracterizagao estrutural e
otimizacdo da producéo do exopolissacarideo soluvel em alcali obtido da levedura
Sporidiobolus ruineniae e a avaliagdo de sua atividade antinociceptiva utilizando

modelos experimentais de dor em camundongos.

2 Materiais e métodos

2.1 Procedéncia do micro-organismo.
A levedura Sporidiobolus ruineniae foi obtida do Laboratério de Enzimologia e
Tecnologia das Fermentacdes, situado na Universidade Estadual de Feira de

Santana.

2.2 Plagueamento

Inicialmente foi realizado um inoculo da levedura Sporidiobolus ruineniae em
solucéo salina estéril a 0,85% contendo 1 de absorbancia em 540 nm. Em seguida
foram feitas diluicbes seriadas. Trés diluicdes foram selecionadas e 0,1 mL de cada
diluicdo foi inoculada em triplicatas na superficie de placas de Agar YM. O inoculo foi
espalhado com uma alca de Drigalski, das placas de maior para as placas de menor
diluicdo, até que todo o excesso de liquido fosse absorvido. As placas foram
incubadas em temperatura de 35°C por 48 horas. Foram selecionadas placas com

20 a 250 colbnias tipicas de Sporidiobolus ruineniae para contagem das col6nias.

2.3 CondicgOes de cultura de Sporidiobolus ruineniae.

A levedura foi inoculada em placas contendo meio de cultura Agar YM para a
reativacdo do seu metabolismo celular utilizando a técnica de repique continuo. As
placas foram incubadas a 28°C (+ 1) por 24 horas e este procedimento foi repetido
por trés vezes consecutivas. O cultivo foi realizado em 100 mL do meio liquido YM
contendo (g/L): Extrato de levedura, 3,2, Extrato de malte, 3,0, Peptona de carne,
5,0, Glicose, 10,0, K;HPO,, 2,0, MgSO,4 2,7, KH,PO4 13,62. Os in6culos foram
padronizados em solucdo salina estéril a 0,45% contendo em média 3,28 x 10
UFC/mL de Sporidiobolus ruineniae. A incubacao foi realizada a 100 rpm por 5 dias

em um agitador rotativo a temperatura de 28°C. Apds a fermentacdo, o caldo
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fermentativo foi centrifugado (Centrifuga 5804R-Eppendorf, Sdo Paulo, Brasil), em
10000 rpm por 15 min a 4°C, e o sobrenadante, contendo o exopolissacarideo

produzido por Sporidiobolus ruineniae, foi utilizado para extrair o biopolimero.

2.4 Extracdo do exopolissacarideo obtido de Sporidiobolus ruineniae.

O caldo fermentativo (1000mL) foi centrifugado retirando-se o sobrenadante,
a este foi adicionado etanol absoluto na proporcdo 1:3 (sobrenadante/etanol) e
levado ao refrigerador por um periodo de 24 horas, sendo esta mistura centrifugada
para separar o precipitado, que foi colocado em estufa a 55°C para secagem até
peso constante. Apés a secagem, o material foi pesado e transferido para um
recipiente e acondicionado em temperatura ambiente. Ao exopolissacarideo
desidratado foram adicionados 10 volumes de NaOH 0,1 M. As extracbes foram
realizadas em temperatura de 70°C durante o periodo de 120 min. A suspensao foi
centrifugada a 10000 rpm durante 15 min. O sobrenadante foi seco em estufa a

temperatura de 55°C até peso constante (figura 1).

Figura 1: Fluxograma de extragdo do exopolissacarideo soltvel da levedura Sporidiobolus ruineniae.
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2.5 Modelo experimental para otimizacdo da producdo do EPS Sporidiobolus

ruineniae.

Para a otimizacao da producao foram utilizadas trés diferentes temperaturas
(50°C, 70°C e 90°C) utilizadas para extracdo do polissacarideo em diferentes
intervalos de tempo (60, 90, 120, 150 e 180 min). Os diferentes niveis de
temperatura e tempo de extracdo foram relacionados segundo o modelo
experimental Doehlert para o desenvolvimento de nove ensaios experimentais
(contendo cada ensaio 0,3 g do extrato bruto), sendo que trés destes foram
repeticbes do ponto central. Para a andlise estatistica deste trabalho foi utilizado o

software statistica®version 7.0.

2.6 ldentificacao estrutural do EPS Sporidiobolus ruineniae.

A caracterizagdo estrutural do polissacarideo estudado foi realizada
utilizando-se um espectrofotometro de infravermelho com Transformada de Fourier
(AsciiPeds PE IR Spectrum 1.60, Spectrum One FT-IR Spectrometer). O polimero
seco foi moido com brometo de potassio (KBr) em p6 e prensados em peletes por
medic&do espectral FT-IR na gama de 1500-4000 cm™. Na anélise por espectroscopia
de RMN, todos os espectros foram registrados a 300 K em um espectrometro Varian
Inova 500 operando a 11,7 t, observando-1H a 500 MHz e 13C a 125 MHz e usando
Sonda de detecc¢do direta de 5 mm. A amostra foi dissolvida em D20 / DMSO (6: 1)
e transferida para um tubo de RMN. Utilizou-se TMS como uma referéncia de desvio
quimico (5 0.0). O D20 (99,9%) e DMSO (99,9%) utilizados foram de procedéncia da

Cambridge Isotope Laboratories, EUA.

2.7 Composi¢cao monossacaridica do EPS Sporidiobolus ruineniae.

20 mg do polissacarideo foi hidrolisado com acido trifluoracetico (TFA) em
100°C durante 8 h, seguida de evaporacdo (RUTHES et al, 2013). As amostras
liquidas foram analisados em um Sistema HPLC EZChrom Elite, consistindo de
bomba VRW HITACHI L-2130, equipado com injetor automéatico VRW HITACHI L-
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2200 e detector de indice de refracdo (RlI) VRW HITACHI L-2490 e forno VRW
HITACHI L-2300, coluna Aminex® HPX-87H (300 mm x 7,8 mm i.d.) (9um) (BIO-
RAD, California, USA).

O volume de injecao foi de 12 pL e a fase moével utilizada de forma isocratica
constituida por agua. O fluxo da fase médvel foi de 0,4 ml/min em temperatura
ambiente. Tempo total de corrida de 16 min. Para a identificacdo do pico, padrdes
externos de glicose e manose foram utilizados. A determinacdo da composicao
monossacaridica foi feita em dois experimentos independentes com resultados

consistentes.
2.8 Estudos farmacolégicos.

A atividade antinociceptiva do EPS foi avaliada através de modelos
experimentais utilizando camundongos Swiss (25-30 g) provenientes do biotério da
Universidade Estadual de Feira de Santana. Os animais foram mantidos em salas
com temperatura controlada (22 + 2°C), com ciclos de claro/escuro 12-12 h, com
acesso a agua e racado ad libitum, antes de serem submetidos aos ensaios
biologicos. Os testes comportamentais eram iniciados as 8:00 e finalizados as 17:00
horas. Os procedimentos realizados com animais foram previamente aprovados pelo
Comité de Etica Animal da Universidade Estadual de Feira de Santana. Os
procedimentos para manejo, acondicionamento e uso dos animais foram realizados
de acordo com as recomendac¢fes da IASP para o estudo da dor em animais de
experimentacdo (ZIMMERMANN, 1983). A quantidade de animais utilizados nos
modelos experimentais e a intensidade dos estimulos a que foram submetidos foram
as minimas necesséarias para avaliar de forma consistente a atividade da droga

testada.

2.8.1Teste de contor¢cdo abdominal induzida por acido acético.

Foram administradas doses de 12,5, 25 e 50 mg/kg do exopolissacarideo, 10
mg/kg de indometacina (droga de referéncia) e solucéo salina (grupo controle) por
via intraperitoneal (i.p.). As drogas foram injetadas 30 min antes da administragédo do
acido acético (0.8% v/v, 10 ml/kg). Os animais foram colocados em camaras de

observacdo para avaliacdo do comportamento nociceptivo. A intensidade de
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nocicepcao foi quantificada pela contagem do nimero de contor¢des desenvolvidas
pelos camundongos em um periodo de 0 a 30 min apos a administracdo do acido
acético (COLLIER et al.,1968). A resposta de contorcdo abdominal consiste em

contragdo do musculo abdominal com o estiramento das patas traseiras.

2.8.2 Teste de formalina.

Para a realizacdo desse experimento foi injetada na pata posterior direita dos
camundongos 20 pL de solucdo de formalina 2,5% (0,92% de formaldeido em
salina) por via subcutanea. ApoOs a injecao, os animais foram colocados em uma
camara de observacdo. O comportamento nociceptivo dos animais foi observado até
30 minutos apods a injecdo. O teste de formalina consiste de 02 fases: A primeira
fase (fase neurogénica) que compreende o intervalo de 0 a 5 minutos e a segunda
fase (fase inflamatéria) que compreende o intervalo de 15 a 30 minutos. A
intensidade de nocicepcao foi determinada por contagem do tempo em que 0sS
camundongos passavam lambendo e/ou mordendo a pata injetada com solucéo de
formalina (DUBUISSON; DENNIS, 1977). Foram administradas doses de 12,5, 25 e
50 mg/kg do exopolissacarideo e solugdo salina (grupo controle) por via
intraperitoneal (i.p.) e 5 mg/kg de morfina (droga de referéncia) por via subcutanea
(s.c.) 30 min antes da injecao de formalina.

2.8.3 Teste de imersdo da cauda (tail flick).

O teste de imersao da cauda em camundongos foi conduzido segundo Sewell
e Spencer (1976) com pequenas alteracdes em sua metodologia. Os animais foram
ambientados em camaras de contencdo durante quatro dias antes da realizacao
desse experimento (20 min por dia). Durante o experimento, os animais foram
colocados no sistema de contencéo, a ponta da cauda (2 cm) foi imersa num banho
de agua a 48.C £ 0.5°C e o tempo para o reflexo de retirada da cauda foi
mensurado. Cada camundongo foi testado inicialmente sem a administracdo de
drogas. Os animais que néo apresentaram o reflexo de retirada da cauda em 5s
foram excluidos dos testes, os demais foram selecionados para compor 0S grupos

experimentais: grupo controle negativo (salina, i.p.), 50, 100 e 200 mg/kg do
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exopolissacarideo e morfina (5 mg/kg, s.c.; droga de referéncia). A avaliagdo da
nocicepcao foi testada em 0,5, 1, 3 e 5 horas apds a administracdo de das drogas. O
tempo maximo de permanéncia da cauda foi 10 s para evitar danos nos tecidos da

cauda.

2.8.4 Drogas e diluicdes.

As drogas foram adquiridas a partir dos laboratorios: Sigma®Chemical Co.,
St. Louis, MO, EUA (indometacina), Merck® (formaldeido e acido acético) e
Cristalia® (morfina). A indometacina foi dissolvida em Tris-HCI0.1 M pH 8,0 esolugéo
salina fisiolégica. Drogas restantes foram dissolvidas em solugédo salina fisioldgica.

2.8.5 Andlise estatistica dos experimentos com animais.

Os dados sao apresentados como meédias + erro padrdo da média (EPM) de
7-6 animais em cada grupo experimental. As comparacfes entre os grupos foram
avaliados por analise de variancia (ANOVA), seguida pelo teste de Bonferroni. As

diferengas estatisticas foram consideradas significantes a P <0,05.

3 Resultados

3.1 Extracdo do exopolissacarideos Sporidiobolus ruineniae.

A producao do extrato bruto (fracdo sollvel e insollvel) do exopolissacarideo
obtido da levedura Sporidiobolus ruineniae foi de 4,66 g em 1000mL. O rendimento
obtido na extracdo da fracdo alcali soluvel do EPS foi de 0,910g em 1g do extrato

bruto em temperatura de 70°C durante 120 min.

Na otimizacdo da extracdo dos exopolissacarideos solluveis produzidos pela
levedura Sporidiobolus ruineniae, os parametros tempo de extracdo de 120 min e
temperatura a 60°C foram os que mais influenciaram no sistema, apresentando o
rendimento de EPS de 0,274 g em 0,3 g do extrato bruto (tabela 1).
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Tabela 1: Matriz experimental Doehlert usada para a otimizagao da extracdo do exopolissacarideo
solivel em alcali obtido de Sporidiobolus ruineniae.

ENSAIO | TEMPERATURA(’C) |  TEMPO (MIN) EPS (g)
1 90 90 0,249

2 90 150 0,237

3 70 60 0,247

4C 70 120 0,271
5C 70 120 0,275
6C 70 120 0,273

7 70 180 0,248

8 50 90 0,254

9 50 150 0,250

De acordo com os resultados da andlise de variancia (tabela 2), o modelo
experimental utilizado esta adequado, apresentando o valor do coeficiente de
determinacdo R? 0,96, estando a regressao significativa (P<0,05) com o valor de F
de 14,13835 e a falta de ajuste nao significativa (P<0,05) com valor de 12,0425.

Tabela 2: ANOVA do modelo de regressao para a otimizacao de polissacarideo EPS extraido da
levedura Sporidiobolus ruineniae.

Fonte de variacao SQ gl MQ F calculado F tabelado R-sqr
Regressao 0,0014138 5 0,000282767 14,13835 9,01 0,96
Residuo 0,000056 3 0,00002

Falta de ajuste 0,0000481 1 0,00004817 12,0425 18,5

Puro erro 0,000008 2 0,000004

SQ total 0,001470

Pelo gréfico tridimensional de superficie de resposta ilustrado (figura 2) pode-
se visualizar a area de maior rendimento do EPS no dominio experimental do

processo de extracao.
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Figura 2: Gréfico de superficie de resposta mostrando o efeito do tempo e temperatura na otimizacao
da extragdo do EPS soluvel.
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Figura 3: Diagrama de Pareto relativo aos efeitos do nivel do tempo e temperatura na otimizagdo da
extracdo do EPS soluvel.
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3.2 Caracterizacdo do exopolissacarideo por analise espectroscépica

A analise espectrofotométrica para a identificacdo da composi¢ao
monossacaridica por HPLC do exopolissacarideo produzido por S. ruineniae revelou
a presenca de acucares neutros na proporcdo de 3: 2 para unidades de glicose e
manose - EPS (figura 4). Os espectros de RMN (dados n&o mostrados)
apresentaram baixa resolucdo e estudos posteriores serdo realizados para

completar a caracterizacao estrutural.

Figura 4: HPLC-RI cromatograma da composi¢do de monossacarideos de EPS produzidos por
S.ruineniae.
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3.3 Estudos farmacolégicos.
3.3.1 Teste de contor¢cdo abdominal induzida por &cido acético.

A atividade antinociceptiva do exopolissacarideo produzido por Sporidiobolus
ruineniae foi avaliada inicialmente, utilizando-se o modelo experimental de indugao
de contorcbes abdominais por injecdo peritoneal de acido acético (0,8% v/v, 10
mil/kg). O exopolissacarideo, quando administrado nas doses de 12,5, 25 e 50
mg/kg por via intraperitoneal, obteve uma inibicdo significante do comportamento
nociceptivo dos animais tratados em relacdo ao controle negativo (p<0,05). A
indometacina (10 mg/kg), controle positivo administrado por via intraperitoneal
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também produziu uma significante inibicdo das contor¢Bes abdominais (p<0,05)

(figura 5).

Figura 5: Avaliacdo da atividade antinociceptiva do EPS Sporidiobolus ruineniae no teste de
contor¢cBes abdominais induzidas por acido acético. O controle negativo (Salina), o EPS (12,5; 25
e 50 mg/kg) e indometacina (10mg/kg) foram administrados por via intraperitoneal (i.p.) 30 antes do
teste de contor¢cdes abdominais induzidas por acido acético. A atividade antinociceptiva do EPS foi
avaliada pela reducédo do numero de contor¢ées abdominais do animal quando comparado com o
controle negativo. Dados sdo expressos como média + E.P.M. (n= 6 para cada grupo).
*significantemente diferente em relacdo ao grupo controle (p<0,05), determinado pelo teste de
ANOVA de uma via seguido pelo teste de Bonferroni.
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3.3.2 Teste de formalina.

O exopolissacarideo (EPS Sporidiobolus ruineniae), administrado nas doses
12,5, 25 e 50 mg/kg, por via intraperitoneal (i.p.), ndo apresentou inibicdo da fase
inicial (0-5 min) no comportamento nociceptivo dos animais observados, quando
comparado ao controle negativo. Entretanto, a dose de 50 mg/kg do
exopolissacarideo (EPS Sporidiobolus ruineniae) foi capaz de inibir a fase
inflamatéria ou final (15-30min) do teste de formalina (P<0,05). A morfina (5 mg / kg)
foi utilizada como controle positivo (P <0,05) (figura 6).
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Figura 6: Avaliacdo da atividade antinociceptiva do EPS Sporidiobolus ruineniae no teste de
formalina. O controle negativo (Salina), o EPS (12,5; 25 e 50 mg/kg) foi administrado por via
intraperitoneal (i.p.) e a morfina (5mg/kg) por via subcutdnea (s.c.). A figura representa a fase
neurogénica (A) e a fase inflamatéria (B). A atividade antinociceptiva do EPS foi avaliada pela
reducdo do tempo de reacdo da pata injetada com a formalina quando comparado com o controle
negativo. Dados sdo expressos como média £ E.P.M. (n= 6 para cada grupo). *significantemente
diferente em relacdo ao grupo controle (p<0,05), determinado pelo teste de ANOVA de uma via
seguido pelo teste de Bonferroni.
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3.3.3 Teste de imersao da cauda (Tail flick).

O Exopolissacarideo obtido de Sporidiobolus ruineniae foi administrado em
doses de 50, 100 e 200 mg/kg para a avaliacao da atividade antinociceptiva central.
O tratamento com o EPS nas doses testadas nao alterou o tempo de reacao de
retirada da cauda em relacdo ao controle negativo. A morfina, farmaco de referéncia,
foi administrada na dose de 5mg/Kg, por via subcutéanea (s.c.), 30 min antes do
teste, a eficacia antinociceptiva desta droga foi comprovada por ocasionar um
aumento significante da resposta de retirada da cauda até 1 h apos a administracéo
(Tabela 3).
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Tabela 3: Avaliacdo da atividade antinociceptiva do EPS Sporidiobolus ruineniae no teste de
imersédo de cauda. O controle negativo (Salina), o EPS (50; 100 e 200 mg/kg) foi administrado por
via intraperitoneal (i.p.) e a morfina (5mg/kg) por via subcutanea (s.c.) 30 antes do teste de imerséo
de cauda. Os resultados foram expressos como a média + EPM de 6 animais para cada grupo,
comparado ao grupo controle (salina). *significantemente diferente em relacdo ao grupo controle
(p<0,05), determinado pelo teste de ANOVA de duas vias seguido pelo teste de Bonferroni

Dados Basal 30 min 1h 3h 5h
CONTROLE Média 1,09 1,33 1,84 1,44 1,51
NEGATIVO E.P.M. 0,21 0,23 0,39 0,33 0,16
EPS 50 Média 1,69 1,88 2,27 1,92 2,07
mg/kg E.P.M. 0,42 0,32 0,31 0,27 0,47
EPS 100 Média 1,42 1,67 1,76 1,74 1,70
mg/kg E.P.M. 0,33 0,35 0,28 0,36 0,32
EPS 200 Média 1,88 2,09 1,75 1,98 2,06
mg/kg E.P.M. 0,28 0,37 0,27 0,35 0,44
MOREINA Média 1,51 8,79*% 7,76% 4,78 3,05
5 mg/kg E.P.M. 0,24 0,52 0,55 0,50 0,23

4 Discussao:

Nesse estudo, utilizou-se a levedura Sporidiobolus ruineniae, micro-
organismo isolado da regido do semiarido baiano, para a obtencéo de polissacarideo

extracelular, caracterizagao estrutural e avaliagdo de seu potencial antinociceptivo.

O polissacarideo foi separado em duas fracdes segundo sua solubilidade em
alcali; uma insoluvel e outra soluvel. Pelo fato da fragéo alcali insollvel ser de dificil
administragcdo medicamentosa, e a possibilidade de poder causar reacdes adversas,
como formacdo de granulomas, microembuliza¢Ges, inflamacédo, dor, entre outras
(SANDULA et al., 1999) esta fracdo ndo foi utilizada nos testes biolégicos, sendo
utilizada para o prosseguimento do estudo a fracdo alcali soluvel, devido as
vantagens que apresenta em administragdo medicamentosa e facilidade de
absorcao (BOHN; BEMILLE, 1995).



49

No processo de extracdo do polissacarideo extracelular sollivel em alcali os
resultados demonstraram que o tempo e a temperatura utilizados na extracado do
polissacarideo exerceram igual influéncia (figura 3), sendo que o maior rendimento,
0,275g, ocorreu no intervalo de tempo de 120 min na temperatura de 70°C (tabela
1).

Os célculos estatisticos foram realizados através da analise de variancia
(ANOVA). De acordo com esta analise, ndo foram encontradas evidéncias de
diferencas significativas, ao nivel de 5% de probabilidade entre os tratamentos com

relacdo a producéo do EPS (tabela 2).

A caracterizacdo molecular do exopolissacarideo revelou que o EPS de
Sporidiobolus ruineniae € um heteropolissacarideo composto por unidades de
glucose (60%) e de manose (40%) (figura 4). Pereira (2009) verificou em seu
trabalho, que o EPS soluvel produzido por Trametes versicolor apresentou em sua
composi¢cdo monossacaridica 52% de glicose, 19% de manose, 15% galactose e 0s
monossacarideos fucose, xilose e ramnose, que somados compunham 14% do total

do biopolimero.

A percepcdo dolorosa é um processo frequentemente desencadeado por um
estimulo nocivo, que ao gerar sofrimento provoca reacfes de alteracdo do
comportamento (KLAUMANN et al., 2008). A avaliacdo da atividade antinociceptiva
foi realizada através da observacdo do comportamento nociceptivo de camundongos
submetidos a trés modelos experimentais de dor: Teste de contor¢gdo abdominal,

Teste de formalina e Teste de imersao da cauda.

O teste de contor¢cdo abdominal induzida pela injecdo do acido acético na
cavidade peritoneal € um modelo inespecifico por detectar drogas, tanto de acgéo
central quanto de acédo periférica. Este modelo é muito utilizado em triagens iniciais
para avaliar a acdo antinociceptiva de novas drogas. A resposta ao estimulo
doloroso se da através de contorcdes da regido abdominal seguidas de rotacdo do
tronco e extensdo dos membros posteriores (COLLIER et al, 1968). Os resultados
indicam que o EPS Sporidiobolus ruineniae possui uma significante acao

antinociceptiva em todas as doses testadas (12,5, 25 e 50 mg/kg).
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O teste de formalina € um modelo experimental utilizado para avaliar a
efetividade de agentes antinociceptivos através de lesdo tecidual provocada pela
injecdo de formalina diluida na pata traseira de camundongos ou ratos (HUNSKAAR,;
HOLE, 1987; DUIBUISSON; DENNIS, 1997). Este modelo € composto por duas
fases. A primeira fase (fase neurogénica) tem inicio imediatamente apds a injecéo
de formalina, se estendendo por cinco minutos e esta fase esta relacionada a
estimulacdo direta de nociceptores. A segunda fase (fase inflamatéria) ocorre entre
quinze e trinta minutos apods a injecdo e esta associada a liberacdo de mediadores
pro-inflamatérios (HUNSKAAR; HOLE, 1987). As doses testadas do EPS néo foram
capazes de inibir o comportamento nociceptivo da fase neurogénica, mas a dose de
50 mg/kg do EPS Sporidiobolus ruineniae apresentou inibicdo significante na fase
inflamatoria, confirmando a acdo antinociceptiva do EPS estudado.

O teste de imersdo da cauda (Tail flick) consiste introducdo da porgéo apical
da cauda de camundongos ou ratos em agua com temperatura acima de 40°C como
estimulo nociceptivo, provocando movimento de retirada da cauda (OLIVEIRA et al,
2009). O aumento do tempo de retirada é considerado um parametro para avaliar a
acao antinociceptiva central (FISCHER et al, 2008). O tratamento com EPS
Sporidiobolus ruineniae ndo provocou aumento do tempo de reacdo reflexa de
retirada da cauda, quando comparada ao grupo controle, demonstrando que este

polissacarideo ndo apresenta acdo antinociceptiva central.

O uso de ensaios experimentais para avaliar a eficacia e seguranca de um
novo farmaco é de fundamental importancia. Os modelos experimentais de
nocicepcgado realizados neste trabalho representam o inicio de estudos necessarios
para avaliar a acdo de substancias com potencial farmacoldgico. Os resultados
obtidos indicaram que o exopolissacarideo extraido da levedura Sporidiobolus
ruineniae possui agdo antinociceptiva periférica. Esta acdo ocorre, provavelmente,
pela inibicdo de mediadores inflamatérios. Entretanto, s&o necessarios mais estudos
para determinacdo de sua estrutura quimica e da elucidagdo das vias de efeito

antinociceptivo envolvidas.
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Extracao, caracterizacao e avaliagcao antinociceptiva de
polissacarideo estrutural de parede celular obtidos de
Sporidiobolus ruineniae

53



54

Resumo

A dor é uma experiéncia sensorial e emocional associada a uma lesdo real ou
potencial, que age como um sistema de alerta protetor do organismo, a fim de evitar
grande injuria ou dano tecidual. A nocicepcdo, por sua vez, representa o
componente fisiologico da dor, sendo ocasionada pela ativacdo dos nociceptores
através de estimulos variados. As drogas analgésicas disponiveis no mercado
podem desenvolver reacfes adversas aos seus consumidores. Assim, 0
desenvolvimento de substancias naturais que possam tratar de forma eficaz os
estados dolorosos tem sido um importante desafio. Estudos desenvolvidos com
polissacarideos estruturais de parede celular de leveduras tém demonstrado que
estes biopolimeros apresentam diversas atividades biologicas vinculadas a estrutura
quimica de suas moléculas. Neste trabalho foram estudadas a extragéo,
caracterizacdo estrutural e a avaliacdo da atividade antinociceptiva do
polissacarideo estrutural de parede celular (PEPC) extraido da levedura
Sporidiobolus ruineniae, uma levedura isolada da regido do semi-arido baiano. Os
procedimentos de extracdo do PEPC Sporidiobolus ruineniae possibilitaram a
obtencdo de sua fracdo solivel com o rendimento de 20,75% do total do extrato
bruto. A estrutura molecular do Sporidiobolus ruineniae foi caracterizada por
espectrofotometro de infravermelho com Transformada de Fourier (AsciiPeds PE IR
Spectrum 1.60, Spectrum One FT-IR Spectrometer). Essa analise revelou sua
composicdo monossacaridica contendo 80% de unidades glucose e 20% de
manose. A espectroscopia por ressonancia magnética nuclear revelou sinal
caracteristico de B-glucana (6C 104,4), também foram observados sinais 6 169,8 e &
52,8, que foram atribuidos a carbonos C-6 e metil das unidades esterificadas do
acido galacturdnico (GalUA), respectivamente. Para otimizacdo da producdo foi
utiizada a matriz experimental Doehlert com duas varidveis independentes
(concentracdo de NaOH e temperatura). A extracdo com concentracao de hidroxido
de sodio a 5% e temperatura a 60 °C obteve rendimento de 0,1125¢g, sendo este o
maior obtido nos ensaios realizados. A avaliacdo da atividade antinociceptiva foi
realizada através da realizacdo de trés modelos experimentais de nocicepcao (teste
de contorcdo abdominal, teste de formalina e teste de imersdo de cauda). Os testes
evidenciaram que o PEPC Sporidiobolus ruineniae possui acdo antinociceptiva
periférica.

Palavras-chave:

Micro-organismos, polissacarideo, atividade farmacolodgica.
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Abstract

Pain is a sensory and emotional experience associated with actual or potential injury,
which acts as a warning system protector of the organism in order to avoid major
injury or tissue damage. Nociception representes the physiological component of
pain, being caused by activation of nociceptors by various stimuli. The analgesic
drugs available in the market may develop adverse reactions to their consumers.
Thus, the development of natural substances that can effectively treat the painful
states has been a major challenge. Studies developed with structural
polysaccharides of yeast cell wall have shown that these biopolymers have various
biological activities related to the chemical structure of its molecules. This paper
studied the extraction, structural characterization and evaluation of antinociceptive
activity of the cell wall structural polysaccharide (PEPC) extracted from Sporidiobolus
ruineniae yeast, an isolated yeast of Bahia’s semi-arid region. Extraction procedures
of PEPC Sporidiobolus ruineniae allowed obtaining their soluble fraction with the
yield of 20.75% of the total crude extract. The molecular structure of Sporidiobolus
ruineniae was characterized by IR Fourier Transform spectrophotometer (PE
AsciiPeds 1.60 IR Spectrum, Spectrum One FT-IR Spectrometer). This analysis
revealed a monosaccharide composition containing 80% glucose units and 20%
mannose. The nuclear magnetic resonance spectroscopy revealed a characteristic
sign of B-glucan (8C 104.4) and signs © 169.8 and d 52.8, which were attributed to
carbon C-6 and to the methyl esterified galacturonic acid units (GalUa), respectively.
For the production optimization, Doehlert experimental matrix with two independent
variables (NaOH concentration and temperature) was used. The extraction with
sodium hydroxide concentration of 5% and temperature of 60 ° C obtained 0,1125¢g
yield, this being the maximum obtained in the tests. The evaluation of the
antinociceptive activity was achieved by the conduction of three experimental models
of nociception (abdominal writhing test, the formalin test and tail-immersion test). The
tests showed that the PEPC Sporidiobolus ruineniae has peripheral antinociceptive
action.

Key words:

Microorganisms, polysaccharide, antinociceptive activity.
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1 Introducéo

Segundo a Associacdo Para o Estudo da Dor (IASP, 1994), a dor pode ser
definida como “uma experiéncia sensorial ou emocional desagradavel vinculada a
uma lesao tecidual real ou potencial, ou descrita em termos de tal dano”. A dor
ocorre, geralmente, em resposta a estimulo nocivo ou potencialmente nocivo, sendo
uma experiéncia complexa por possuir componentes cognitivos, motivacionais e
afetivos, que podem alterar respostas e comportamentos (TAMBELI, 2014). O
componente fisiolégico da dor é denominado de nocicepcao, este compreende 0s
processos de transducado, transmissdo e modulacdo de estimulos que ativam
receptores sensoriais especializados, os nociceptores (KLAUMANN et al, 2008;
FEIN, 2014). O organismo, ao sofrer um dano tecidual, desenvolve primeiramente
uma defesa que envolve etapas integradas e constituidas por diferentes

componentes do sistema imunolégico (CRUVINEL et al, 2010).

Polissacarideos s&o biopolimeros amplamente encontrados em vegetais,
fungos, bactérias, algas e animais (MELO, 2010). Nos dultimos anos, 0s
polissacarideos isolados de micro-organismos tém atraido muita atenc@o por
exercerem papel importante na comunicacado entre células, na adesao celular e no
reconhecimento molecular do micro-organismo pelo sistema imunolégico do
hospedeiro (MAGNANI; CASTRO-GOMEZ, 2008). Moléculas que compdem a
superficie de micro-organismos, como glucanas, lipopolissacarideos, residuos de
manose, entre outros, constituem os chamados Padrdes Moleculares Associados a
Patogenos (PAMPSs). Estas moléculas ativam a resposta imune por interagiram com
Receptores de Reconhecimento Padrao (RRP) presentes em células especificas do
hospedeiro (CRUVINEL et al, 2010).

A parede celular dos micro-organismos é uma estrutura altamente complexa
composta basicamente por quitina, glucanas e/ou mananas (FUKUDA et al, 2009).
Trata-se de uma organela que recobre a superficie celular sendo responsavel pela
protecdo, manutencdo da morfologia da célula e a modulacédo da adesao celular ao
substrato. A composicao e estrutura da parede celular das leveduras podem variar
com a espécie e condi¢cdes de cultura e tais mudancas podem influenciar em suas
fungbes fisiologicas (KIM; YUN, 2005; VOLMAN et al, 2008). Os biopolimeros
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estruturais da parede celular de leveduras tém sido objeto de intensa pesquisa,
tendo em vista seu elevado potencial de aplicacdo em diferentes setores da industria
(BARBOSA et al, 2004).

A parede celular de muitas leveduras pode ser constituida por
heteropolissacarideos, polimeros responsaveis pela manutencdo da rigidez e
integridade da parede celular. (SEVIOUR et al, 1992; MAGNANI; CASTRO-GOMEZ,
2008). Estes biopolimeros sédo constituidos por B-glucanas intricadas com residuos
de manose, glucose, galactose e/ou ramnose, unidas por ligacdes glicosidicas que
se diferenciam pelo grau de ramificagdes, tipos de ligacdes, conformacdo espacial e
peso molecular de suas cadeias, podendo apresentar assim, diferentes composi¢coes
e funcdes (TONG et al, 2009).

A glucomanana é um heteropolissacarideo composto por unidades de glucose
e manose. Estudos recentes tém revelado propriedades farmacolégicas deste
biopolimero, sendo associado a uma série de aplicacbes na saude devido a sua
atividade imunomoduladora (TESTER; AL-GHAZZEWI, 2013).

Conhecendo-se a necessidade de se obterem novos produtos naturais com
potencial atividade biol6gica, este trabalho teve por objetivo a extracdo, a
caracterizacao estrutural e avaliacdo da atividade antinociceptiva do polissacarideo

estrutural de parede celular (PEPC) extraido da levedura Sporidiobolus ruineniae.

2 Materiais e métodos

2.1 Procedéncia do micro-organismo

Este estudo foi realizado utilizando-se a levedura Sporidiobolus ruineniae
obtida do banco de micro-organismos do Laboratério de Enzimologia e Tecnologia

das Fermentacgdes, localizado na Universidade Estadual de Feira de Santana.

2.2 Plaqueamento
Inicialmente foi realizado um indculo da levedura Sporidiobolus ruineniae em
solucéo salina estéril a 0,85% contendo 1 de absorbancia em 540 nm. Em seguida

foram feitas diluicbes seriadas. Trés diluicdes foram selecionadas e 0,1 mL de cada
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uma delas foi inoculada em triplicatas na superficie de placas de Agar YM. O in6culo
foi espalhado com uma alca de Drigalski, das placas de maior para as placas de
menor diluicdo, até que todo o excesso de liquido fosse absorvido. As placas foram
incubadas em temperatura de 35°C por 48 horas. Foram selecionadas placas com

20 a 250 colbnias tipicas de Sporidiobolus ruineniae para contagem das colbnias.

2.3 Condicbes de cultura de Sporidiobolus ruineniae.

A levedura estudada foi inoculada em solucédo salina e acondicionada em
frasco de 250 mL Erlenmeyer contendo 100 mL do meio de cultura YM (g/L): Extrato
de levedura, 3,2, Extrato de malte, 3,0, Peptona de carne, 5,0, Glicose, 10,0,
K2:HPOy4, 2,0, MgSO4 2,7, KH,PO,4 13,62. Realizou-se a padronizacéo do inéculo em
solucdo salina estéril a 0,45% contendo em média 3,28 x 10 UFC de Sporidiobolus
ruineniae. A fermentacgéao foi realizada a 100 rpm por 5 dias em um agitador rotativo
a temperatura de 28°C. Posteriormente, o caldo fermentativo foi centrifugado
(Centrifuga 5804R -Eppendorf, Sdo Paulo, Brasil), em 10000 rpm por 15 min a 4°C.
O material precipitado contendo as células de Sporidiobolus ruineniae foi utilizado

para extracdo do polissacarideo.

2.4 Extracdo do polissacarideo estrutural de parede celular (PEPC
Sporidiobolus ruineniae).

A biomassa celelar obtida apods a centrifugacdo do caldo fermentativo (2,339
para 1000mL de caldo fermentativo) foi colocado em estufa a 55°C para secagem
até peso constante e em seguida foram adicionados 10 volumes de NaOH 1 M a
biomassa seca. Essa suspenséao foi colocada em banho-maria em temperatura de
70°C por 120 min. Posteriormente, o material foi centrifugado a 10000 rpm durante
10 min. Ao sobrenadante foi adicionado etanol absoluto na propor¢cdo 1:3
(sobrenadante/etanol), levado ao refrigerador por 12 horas (overnight) e, depois
deste periodo foi centrifugado a 10000 rpm durante 15 min. O precipitado foi

colocado em estufa a temperatura de 55°C até peso constante. Apos a secagem o
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material foi pesado e acondicionado em recipiente em temperatura ambiente (figura
1).

Figura 1: Fluxograma de extracdo do polissacarideo estrutural de parede celular solavel da levedura
Sporidiobolus ruineniae.
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2.5 Modelo experimental para otimizacdo da producdo do PEPC Sporidiobolus

ruineniae.

A otimizacdo da producdo foi realizada utilizando-se trés diferentes
temperaturas (50°C, 60°C e 70°C) e cinco concentracdes de NaOH (1%, 2%, 3%,
4% e 5%). Os diferentes niveis de temperatura e concentracdo foram relacionados
segundo o modelo experimental Doehlert para o desenvolvimento de nove ensaios
experimentais (contendo cada ensaio 0,5 g do extrato bruto), sendo que trés destes
foram repeticbes do ponto central. Para a analise estatistica deste trabalho foi

utilizado o software statistica®version 7.0.
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2.6 Identificagao estrutural do PEPC Sporidiobolus ruineniae.

A caracterizagdo estrutural do polissacarideo estudado foi realizada
utilizando-se um espectrofotdmetro de infravermelho com Transformada de Fourier
(AsciiPeds PE IR Spectrum 1.60, Spectrum One FT-IR Spectrometer). O polimero
seco foi moido com brometo de potédssio (KBr) em pd e prensados em peletes por
medic&do espectral FT-IR na gama de 1500-4000 cm™. Na anélise por espectroscopia
de RMN, todos os espectros foram registrados a 300 K em um espectrémetro Varian
Inova 500 operando a 11,7 t, observando-1H a 500 MHz e 13C a 125 MHz e usando
Sonda de deteccéo direta de 5 mm. A amostra foi dissolvida em D20 / DMSO (6: 1)
e transferida para um tubo de RMN. Utilizou-se TMS como uma referéncia de desvio
quimico (5 0.0). O D20 (99,9%) e DMSO (99,9%) utilizados foram de procedéncia da

Cambridge Isotope Laboratories, EUA.

2.7 Composicdo monossacaridica do PEPC Sporidiobolus ruineniae.

O polissacarideo (20 mg) foi hidrolisado com acido trifluoracetico (TFA) em
100°C durante 8 h, seguida de evaporacdo (RUTHES et al, 2013). As amostras
liquidas foram analisados em um Sistema HPLC EZChrom Elite, consistindo de
bomba VRW HITACHI L-2130, equipado com injetor automéatico VRW HITACHI L-
2200 e detector de indice de refracdo (RlI) VRW HITACHI L-2490 e forno VRW
HITACHI L-2300, coluna Aminex® HPX-87H (300 mm x 7,8 mm i.d.) (9um) (BIO-
RAD, California, USA).

O volume de injecédo foi de 12 yL e a fase médvel utilizada de forma isocratica
constituida por agua. O fluxo da fase movel foi de 0,4 ml/min em temperatura
ambiente. Tempo total de corrida de 16 min. Para a identificacdo do pico, padrdes
externos de glicose e manose foram usados. A determinagdo da composi¢cao
monossacaridica foi feita em dois experimentos independentes com resultados

consistentes.
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2.8 Estudos farmacoldgicos

Foram realizados trés modelos experimentais de dor utilizando camundongos
Swiss (25-30 g) com o intuito de avaliar a atividade antinociceptiva dos
polissacarideos estruturais de parede celular (PEPC Sporidiobolus ruineniae). Os
animais foram mantidos em salas com temperatura controlada (22 + 2°C), com ciclos
de claro/escuro 12-12 h, com acesso a agua e racao ad libitum. Os experimentos
foram iniciados as 8:00 e finalizados as 17:00. As recomendacdes da IASP para o
estudo da dor em animais de experimentacdo foram seguidas para o manejo,
acondicionamento e experimentos com animais (ZIMMERMANN, 1983). A
quantidade de animais utilizados nos modelos experimentais e a intensidade dos
estimulos a que foram submetidos foram as minimas necessarias para avaliar de
forma consistente a atividade da droga testada. Os procedimentos realizados com
animais foram previamente aprovados pelo Comité de Etica Animal da Universidade
Estadual de Feira de Santana.

2.8.1 Teste de contor¢cdo abdominal induzida por 4cido acético

Para o teste de contor¢édo abdominal foram administradas doses de 12,5, 25 e
50 mg/kg da amostra, 10 mg/kg de indometacina (droga de referencia) e solucao
salina (grupo controle) por via intraperitoneal (i.p.). As drogas foram injetadas 30 min
antes da administracdo do &cido acético (0.8% v/v, 10 ml/kg). Apds a injecdo do
acido acético (i.p.) os camundongos foram colocados em camaras de observacéo
para avaliagdo do comportamento nociceptivo. Este comportamento consiste em
contor¢des, contragcdes do musculo abdominal em conjunto com o alongamento dos
membros posteriores, que foram quantificadas em um periodo de 0 a 30 min para

avaliar a intensidade de nocicepcdo (COLLIER et al.,1968).
2.8.2 Teste de formalina

Os camundongos receberam injecéo intraplantar de formalina 2,5% (0,92% de
formaldeido em salina) na pata posterior direita. A intensidade de nocicepcao foi
determinada por contagem do tempo em que 0s animais passavam lambendo e/ou
mordendo a pata injetada, durante a primeira fase (0-5 min) e a segunda fase (15-30
min) do teste (DUBUISSON; DENNIS, 1977). Foram administradas doses de 12,5,
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25 e 50 mg/kg do PEPC Sporidiobolus ruineniae e solucéo salina (grupo controle)
por via intraperitoneal (i.p.) e 5 mg/kg de morfina (s.c.; droga de referéncia) 30 min

antes da injecéo de formalina.

2.8.3 Teste de imersao da cauda (Tail flick)

Este teste consiste na imersdo da ponta da cauda do camundongo (2 cm)
numa temperatura em torno de 48°C (SEWELL; SPENCER, 1976). Os animais
foram ambientados em camaras de contencdo durante quatro dias antes da
realizacdo desse experimento (20 min por dia). O estimulo gerado provoca uma
reagdo de retirada da cauda dos animais. O aumento do tempo de retirada da cauda
€ interpretado como uma acao analgésica (FARMER et al., 1986). O tempo para o
reflexo de retirada da cauda foi medido. Cada camundongo foi testado inicialmente
sem a administracdo de drogas e 0s animais que nao apresentaram o reflexo de
retirada da cauda em 5 s foram excluidos dos testes, os demais foram selecionados
para compor 0S grupos experimentais: grupo controle negativo (salina, i.p.), grupos
administrados com doses de 50, 100mg/kg do PEPC Sporidiobolus ruineniae e
morfina (5 mg / kg, s.c.; droga de referéncia). A avaliacdo da nocicepgéo foi testada
em 0, 5, 1, 3 e 5 horas ap6s a administracdo de das drogas. O tempo maximo de

permanéncia da cauda foi 10 s para evitar danos nos tecidos da cauda.

2.8.4 Drogas e diluicbes

As drogas foram adquiridas a partir dos laboratorios: Sigma®Chemical Co.,
St. Louis, MO, EUA (indometacina), Merck® (formaldeido e &cido acético) e
Cristdlia® (morfina). A indometacina foi dissolvida em Tris-HCI0.1 M pH 8,0 e
solucdo salina fisiologica. Drogas restantes foram dissolvidas em solugcdo salina

fisiol6gica.
2.8.5 Andlise estatistica dos experimentos com animais

Os dados sao apresentados como médias + erro padrdo da média (EPM) de

6-7 animais em cada grupo experimental. As comparagdes entre os grupos foram
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avaliados por analise de variancia (ANOVA), seguida pelo teste de Bonferroni. As

diferencas estatisticas foram consideradas significantes a P <0,05.

3 Resultados

3.1 Otimizacéo do processo de extracao do polissacarideo estrutural de parede

celular (PEPC Sporidiobolus ruineniae).

O rendimento do extrato bruto (fracdo soltvel e insoluvel) do polissacarideo
estrutural de parede celular obtido da levedura Sporidiobolus ruineniae foi de 2,33g
em 1000mL. A extracdo da frac@o alcali soluvel do PEPC Sporidiobolus ruineniae
obteve rendimento de 0,181g em 1g do extrato bruto, correspondendo a 20,75% do
extrato bruto.

O delineamento experimental segundo o modelo Doehlert foi aplicado com a
finalidade de otimizar a extracdo dos exopolissacarideos sollUveis produzidos pela
levedura Sporidiobolus ruineniae, os parametros concentracao de hidroxido de sddio
a 5% e temperatura a 60°C foram os que mais influenciaram no sistema,
apresentando o rendimento de PEPC de 0,1125g em 0,5g do extrato bruto. Os

resultados obtidos podem ser observados na Tabela 1.

Tabela 1 Matriz experimental Doehlert usada para a otimizacdo da extragdo do polissacarideo
estrutural de parede celular obtido de Sporidiobolus ruinenie.

ENSAIO | TEMPERATURA(°C) NaOH PEPC (g)
1 60 (0) 5% (1) 0,1125
2 70 (-0,866) 4%(0,5) 0,0649
3 50 (0,866) 4%(0,5) 0,0988
ac 60 (0) 3%(0) 0,0900
5C 60 (0) 3%(0) 0,0870
6C 60 (0) 3%(0) 0,0951
7 70 (-0,866) 29%(-0,5) 0,0714
8 50 (0) 1%(-1) 0,0195
9 60 (0,866) 2%(-0,5) 0,0276
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Os resultados da andlise de variancia (tabela 2) demonstraram que o modelo

experimental utilizado esta adequado, apresentando o valor do coeficiente de

determinacéio R? 0,98, com regresséo significativa (P<0,05) apresentando o valor de

F de 28,7892 e a falta de ajuste nao significativa (P<0,05) com valor de 7,823.

Tabela 2: Analise de variancia do modelo de regressao para a otimizacdo de polissacarideo PEPC
extraido da levedura Sporidiobolus ruineniae.

Fonte de variacéo SQ gl MQ F calculado  Ftabelado R-sqr
Regresséo 0,008013 5 0,0016026 28,7892 9,01 0,98
Residuo 0,000167 3 5,5666

Falta de ajuste 0,000133 1 0,000133 7,8235 18,51

Puro erro 0,000034 2 0,000017

SQ total 0,008180 8

Um grafico tridimensional de superficie de resposta foi gerado utilizando-se os

dados dos tratamentos nos diferentes niveis dos fatores concentragcdo de NaOH e

temperatura (figura 2) e através dele pode-se observar a area de maior rendimento

do PEPC Sporidiobolus ruineniae no dominio experimental do processo de extracao.

Figura 2: Superficie de resposta mostrando o efeito da concentracdo de NaOH e temperatura na
otimizagdo da extracdo do PEPC Sporidiobolus ruineniae solivel.
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Figura 3: Diagrama de Pareto relativo aos efeitos do nivel do tempo e temperatura na otimizacéo da
extracdo do PEPC sollvel.

Diagrama de Pareto dos Efeitos Padronizados; Variavel: PEPC (g)
2 fatores, 1 Bloco, 9 Ensaios; MS Erro Puro=,0000168
DV: PEPC (g)
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3.2 Caracterizacao do polissacarideo por analise espectroscopica

A andlise espectrofotométrica para a identificacdo da composicdo
monossacaridica por HPLC do polissacarideo estrutural de parede celular extraido
de S. ruineniae revelou a presenca de acucares neutros na proporcao de 4: 1 para

unidades de glicose e manose.

Figura 4: HPLC-RI cromatograma da composi¢cdo de monossacarideos de PEPC Sporidiobolus

ruineniae produzidos por S.ruineniae.
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O Espectro de RMN 13C realizada em amostra de PEPC de S.

ruineniae (figura 5) revela sinal caracteristico da glucana. No entanto, algumas
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impurezas, tais como o acido glucurdnico estdo presentes. O sinal 6C 104,4 é
caracteristico de B-glucano (WU et al, 2004; MAJUMDER et al, 2009; SYNYTSYA,;
NOVAK, 2013) o que esta de acordo com os resultados obtidos na analise por
HPLC. Os sinais © 169,8 e 6 52,8 podem ser atribuidos a carbonos C-6 e metil das
unidades esterificadas do acido galacturénico (GalUA), respectivamente.

Figura 5: Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear 13C de PEPC de S. ruineniae.
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3.3 Estudos farmacolégicos.
3.3.1 Teste de contor¢ao abdominal induzida por acido acético.

A atividade antinociceptiva do polissacarideo estrutural de parede celular extraido
da levedura Sporidiobolus ruineniae foi inicialmente avaliada utilizando o teste de
contor¢cdes abdominais por injecéo intraperitoneal (i.p.) de acido acético (0.8% vlv,
10 ml/kg) em camundongos. A administracdo intraperitoneal do PEPC Sporidiobolus
ruineniae (12,5, 25 e 50 mg/kg), 30 minutos antes da injecdo de acido acético,
produziu uma inibicdo significante do nimero de contor¢cdes nos camundongos em
relacdo ao controle negativo (p<0,05). A indometacina (10 mg/kg), controle positivo
administrado por via intraperitoneal, também produziu uma significante inibicdo das

contor¢des abdominais (p<0,05) (figura 6).
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Figura 6: Avaliacdo da atividade antinociceptiva do PEPC no teste de contor¢c6es abdominais
induzidas por acido acético. O controle negativo (Salina), o PEPC (12,5; 25 e 50 mg/kg) e
indometacina (10mg/kg) foram administrados por via intraperitoneal (i.p.) 30 antes do teste de
contorgBes abdominais induzidas por acido acético. A atividade antinociceptiva do PEPC
Sporidiobolus ruineniae foi avaliada pela reducdo do nimero de contor¢cdes abdominais do animal
guando comparado com o controle negativo. Dados sao expressos como média + E.P.M. (n= 6 para
cada grupo). *significantemente diferente em relacdo ao grupo controle (p<0,05), determinado pelo
teste de ANOVA de uma via seguido pelo teste de Bonferroni.
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3.3.2 Teste de formalina

A figura 6 mostra o efeito do PEPC Sporidiobolus ruineniae no modelo de
nocicepcao induzido por formalina em camundongos. Imediatamente apés a injecao
de formalina os animais apresentaram comportamento nociceptivo. O PEPC
Sporidiobolus ruineniae, administrado nas doses 12,5, 25 e 50 mg/kg, por via
intraperitoneal (i.p.), ndo apresentou inibicdo da fase inicial (0-5 min) no
comportamento nociceptivo dos animais tratados, quando comparado ao controle
negativo. Entretanto, a dose de 50 mg/kg do polissacarideo foi capaz de inibir a fase
inflamatéria ou final (15-30min) do teste de formalina (P<0,05). A morfina (5 mg/kg),
droga utilizada como controle positivo, apresentou antinociceptivos significantes nas

duas fases do teste de formalina (P <0,05) (figura 7).
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Figura 7: Avaliacdo da atividade antinociceptiva do PEPC Sporidiobolus ruineniae no teste de
formalina. O controle negativo (Salina), o PEPC Sporidiobolus ruineniae (12,5; 25 e 50 mg/kg) foi
administrado por via intraperitoneal (i.p.) e a morfina (5 mg/kg) por via subcutanea (s.c.). A figura
representa a fase neurogénica (A) e a fase inflamatéria (B). A atividade antinociceptiva do PEPC
Sporidiobolus ruineniae foi avaliada pela reducdo do tempo de reacdo da pata injetada com a
formalina quando comparado com o controle negativo. Dados sdo expressos como média + E.P.M.
(n= 6 para cada grupo). *significantemente diferente em relagcdo ao grupo controle (p<0,05),
determinado pelo teste de ANOVA de uma via seguido pelo teste de Bonferroni.
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3.3.3 Teste de imersao de cauda (Tail flick)

A atividade antinociceptiva do PEPC Sporidiobolus ruineniae foi também
analisada no teste de imersdo de cauda em camundongos. Este teste é ideal para
indicar analgésicos de acgdo central, como é o caso da morfina e seus derivados. O
resultado apresentado na tabela 3 mostra que o PEPC Sporidiobolus ruineniae (50,

100mg/kg) nado foi capaz de alterar o tempo de resposta ao estimulo nocivo. A
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morfina, farmaco de referéncia, aumentou significantemente o tempo de retirada da

cauda 30 min e 1h apos a administracéo (p<0,05).

Tabela 3: Avaliacédo da atividade antinociceptiva do PEPC Sporidiobolus ruineniae no teste de
imersdo de cauda. O controle negativo (Salina), o PEPC Sporidiobolus ruineniae (50; 100 mg/kg) foi
administrado por via intraperitoneal (i.p.) e a morfina (5mg/kg) por via subcuténea (s.c.) 30 antes do
teste de imerséo de cauda. Os resultados foram expressos como a média + EPM de 6 animais para
cada grupo, comparado ao grupo controle (salina). *significantemente diferente em relagdo ao grupo
controle (p<0,05), determinado pelo teste de ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni

Dados Basal 30 min 1h 3h 5h
CONTROLE Média 1,31 1,27 1,53 1,34 1,35
NEGATIVO E.P.M. 0,17 0,08 0,14 0,14 0,20
PEPC 50 Média 1,18 1,28 2,45 1,35 1,22
mg/kg E.P.M. 0,14 0,14 0,38 0,21 0,08
PEPC 100 Média 1,27 1,33 1,56 1,79 1,19
mg/kg E.P.M. 0,12 0,13 0,13 0,17 0,04
MOREINA Média 1,51 9,14* 8,72* 2,18 1,21
5 mg/kg E.P.M. 0,31 0,35 0,65 0,11 0,10

4 Discussao:

Na presente pesquisa foi estudado o polissacarideo estrutural de parede
celular extraido da levedura Sporidiobulus ruineniae. A parede celular da levedura
Sporidiobolus ruineniae, micro-organismo isolado da regido do semiarido baiano, foi
submetida a processos de extracdo de seu polissacarideo estrutural para a
caracterizagdo da sua estrutura molecular e avaliagdo do seu potencial

antinociceptivo .

A metodologia de extracdo utilizada permite a separacao de duas fragbes do
polissacarideo, sendo elas fracdo alcali soluvel e fragao alcali insoluvel. Devido aos
beneficios que a fracdo alcali soluvel apresenta na administracdo medicamentosa e
facilidade de absorcéo, esta foi selecionada para o prosseguimento do estudo
(WANG et al, 2009). A extracdo da fracdo &lcali soluvel do PEPC Sporidiobolus

ruineniae obteve um rendimento de 20,75% do extrato bruto. Em seu estudo com
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extracdo de B-glucana da parede celular da levedura Rhodotorula mucilaginosa,
Valasques e colaboradoes (2014), obteve o rendimento de 25% a partir da sua

metodologia de extracao.

O estudo da otimizacdo do processo de extracdo foi realizado com a
finalidade de se conhecer as melhores condigbes para uma extragdo com maior
rendimento do produto obtido. Os resultados demonstraram que as duas variaveis
(concentracdo de NaOH e temperatura) exercem significancia na producdo do
polissacarideo, sendo que o maior rendimento, 0,1125 g, ocorreu na concentracao
de hidréxido de sédio a 5 % e temperatura a 60 °C. Os célculos estatisticos foram
realizados através da andlise de variancia (ANOVA). De acordo com esta andlise,
nao foram encontradas evidéncias de diferencas significantes, ao nivel de 5% de
probabilidade, entre os tratamentos com relacdo a producdo do PEPC Sporidiobolus

ruineniae.

A caracterizacdo molecular do polissacarideo revelou que o PEPC
Sporidiobolus ruineniae é um heteropolissacarideo composto por unidades de
glucose (80%) e de manose (20%). A espectroscopia por ressonancia magnética
nuclear revelou sinal caracteristico de beta-glucano (6C 104,4) (WU et al, 2004;
MAJUMDER et al, 2009; SYNYTSYA; NOVAK, 2013). Também foram observados
sinais 6 169,8 e & 52,8, que foram atribuidos a carbonos C-6 e metil das unidades

esterificadas do acido galacturénico (GalUA), respectivamente.

A administracdo do PEPC Sporidiobolus ruineniae produziu efeitos
antinociceptivos consistentes em diferentes modelos experimentais. O teste de
contor¢gdes abdominais tem sido utilizado em triagens iniciais com a finalidade de
avaliar a acado antinociceptiva de substancias novas (COLLIER et al, 1968). A
atividade antinociceptiva do Sporidiobolus ruineniae, quando avaliada no teste de
contor¢des abdominais induzido por acido acético, foi verificada em todas as doses
testadas (12,5, 25 e 50 mg/kg).

Devido a baixa especificidade do teste de contor¢cbes abdominais, foram
realizados outros testes para avaliar melhor a agédo antinociceptiva do polissacarideo

estudado. O teste de formalina é considerado um modelo experimental de
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nocicepgcdo com duas fases distintas. A fase inicial, também chamada de fase
neurogénica, ocorre pela estimulacdo direta dos nociceptores e tem mediacao
central. A fase final (fase inflamatéria) € causada por inflamacéo local (HUNSKAAR,;
HOLE, 1987). Este teste demonstrou que a administracdo do PEPC Sporidiobolus
ruineniae inibiu o comportamento nociceptivo dos animais testados somente na fase

final do teste na dose de 50 mg/kg.

O teste de imersdo da cauda € um modelo experimental de nocicepcao
realizado com a imersdo da cauda de ratos ou camundongos em agua a
temperatura acima de 40 °C, este estimulo gera comportamento nociceptivo de
retirada da cauda do animal (CARSTENS; WILSON, 1993). O teste de imerséao de
cauda foi utilizado para avaliar a acao nociceptiva central do PEPC Sporidiobolus
ruineniae. A administracao intraperitoneal do polissacarideo nas doses testadas (50
e 100 mg/kg) ndo aumentou o tempo de resposta, quando comparada ao grupo
controle. Com este resultado podemos inferir que o PEPC Sporidiobolus ruineniae

nao bloqueia a transmissao neural de dor.

Os resultados aqui obtidos demonstraram que o tratamento com PEPC
Sporidiobolus ruineniae apresentou atividade antinociceptiva periférica e esta acéo
ocorre, provavelmente, pela inibicdo de mediadores inflamatérios. Entretanto, sdo
necessarios estudos mais aprofundados para a compreensao dos mecanismos de

acao deste biopolimero.
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Conclusao

A extracdo dos polissacarideos produzidos por Sporidiobulus ruineniae
possibilitou a obtencdo de duas amostras soluveis, 0 exopolissacarideo
Sporidiobolus ruineniae e o polissacarideo estrutural de parede celular Sporidiobolus
ruineniae, as quais apresentam como composicdo monossacaridicas unidades de
glucose e manose nas proporgcbes de 3:2 e 4:1, respectivamente. A analise dos
espectros de RMN.-13C do PEPC Sporidiobolus ruineniae indicou a presencga de [3-
glucana em sua composicao.

A otimizacdo da extracdo dos polissacarideos demonstrou que o0
exopolissacarideo foi obtido em maior rendimento utilizando-se o tempo para
extracdo de 120 minutos na temperatura de 70°C. O maior rendimento do
polissacarideo estrutural de parede celular foi obtido realizando-se a extracdo com
concentracdo de hidroxido de sddio a 5% e temperatura a 60 °C.

Os polissacarideos estudados apresentaram atividade biolégica demonstrada
pelo seu efeito antinociceptivo periférico nos modelos experimentais teste de
contorcdo abdominal induzida por acido acético e teste de formalina (fase
inflamatoria), jA os testes de formalina (fase neurogénica) e de imersdo de cauda
demonstraram que o0s polissacarideos ndo possuem ac¢do antinociceptiva central.
Dessa forma, o EPS Sporidiobolus ruineniae e o PEPC Sporidiobolus ruineniae,
representam possiveis fontes potenciais para a exploracdo da industria
farmacéutica. Entretanto sdo necessarios estudos mais aprofundados sobre a

caracterizacao estrutural e a atividade antinociceptiva destes polimeros.



