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RESUMO

As leveduras produzem diferentes tipos de metabdlitos e macromoléculas com
enorme potencial biotecnolégico. Dentre essas, destaca-se a Kluyveromyces
marxianus, espécie que desperta interesse industrial e econdmico por apresentar
qualidades, como a tolerancia térmica, altas taxas de crescimento, amplo espectro
de substrato e modulacdo da resposta imune. O presente estudo investigou 0s
efeitos do tratamento com o polissacarideo extraido da levedura Kluyveromyces
marxianus (poly322) em modelos experimentais de dor e inflamacdo. As
propriedades farmacoldgicas do poly322 foram avaliadas nos testes de contorcbes
abdominais, formalina, nocicepcdo manifesta por CFA, retirada da cauda, placa
guente e edema de pata. Os niveis de citocinas foram determinados por ELISA e os
efeitos sobre o desempenho motor foram avaliados pelos testes do cilindro giratorio
e campo aberto. O pré-tratamento com o poly322 resultou na reducdo da
hipernocicepc¢éo induzida pelo acido acético, CFA e formalina (segunda fase). Além
disso, os animais tratados com o poly322 exibiram uma reducdo significativa no
edema de pata e no aumento local dos niveis de IL-6 induzidos pela carregenina.
Em contraste, o tratamento com o poly322 nao alterou o limiar de resposta a
estimulo térmico nos testes de retirada da cauda e placa quente, indicando auséncia
de acdo central. Confirmando a especificidade da acdo sugerida pelos testes
nociceptivos, o tratamento com o poly322 nao induziu comprometimento motor. Os
resultados demonstram que o poly322 possui um potente efeito antinociceptivo e
anti-inflamatorio, possivelmente mediado pela inibicdo da producdo e/ou liberacdo
da citocina IL-6.

Palavras-chaves: Kluyveromyces marxianus. Antinocicepcao. Anti-inflamatorio.
Polissacarideos.



ABSTRACT

The yeasts produce different types of metabolites and macromolecules with huge
biotechnological potential. Among them, the Kluyveromyces marxianus, species
attracts industrial and economic interests for presenting certain qualities, such as
thermal tolerance, high growth rates, broad substrate spectrum and modulation of
immune response. This work investigated the effects of treatment with the
polysaccharide extracted from the Kluyveromyces marxianus yeast (poly322) in pain
and inflammation experimental models. The poly322 pharmacological properties
were evaluated with writhing, formalin, nociception (manifested by CFA), tail flick,
hot-plate and paw edema tests. The cytokine levels were determined by ELISA and
the effects on motor performance were evaluated by rotarod and open field tests.
The pretreatment with poly322 resulted in reduced nociception induced by acetic
acid, CFA and formalin (late phase). Furthermore, animals treated with poly322
exhibited a significant reduction in mechanical hypernociception, paw edema, and
local IL-6 levels increase induced by carrageenan. In contrast, treatment with
poly322 did not alter the thermal stimulus response threshold in the tail flick and hot
plate tests, indicating no central action. Confirming the specificity of the action
suggested by nociceptive tests, the treatment with poly322 did not induce motor
impairment. These results demonstrate that the poly322 has a potent antinociceptive
and anti-inflammatory effects, possibly mediated by the inhibition of the production
and/or release of the IL-6 cytokine.

Keywords: Kluyveromyces marxianus. Antinociceptive. Anti-inflammatory.

Polysaccharide
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1 INTRODUCAO

Diversas doencas apresentam como principal sintoma a dor, a qual
pode ser iniciada por meio de um estimulo mecénico, térmico, quimico ou
qualguer outro estimulo que excite os terminais periféricos dos neurdnios
(FERREIRA; SILVA; CALIXTO, 2004). A dor € uma experiéncia complexa e
subjetiva, que envolve a percep¢do de um estimulo nocivo quando as vias
sensoriais sdo ativadas, mas que também depende de um componente
emocional afetivo (BONICA, 1990).

A dor esta presente em mais de 70% dos pacientes que procuram
consultorios meédicos no Brasil, sendo considerada a maior causa de
afastamento ao trabalho (ROCHA et al., 2007). Segundo a Sociedade Brasileira
para Estudo da Dor (SBED), a dor afeta pelo menos 30% dos individuos
durante algum momento da sua vida e em até 40% tem durac&o superior a um
dia (SBED, 2015). A Fundacdo Americana de Dor (American Pain Foundation)
estima que milhdes de individuos sofram de dor aguda ou cronica (GLOBAL
INDUSTRY ANALYSTS, 2011), o que acarreta num enorme prejuizo social,
econdmico e de saude publica. Assim, mediante a prevaléncia da dor, muitas
pesquisas buscam novas opc¢des terapéuticas para o seu controle, em virtude
das limitacbes do tratamento convencional, tais como: efeitos adversos,
pacientes refratarios a terapia e a ndo responsividade ao tratamento em alguns

casos.

A industria farmacéutica, desde a descoberta do primeiro antibidtico,
gue foi extraido de um fungo, ja descobriu inUmeros efeitos farmacoldgicos de
moléculas oriundas de fungos e leveduras. Tal diversidade de atividades
farmacoldgicas deve-se ao fato de que estes micro-organismos sdo uma rica
fonte de metabdlitos secundarios e macromoléculas, apresentando uma grande
diversidade de estruturas quimicas. Dentre essas estruturas, destacam-se as

glucanas por possuirem enorme variedade de configuracdes estruturais e
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efeitos biolégicos, como propriedades antitumoral, antimicrobiana, antioxidante,
imunomodulatéria e anti-inflamatoria (ZOHURIAAN; SHOKROLAHI, 2004).

A Kluyveromyces marxianus € uma espécie de levedura presente no
semiarido baiano com reconhecido potencial biotecnologico, por apresentar
qualidades como a termotolerancia, altas taxas de crescimento, amplo espectro
de substrato e metabdlitos secundarios (FONSECA et al., 2008; BELEM; LEE,
1998; INCHAURRONDO et al., 1994). Estudos recentes demonstraram que o
tratamento com o extrato da levedura Kluyveromyces marxianus (STEFANOVA
et al., 2010) ou com a enzima superoxido dismurase proveniente da mesma
(MACAFERRI et al., 2012) modularam a resposta imune, através da reducéo

dos niveis de citocinas inflamatorias.

Com base no descrito, a versatilidade das leveduras do género
Kluyveromyces tem despertado o interesse biotecnolégico em explorar seus
metabdlitos secundarios, assim como explorar a microbiota do semi-arido
baiano. Neste contexto, motivados pela busca de novas opcfes terapéuticas
para o tratamento de condicdes dolororas, invertigou-se a atividade
antinociceptiva e anti-inflamatéria do polissacarideo (poly322) extraido da

levedura Kluyveromyces marxianus.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

4 Avaliar a atividade antinociceptiva e anti-inflamatéria do

polissacarideo extraido da levedura Kluyveromyces marxianus (poly322).

1.1.20bjetivos especificos

» Avaliar o efeito antinociceptivo do poly322 em modelos

experimentais de dor;

» Verificar se a acdo antinociceptiva do poly322 decorre de acéo

central e/ou periférica,

» Investigar a possivel interferéncia do poly322 na atividade motora

dos animais;

» Avaliar a atividade anti-inflamatéria do poly322 no teste do edema

de pata.

» Investigar  possiveis mecanismos envolvidos na acgéo
antinociceptiva do poly322: determinar possivel interferéncia do poly322 na

producéo e/ou liberacédo das citocinas IL-1f3 e IL-6.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 ADOR

De acordo com a Associacdo Internacional para o Estudo da Dor
(IASP), a dor é uma experiéncia emocional e sensorial desagradavel associada
a um dano tecidual real ou potencial, ou descrita em termos de tais danos
(IASP, 1994; MERSKEY, 1964). Ela envolve tanto a transdugéo de estimulos
nocivos, quanto o processamento emocional pelo encéfalo (JULIUS;
BASBAUM, 2001). Sendo assim, € um fenbmeno bastante complexo, porque
se trata de uma experiéncia subjetiva, com forte componente emocional
envolvido em sua percepc¢ao (BURGESS; PERL, 1967; MILLAN, 1999).

Para Dias Junior e colaboradores (2004) a dor pode ser definida
didaticamente em dois componentes: sensorial-descritivo e emocional-afetivo-
cognitivo. O primeiro componente refere-se a deteccdo da intensidade,
localizac&o, duracdo, padrdo temporal e qualidade do estimulo nocivo, ja o
segundo componente refere-se a reacdo emocional envolvida em sua

percepgao.

Na experimentagdo animal, o componente emocional afetivo é dificil de
ser avaliado em virtude de sua subjetividade. Desta forma, alguns autores
sugerem a substituicdo dos termos dor e analgesia, comumente empregado
para 0os seres humanos, pelo termo nocicepcdo e antinocicepcdo, quando
utilizados para animais (JONES, 1992). O termo nocicepcdo define a
percepcdo do estimulo nociceptivo, onde 0s receptores que detectam esses
estimulos nocivos sdo denominados nociceptores. Quando um estimulo nocivo
intenso ou persistente provoca alteracées nos limiares nociceptivos, ocorrem
os fendmenos descritos como alodinia, quando ha uma resposta dolorosa a um

estimulo que antes ndo era doloroso e hiperalgesia quando ocorre a resposta
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exacerbada a um estimulo doloroso (LOESER; TREEDE, 2008). Devido a
grande controvérsia na literatura sobre a utilizacdo desses termos na
experimentacéo animal, foi sugerido o termo hipernocicepc¢do para designar o
aumento da resposta nociceptiva comportamental em condi¢coes experimentais
(PARADA et al., 2003).

Do ponto de vista fisiolégico, a dor nos ajuda a evitar uma possivel
lesdo ou o seu agravamento, atuando como alerta precoce ou um sinal
protetor. A percepcdo dos estimulos nocivos pelo sistema nervoso central
(SNC) ocorre quando as vias sensoriais nociceptivas sao estimuladas,
refletindo a magnitude aversiva deste estimulo doloroso (MELZACK; CASEY,
1968). Os fisiologistas distinguem os termos, dor e nocicepc¢do, onde a
nocicepcdo se refere aos sinais que chegam ao sistema nervoso central
resultante da ativacdo dos receptores sensoriais especializados, denominados
nociceptores, que fornecem informagdes sobre a lesdo tecidual ocasionada por
estimulos nocivos (ANGELOTT]I, 2008).

Alguns dos nociceptores possuem corpo celular localizado nos ganglios
das raizes dorsais da medula espinhal que se projetam para a periferia do
corno dorsal da medula espinal (Figura 1) e estabelecem conexdes sinapticas
com neurbnios espinais (neurbnios de segunda ordem) de distribuicdo

altamente organizada (FEIN, 2011).

A estimulacdo dos nociceptores gera potenciais de acdo que sé&o
conduzidos pelas fibras dos neurénios sensoriais primarios aos neurbnios de
segunda ordem da medula espinhal (Figura 1). Na medula espinhal, essa
informacdo nociva ascende para o tronco encefalico e para o tdlamo que,
posteriormente, transmitem a informacao para o cortex, onde sdo processadas
as informacgdes, como intensidade e localizacdo da dor e para o sistema
limbico onde os aspectos emocionais e afetivos sdo integrados na experiéncia
da percepcao da dor (WALDMANN; LAZDUNSK, 1998). Além do processo de
transmissao da dor realizado pelas vias ascendentes, a dor pode ser modulada
através das vias descendentes. Essas vias sdo responsaveis tanto por facilitar

guanto por inibir a transmissdo nociceptiva, ou seja, estdo envolvidas no
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processo de analgesia enddgeno e contraditoriamente, na manutencdo da dor
crénica (JULIUS; BAUSBAUM, 2001).

D. PERCEPCAO

Cortex

Talamo ?
]
v J
)
]
Estimulo nocivo Nociceptor C. TRANSMISSAO

A. TRANSDUCAO Rt

Figura 1. Visdo geral do circuito nociceptivo. A transducéo (A) consiste na ativacdo dos
nociceptores por transformacdo de um estimulo nocivo (mecanico, térmico e quimico) em
potencial de acdo; a modulacdo (B) consiste na supressdo ou simplificacdo da dor e que
podem ser ativados pelas préprias vias nociceptivas; a transmisséo (C) € o conjunto de eventos
que possibilitam que o impulso nervoso, gerado no nociceptor, seja transportado para o
sistema nervoso central e a percepcao (D) envolve o processamento cognitivo ou consciente

da dor.
Fonte: Adaptado de Ferreira, 2009.

A dor pode ser classificada de acordo com um critério temporal em dor
aguda ou dor cronica. A dor aguda caracteriza-se por uma resposta protetora
gue consiste em alertar o organismo sobre estimulos que podem provocar

lesdo tecidual, permitindo a ativacdo de mecanismos de defesa ou de fuga
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(ALMEIDA et al., 2006). A dor aguda é o sintoma mais comum em pacientes
gue procuram assisténcia médica (principalmente de urgéncia). Este tipo de dor
desempenha o papel de comunicar aos centros superiores que algo esta
errado e geralmente tende a desaparecer com a remocao do fator causal e
resolucao do quadro patologico (FERNANDES; GOMES, 2011).

Por sua vez, a dor crdnica ocorre quando o organismo nao é capaz de
resolver a lesdo ou quando a plasticidade neuronal ainda mantém a sensacao
de dor, mesmo apo6s a resolucdo da lesdo, persistindo por meses ou anos,
comprometendo a qualidade de vida do individuo (COSTIGAN et al., 2009).
Tendo em vista que estes eventos sado dependentes da intensidade e da
duracdo do estimulo, quanto mais persistente for o processo doloroso, mais
dificil se torna seu controle (ZIMMERMANN, 2001).

A American Pain Foundation (2014) estima que milhdes de individuos
sofram de dor aguda ou crbnica a cada ano e os efeitos da dor exigem um
custo enorme com cuidados de saude e reabilitacdo, além de acarretar a perda
de produtividade do trabalhador e da qualidade de vida. Sendo assim, a dor é
um problema de saude de grande gravidade e incidéncia, acarretando sérias

implicagbes econdmicas para a sociedade.

2.2 INFLAMACAO E A DOR INFLAMATORIA

A inflamacéo é uma resposta imune complexa relacionada a um dano
tecidual causado por estimulos fisico, quimico, imunolégico ou microbiano,
sendo também considerada uma resposta de protecao, cujo objetivo € livrar o
organismo tanto da causa inicial da agressao celular quanto das
consequéncias desta agressdao (HUME; FAIRLIE, 2005). As mudancgas

fisiologicas que acompanham a inflamacdo aguda local incluem algumas
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caracteristicas principais e envolvem uma sequéncia de eventos, como a
vasodilatacdo, aumento do fluxo sanguineo local, permeabilidade vascular,
infiltrac@o de leucdcitos, prejuizo tecidual por atividade de proteases e espécies
reativas de oxigénio, necrose e apoptose, além da liberacdo de inUmeros
mediadores pré-inflamatérios (HUERRE; GOUNON, 1996; VIVIER; MALISSEN,
2005).

A dor inflamatoria resulta da interacdo entre o tecido danificado e os
neurbnios sensoriais nociceptivos periféricos por meio da participacdo de
mediadores inflamatoérios (FERREIRA et al., 2009). Foi demonstrado tanto por
modelos experimentais como em humanos, que dentre 0s principais
mediadores responsaveis pela sensibilizacdo dos nociceptores, podemos
destacar os metabdlitos da ciclooxigenase (principalmente a prostaglandina E;
e prostaciclina; PGE, e PGIl;) e componente simpéatico como as aminas
simpéticas (FERREIRA, 1972; FERREIRA et al., 1978, 1990; NAKAMURA &
FERREIRA, 1987). Uma vez liberados, esses mediadores inflamatérios
contribuirdo para uma modificacdo fenotipica na fibra aferente priméaria através
da ativacdo de cascatas de segundo mensageiros, enzimas e proteinas, que
resultard na reducdo do limiar de resposta dessa fibra e aumento de potenciais
de acdo e da atividade espontanea dos nociceptores (BASBAUM; JESSELL,
2001).

Estudos descreveram a participacéo de diferentes citocinas no processo
de desenvolvimento e manutencdo da dor inflamatéria. A IL-1B, por exemplo,
foi associada com a nocicepcdo inflamatoria na experimentagdo animal
(FERREIRA et al., 1998). Foi demonstrado que a administracéo intraplantar de
IL-1B induziu hipernocicepcao via indugdo da enzima cicloxigenase (COX) e
consequentemente liberagcdo de prostaglandinas (FERREIRA et al.,, 1998).
Posteriormente, foi demonstrado que a administracao intracerebroventricular de
IL-1B reduziu a laténcia de retirada no teste placa quente (HORI et al.,1998).
Esses dados sugerem que administracdo periférica ou central de IL-13 induz
hipernocicepcdo mediada pela ativacdo de receptores especificos de

membrana e a subsequente sintese de prostaglandinas, jA que a
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hipernocicepcao foi prevenida pelo pré-tratamento com IL-1ra ou inibidor da
COX (OKA et al., 1993; HORI et al., 1998).

Além disso, a participacdo da IL-1 na inducdo da hipernocicepcéo
inflamatoria foi também demonstrada em modelos de inflamacéo, tais como a
administracdo local de carragenina, CFA ou lipopolissacarideo (LPS), no
modelo de hipernocicep¢cdo mecanica induzida por OVA e nos modelos de dor
manifesta induzida por administracdo subcutdanea de formalina ou
administracao intraperitoneal de acido acético ou zimosan (VERRI et al., 2006).
Assim, os dados experimentais indicam que a citocina IL-13 parece ser um

bom alvo para o controle da dor inflamatéria.

A IL-6 é uma citocina que participa de varios processos inflamatorios,
apresentando um papel dual na inflamacdo (DINARELLO et al.,, 1997).
Reforcando, a importancia da participagdo da IL-6 na instalacdo da
hipernocicepcao inflamatodria, foi visto que camundongos deficientes de IL-6
exibiram uma menor hipernocicepcdo mecanica e térmica em resposta a
injecdo de carragenina nos tecidos periféricos (XU et al., 1997). Além disso, a
administracao intraplantar de IL-6 produziu uma hipernocicepcdo mecanica em
ratos, o qual foi inibida por indometacina e néo por IL-1ra (CUNHA et al., 2005).
Sugerindo assim, que a citocina IL-6 precede a liberacdo de prostaglandinas
para inducdo da hipernocicep¢do mecanica. Sendo assim, a inibicdo de IL-6

pode ser uma abordagem alternativa para controle da dor inflamatéria.

Novas abordagens terapéuticas tém utilizado novos compostos com a
finalidade de reduzir os sinais e sintomas de doencas inflamatérias através da
inibicdo de mediadores inflamatorios, como: IL-1p e IL-6 (LAVETI et al., 2013).
Atualmente, estdo disponiveis no mercado brasileiro agentes anti-IL-6
(Tocilizumabe) e anti-IL-1 (Rilonacepte) (SUEHIRO et al., 2010). Entretanto, o
tratamento com esses novos agentes bioldgicos ndo é acessivel para boa parte
populacdo, uma vez que o custo elevado e a administracdo por via parenteral

limitam sua utilizacdo de forma mais ampla.
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2.3 PRODUTOS NATURAIS COMO FONTE DE FARMACOS

Ao longo da historia da farmacologia, os produtos advindos de fontes
naturais, bem como a sua utilizacdo na medicina popular, sempre
desempenharam papéis essenciais na evolucdo do tratamento farmacoldgico.
Plantas, fungos, insetos, organismos marinhos e bactérias sdo fontes
importantes de substancias biologicamente ativas (BARREIRO; BOLZANI,
2009). O Brasil possui a maior biodiversidade do mundo, estimada em cerca de
20% do numero total de espécies do planeta. Esse imenso patrimbnio genético,
ja escasso nos paises desenvolvidos, tem na atualidade valor econémico-
estratégico inestimavel em varias atividades, mas €é no campo do
desenvolvimento de novos medicamentos onde reside sua maior
potencialidade (CALIXTO, 2003). A industria farmacéutica é responsavel por
33% da producédo total de produtos quimicos existentes no mundo, sendo
estes: 65% de origem sintética, 25% extraidos de plantas e 10% de outros
organismos vivos (SANT'ANA, 2002).

Até a descoberta da penicilina no inicio dos anos 40, a maioria das
drogas era obtida a partir de plantas (DEMAIN; SANCHEZ, 2009). O sucesso
da penicilina no tratamento de infeccdo conduziu a uma expansao na
descoberta de farmacos a partir de micro-organismos, tendo os fungos e

leveduras um importante papel neste desenvolvimento.

Os micro-organismos sao fontes abundantes de substancias bioativas,
e tém fornecido importantes contribuicbes para a descoberta de
antibacterianos, incluindo as penicilinas, cefalosporinas, aminoglicosideos e
tetraciclinas (DEWICK, 2002). Outros metabdlicos oriundos de micro-
organismos sdo utilizados comercialmente com diferentes finalidades
terapéuticas, como: agentes imunossupressores (ciclosporinas e rapamicina),

agentes redutores do colesterol (lovastatina e mevastatina), agentes anti-
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helmintico (ivermectina), agente antidiabético (acarbose), vasoconstritores
(ergonovina e ergotamina), e agente anticancerigeno (pentostatina,
peplomicina, epirrubicina e taxol) (SILVA; COELHO, 2006; NEWMAN; CRAGG,;
SNADER, 2000; BUTLER, 2005).

Ha uma forte tendéncia em se explorar comercialmente a biomassa de
fungos e leveduras, j que estes microornanismos sdo uma fonte abundante de
polissacarideos que possuim reconhecida atividade biolégica. Destre estes
polissacariodes destacam-se as glucanas, mananos e galactanas que
apresentam estruturas repetidas, periodicamente, em que as ligacbes sdo
principalmente do tipo O-glicosidica, que podem estar ligados a peptideos,
proteinas, acidos nucléicos e lipidios. Estes polissacarideos sao classificados
conforme o tipo de ligacdo estéreo-quimica glicosidica do carbono anomérico
adiciona-se o prefixo a ou B da cadeia principal (BETA GLUCAN RESEARCH,
2003; PELOSI et al., 2003). Muitos destes polissacarideos apresentam forma
enantiomérica, e usualmente insere-se o prefixo D (dextrégiro) ou L (levdgiro),
apesar de somente a forma D ser encontrada em plantas e micro-organismos
(GUTIERREZ; PIETRO; MARTINEZ, 1996). Além disso, estas caracteristicas
quimicas dos polissacarideos afetam os parametros fisicos, como a
solubilidade, a massa molecular e a cor (SUTHERLAND, 1998).

A parede celular fungica é basicamente composta por quitina, mananos
e glucanas (Figura 2), que formam um nucleo interno rigido. Entretanto, varios
outros polissacarideos estruturalmente complexos como, glicoproteinas,
enzimas, e os lipidios foram identificados como componentes da parede
celular, frequentemente ancorados na camada externa (BERGTER;
FIGUEIREDO, 2014).
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Figura 2. Representacdo esquematica dos principais componentes da parede celular dos
fungos. A quitina (A) e B-glucanas (B) s@o os polissacarideos mais abundantes na parede
celular que também é constituida de mananos (C), polissacarideo contendo manose que

apresentam ligagdes covalentes a proteina (D) e as a-glucanas (E).

Fonte: Adaptado de Barreto-Bergter; Figueiredo, 2014.

Véarios autores descrevem atividade imunossupressora relacionada
com polissacarideos extraidos de fungos (GOODRIDGE et al., 2009;
CARDONE et al.,, 2014; WANG et al., 2013; ZHU, 2013; VETVICKA et al.,
2013). Smeekens e colaboradores (2014) apontam em seu estudo a existéncia
do receptor especifico de polissacarideos que quando ativado, induz
especificamente uma resposta anti-inflamatéria, através da inibicdo da citocina
IL-1B. Alem disso, os polissacarideos pode ser utilizado para prevenir ou tratar
a ativacao microglial excessiva durante as condi¢des inflamatorias crbnicas e
que estes sdo capazes de induzem a ativacdo da via alternativa da cascata do
complemento (SHAH, WILLIAMS, KESHVARA, 2099; BOSE et al., 2013).



28

Os polissacarideos sdo também adjuvantes eficientes, que promovem a
maturacdo de células dendriticas, 0 que desencadeia a ativacado de CD4 e de
linfécitos CD8 (YOSHITOMI et al., 2005; LEIBUNDGUT-LANDMANN et al.,
2008). Pesquisas recentes apontam acdo antinociceptiva de polissacarideos
com mecanismo de acdo diversificados, extraidos de diferentes micro-
oganismos, tais como: dos fungos Pleurotus pulmonarius (BAGGIO et al.,
2010), Amanita muscaria (RUTHES et al., 2013) e da levedura Rhodotorula
mucilaginosa (VALASQUES JUNIOR et al., 2014).

Alguns estudos relatam atividade antitumoral ou como adjuvante no
tratamento antitumoral relacionado com polissacarideos (NASROLLAHI et al.,
2015; VETVICKA et al., 2014; LEE et al., 2014; PARZONKO et al., 2015; DING,
2015). Schimid et al. (2001) relaciona a atividade antitumoral desempenhada
por alguns polissacarideos com a organizagao da estrutura ligada em B(1—3)
em tripla hélice e também com a complexidade da ramificacdo lateral e sua

massa molecular.

O uso de polissacarideos extraidos de fungos e leveduras para fins
medicinais € um grande avanc¢o para a medicina, tendo grande impacto sobre a
salde humana e a expectativa de vida da populacdo. Assim, o uso de micro-
organismos para 0S processos biotecnolégicos em salude é mundialmente
reconhecido, uma vez que estes sdo uma fonte promissora na busca de novos

metabolitos bioativos.

2.4 A LEVEDURA KLUYVEROMYCES MARXIANUS EXTRAIDA DO
SEMIARIDO BAIANO

O semiarido do estado da Bahia é um ecossistema com enorme

potencial de biodiversidade. Assim, estudos que visem a elucidacdo deste
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potencial sdo de grande importancia tanto do ponto de vista da sustentabilidade
quanto do ponto de vista econémico (NASCIMENTO, 2010). Neste contexto, a
regido do semiarido baiano abriga uma vasta diversidade de micro-organismos
ainda pouco explorada no Brasil, resistentes a condicbes extremas e, em
consequéncia, macromoléculas e metabdlitos de enorme potencial

farmacoldgico.

Colegdes de Culturas de Microrganismos (CCMs) tém assumido papel
importante no desenvolvimento de insumos biotecnolégicos por serem o
depositario para preservacdo e manutencdo de suas caracteristicas. Dentre
estes micro-organismos, as leveduras desempenham importante papel na
producdo de alimentos, bebidas, enzimas, quimica fina e reagentes
farmacéuticos. Elas também tém sido a vanguarda da pesquisa em genética
moderna, biologia molecular e celular, pois hd um crescente interesse na
aplicacdo de ferramentas moleculares para compreender e melhorar os
processos fermentativos (LANE; MORRISSEY, 2010).

As principais areas de aplicacao das leveduras em biotecnologia séo: a
indastria quimica (enzimas, pigmentos, acidulantes de alimentos e redutores
quimicos); a industria de fermentacdo (vinhos, cerveja, pdo e bioetanol); a
industria farmacéutica (vacinas, probidticos, hormonios e fatores sanguineos);
pesquisas biomédicas (metabolismo de drogas, doencas genéticas humanas,
cancer e AIDS); tecnologia ambiental (tratamento de residuos, esgotos,
subprodutos industrias, controle biolégico e bioabsor¢cdo de metais); e as
pesquisas fundamentais (biologia celular e molecular, bioquimica e genética)
(WALKER, 2005).

Dentre a grande variedade de leveduras encontradas no semiarido
baiano, pode-se destacar a Kluyveromyces marxianus, uma levedura

BN

pertencente ao filo Ascomycota, a classe Ascomycetes, a ordem
Saccharomycetales, a familia Saccharomycetaceae e do género
Kluyveromyces. O filo Ascomycata apresenta, dentre as principais
caracteristicas, parede celular contendo quitina e glucana, producédo de asco e

micelio septado. A familia Saccharomycetaceae inclui leveduras que sao
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predominantemente unicelulares e podem produzir pseudo micélio, tém
reproducdo assexuada primariamente por brotamento multilateral e que
produzem ascosporos que se originam tanto de um zigoto como
partenogeneticamente (ALEXOPOULOS et al.,, 1996). Possui caracteristicas
fenotipicas, como termotolerancia, producédo de enzimas e taxa de crescimento
rapido, o que torna esta levedura atraente para a producao industrial de etanol
a partir de substratos de baixo custo (BELEM; LEE, 1998; INCHAURRONDO et
al., 1994).

Uma das principais caracteristicas de K. marxianus é a termotolerancia.
As linhagens pertencentes a essa espécie sdo capazes de crescer em
temperaturas entre 45 e 49 °C (NONKLANG, 2008). Quanto ao seu
metabolismo, tem a capacidade de crescer em um amplo espectro de
substratos, apresentando uma das maiores taxas de crescimento entre 0s
organismos eucariotos, com um tempo de geracdo de 70 minutos (LANE;
MORRISSEY, 2010). Algumas linhagens de K. marxianus apresentam
dimorfismo, podendo apresentar-se na forma de filamentos (ROCHA et al.,
2011). Essa é uma caracteristica que pode ser explorada industrialmente para
a secrecdo de proteinas, uma vez que 0s organismos filamentosos sao

conhecidos por sua propriedade de secrecao eficiente.

Em termos de estudos bioquimicos de interesse industrial, a K.
marxianus tem sido usada como produtoras de enzimas extracelulares
endogenas como inulinase, B-galactosidase, B-glicosidase,
endopoligalacturonases e outras proteinas com potenciais aplicacfes
biotecnolégicas, tais como proteinas fosfatases, carboxipeptidases e
aminopeptidases. Devido a K. marxianus ser capaz de secretar uma proteina
de alta massa molecular como a inulinase, é suposto que essa seja uma
caracteristica favoravel para sua aplicacdo em producdo de proteinas

heter6logas (ZHANG et al., 2003; PECOTA et al., 2007; YANASE et al., 2010).

Macaferri e colaboradores (2012) investigaram propriedades benéficas
da levedura lactica K. marxianus, através de ensaios in vitro. A K. marxianus

inibiu as citocinas pro-inflamatorias (TNF-a, IFN-y, e IL-6) em células
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mononucleares do sangue periférico estimuladas com LPS. Outro estudo
investigou o efeito da enzima superoxido dismutase (SOD) a partir de uma
estirpe da levedura Kluyveromyces marxianus sobre a producédo de citocinas
pro-inflamatérias em modelo de artrite. O tratamento com SOD da
Kluyveromyces marxianus suprimiu eficazmente os niveis séricos de citocinas
pré-inflamatérias (TNF-a, IL-6 e MIP-1a), além de inibicdo direta da destruicdo
do tecido articular (STEFANOVA et al., 2010). Assim, nota-se a importancia da
identificacdo de novas moléculas oriundas da levedura K. marxianus que
modulem o processo inflamatério, tornando esta levedura uma fonte

promissora para o desenvolvimento de novos farmacos.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 OBTENCAO DE POLISSACARIDEO A PARTIR DE K. MARXIANUS

O polissacarideo foi previamente caracterizado e produzido pelo
Laboratério de Enzimologia e Tecnologia das Fermentacdes (LAEN). A K.
marxianus (CCMB 322) pertence a Colegéo de Culturas de Microrganismos da
Bahia (CCMB, Feira de Santana, Brasil). Sendo assim, esta levedura foi
cultivada em meio de cultura YM por 48 a 144h, sob temperatura a 28 °C para
produzir a biomassa. Este meio de cultura foi filtrado e centrifugado (Centrifuga
5804R - Eppendorf, Sdo Paulo, Brasil) durante 15 minutos a 4°C, e o
precipitado contendo a biomassa a partir de K. marxianus, foi utilizado para
extrair os biopolimeros.

O po6 seco de biomassa (10 g) foi extraido com 20 volumes de NaOH
0,1M a 40-80°C, durante 45-180 min. A suspensao foi centrifugada a 10.000 xg
durante 10 min. O precipitado de polissacarideos bruto foi seco a 65°C até um
peso constante e o polimero foi pesado em balanca (Sartorius ALC-110,4,
Alemanhad).

A homogeneidade do material foi verificada através de cromatografia de
permeacdo em Gel (Sephacryl S-200) (Anexo A). A caracterizacdo do
polissacarideo foi realizada através da técnica de espectroscopia de
infravermelho (PE IR Spectrum Ascii Peds 1.60, Spectrum One FT-IR
Spectrometer) (Anexo B) e analise espectroscopica de Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN) (Anexo C).
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3.2 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Os experimentos foram realizados utilizando camundongos Swiss Webster
machos adultos (20 a 30 g, n=6-7), mantidos em temperatura controlada (22 *
2 °C), sob ciclo claro-escuro de 12 horas, com acesso a agua e a comida ad
libitum. Todos os testes comportamentais foram realizados 08:00 -18:00 horas.
Os animais foram fornecidos pelo Biotério da Universidade Estadual de Feira
de Santana, Bahia. Este trabalho foi submetido e aprovado pelo Comité de
Etica em Experimentacéo Animal da UEFS.

Todos os procedimentos para manejo, uso e acondicionamento dos
camundongos estao de acordo com as diretrizes da Associacao Internacional
para o Estudo da Dor (IASP) sobre o uso de animais em pesquisa da dor
(ZIMMERMANN, 1983). O numero de animais e a intensidade dos estimulos
foram os minimos necessarios para demonstrar de forma consistente o efeito

dos tratamentos.

3.3 DROGA E DILUENTES

As drogas foram adquiridas da Sigma® (indometacina, carragenina e
adjuvante completo de Freund); Merck® (formaldeido e &cido acético);
Cristalia® (morfina); Hipolabor® (diazepam) e Hypofarma® (dexametasona). A
indometacina foi dissolvida em Tris-HCI 0,1 M, pH 8,0 mais solucdo salina

fisiologica. Drogas restantes foram dissolvidas em solugéo salina fisioldgica.
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3.4 ENSAIOS FARMACOLOGICOS

3.4.1 Modelo de contor¢gdes abdominais induzidas pelo acido acético

Os animais foram separados por grupos e tratados, por via
intraperitoneal (i.p.) com diferentes doses do poly322 (3, 10 e 30 mg/kg),
indometacina (10 mg/kg; controle positivo) ou com a salina (controle negativo).
30 minutos ap6s o pré-tratamento, todos os animais receberam injecdo do
acido acético (0,8% v/v, 10 ml/Kg) por via i.p. Collier e colaboradores (1968)
descreveram que a resposta de contor¢cdo consiste numa contracdo do
musculo abdominal, juntamente com um alongamento dos membros
posteriores, produzidas como repostas reflexas a irritacdo induzida pelo acido
aplicado (Figura 3). Deste modo, a intensidade do comportamento nociceptivo
foi quantificada através da contagem do numero total de contor¢des
abdominais que ocorreu nos primeiros 30 minutos apds a injecdo do acido

acético.

Figura 3. Avaliacdo do comportamento nociceptivo no teste de contor¢fes abdominais,

através da administragéo intraperitoneal do Acido Acético.
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3.4.2 Teste de formalina

Conforme descrito por Dubuisson e Dennis (1977) este método tem por
finalidade avaliar a nocicepcdo manifesta por injecdo de agente algésico em
camundongos. Foi quantificado como comportamento nociceptivo o tempo que
o animal passou a lamber e morder a pata ap0s a injecdo intraplantar de
formalina (Figura 4). Este comportamento ocorre em padrdo bifasico. A
primeira fase corresponde aos primeiros 5 minutos e esta associada a resposta
imediata a formalina, a segunda fase (15 a 30 minutos) decorre da liberacdo de
mediadores hiperalgésicos. Foram administradas trés doses por via i.p: 3, 10 e
30 mg/kg do poly322, a salina (controle negativo) e a indometacina 10mg/kg
(controle positivo). Apds trinta minutos da aplicacdo, os animais foram
cuidadosamente contidos, enquanto no dorso da pata traseira foi administrado
20 L de formalina a 2,5%. Apds a injecdo, os animais foram devolvidos para a

camara de observacao, por um periodo de 30 minutos.

Figura 4. Avaliagdo do comportamento nociceptivo através da administracéo de

formalina no dorso da pata traseira por via intraplantar 20 L (2,5%).
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3.4.3 Modelo de dor inflamatéria induzida pelo Adjuvante Completo de
Freund (CFA)

Os animais foram ambientados 10 minutos antes do experimento e
posteriormente, tratados com as doses de 10, 30 e 90 mg/kg (i.p.) do
poly322. Trinta minutos depois, os camundongos receberam injecéo de CFA
(20pL, 1Tmg/mL) na regido intraplantar direita. Foi cronometrado o tempo que
o animal permaneceu lambendo a pata por 20 minutos. O controle negativo
foi a salina (i.p.) e o controle positivo foi a morfina 5mg/kg, administrado pela

via subcutanea (s.c.).

3.4.4 Teste de imersdo da cauda

O teste de imersdo da cauda em camundongos foi realizado como
descrito por Spencer e Sewell (1976), com algumas modificacfes. Os animais
foram ambientados em cilindros de contencéo durante 4 dias consecutivos (20
minutos por dia). No quinto dia os animais foram colocados nos cilindros de
contencdo e a ponta da cauda (2 cm) foi imersa num banho de dgua a 48°C +
0,5°C (Figura 5). A laténcia para o reflexo de retirada da cauda (tempo da
resposta) foi mensurada em todos o0s animais. Os animais que nao
responderam dentro de 5 segundos foram excluidos do teste.

Os camundongos foram entdo selecionados e divididos em grupos
experimentais: controle negativo (solugéo salina, i.p.), poly322 (10, 30 e 90
mg/kg, i.p.) e o controle positivo (morfina 5 mg/kg, s.c.). Apds a administragédo
das drogas, avaliou-se o reflexo de retirada da cauda nos tempos: 0,5 h, 1 h, 3
h e 5 h. Para evitar danos no tecido da cauda, o tempo de corte foi de 10
segundos. Por fim, o indice de antinocicepc¢éo (IA) de cada animal foi calculado

de acordo com a seguinte equacao:
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(laténcia do teste — laténcia basal)

IA = 100
10 — laténcia basal X

Figura 5. Avaliagcdo do comportamento nociceptivo através do teste de imerséo da cauda.

3.4.5 Teste da placa quente

Proposto por Woolfe e Mc Donald (1944) consiste em colocar os
animais sobre uma placa quente (55 °C = 1,0 °C) e cronometrar o tempo gasto
pelo animal para manifestar uma resposta nociceptiva como lamber, morder,
saltar ou levantar as patas (Figura 6). Estabelecendo-se um teto de 30
segundos para minimizar a probabilidade de dano tecidual. Foram
administradas as doses de 10, 30 e 90 mg/kg do poly322 por via i.p., salina
(controle negativo, i.p.) e 5 mg/kg da morfina (controle positivo, s.c.). Desta
maneira, cronometrou-se 0 tempo que o0s camundongos levaram para
manifestar uma resposta nociceptiva nos intervalos: 0,5 h; 1 h; 3h e 5 h apos a
aplicacao.
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Figura 6. Avaliagdo do comportamento nociceptivo através do teste de placa quente.

A atividade antinociceptiva foi quantificada pelo aumento do indice de

antinocicepcao, calculado pela seguinte equacéo:

(laténcia do teste — laténcia basal)
a 30 — laténcia basal

IA x100

3.4.6 Teste do cilindro giratério (Rota rod)

No teste do cilindro giratorio os animais foram submetidos a uma anélise
de pré-selecdo dois dias antes do experimento, com a finalidade de selecionar
apenas aqueles que se mantivessem em equilibrio sobre a barra durante dois
minutos, por trés tentativas. Os animais foram colocados em cilindros com
rotagdo constante (20 rotacBes por minuto), necessitando locomover-se para
permanecer no aparelho. Sendo assim, a capacidade de coordenacdo é
quantificada pelo registro do tempo de permanéncia. Os resultados foram

expressos em média do tempo, ou seja, em segundos de permanéncia dos



39

animais no cilindro giratério por 120 segundos (Figura 7). Desta forma, os
animais foram tratados, 30 minutos antes do inicio do teste, com a dose de 90
mg/kg (i.p.) do poly322, a salina (controle negativo, i.p.) e 10mg/kg de

diazepam (controle positivo, s.c.).

Figura 7. Avaliagdo do comprometimento motor realizado através do teste do cilindro

giratdrio.

3.4.7 Teste do campo aberto (open field)

Hall (1934) originalmente descreveu o teste de campo aberto cujo
procedimento consiste sujeitar o animal a um ambiente desconhecido. Os
animais foram contidos em uma caixa de acrilico opaco (50 cm x 60 cm x 45
cm), com piso demarcado em 12 quadrados iguais. Foi registrado o nimero de
vezes em que 0s animais cruzam os quadrados com as quatro patas durante o
periodo de trés minutos (Figura 8). Os animais foram pré-tratados com a salina
(controle negativo, i.p.), com 90 mg/kg do poly322 por via i.p. e com 10 mg/kg
de diazepam (controle positivo, s.c.), aplicados 30 minutos antes do inicio do
teste. Os dados foram expressos conforme descrito em Capaz et al. (1981),
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como numeros de campos cruzados pelos animais.

Figura 8. Avaliacdo da coordenacao e atividade exploratoria realizada através do teste

do campo aberto.

3.4.8 Teste do edema de pata induzido por carragenina

No teste de edema de pata induzido por carragenina, foi administrado
100pg de carragenina na pata traseira direita do camundongo. O edema
produzido nos animais foi mensurado com um pletismémetro, visualizado na
figura 9 (UGO BASILE, COMERIO, ITALY). Sendo assim, o volume da pata do
aminal foi quantificado conforme descritos por Winter et al. (1962): em volume
antes da injecdo da carragenina (valor basal) e volume depois da injecdo da
carragenina (Valor final). Os animais foram pré-tratados 30 minutos antes da
administracdo da carragenina com o poly322 (10, 30 e 90 mg/kg, i.p.), a

solucéo salina (i.p.) ou com a dexametasona (2mg/kg, s.c.). O edema de pata
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foi avaliado na 32 hora ap0s a aplicacéo da carragenina.

Figura 9. Pletismometro (Ugo Basile, Comerio, Italia).

3.4.9 Determinacao dos niveis de IL-6 e IL1-B

Os niveis IL-6 e IL-1B das amostras foram determinados pela técnica de
ELISA sanduiche. Os camundongos foram pré-tratados com o poly322
(90mg/Kg, i.p.) 30 minutos antes de receberem injecdo intraplantar de
carragenina na pata posterior direita. Depois de 3 horas, 0s animais de cada
grupo foram anestesiados para retirada do tecido da pata. Proteinas do tecido
foram extraidas na propor¢édo de 100 mg de tecido/mL PBS (0,05% Tween 20;
0,2mM PMSF; 0,1mM benzamet6nio; 10mM EDTA; 2ug/ml aprotinina A; 0,5%
BSA). As amostras foram centrifugadas por 3000 rpm a 10 minutos e o
sobrenadante estocado a -70°C. A dosagem de citocinas foi estimada
utilizando o kit de imunoensaio ELISA para camundongos (R&D SYSTEM,
Minneapolis, MN). A leitura da densidade o&ptica foi determinada por
espectrofotometro (Spectra Max 190—Molecular Devices, Califérnia, EUA), no
comprimento de onda de 450nm. As andlises foram realizadas no Software
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Softmax 4.3.1 (molecular Devices) e o0s resultados foram expressos em

picogramas de citocina por militro de solucao de proteinas.

3.5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados utilizando o GraphPadPrism (GraphPad
Inc., San Diego, CA) e apresentados como a média = erro padrdo da média
(E.P.M.) de medidas feitas com 6 animais por grupo. A comparacdo entre
grupos distintos de tratamento foi feita utilizando one-way ANOVA, seguido do
teste de Tukey. Em estudos de medidas repetidas ao longo do tempo, foi
utilizado o two-way ANOVA, seguido do teste de Bonferroni. Em todos os
testes, as diferengas foram consideradas estatisticamente significantes para

valores de p < 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 ENSAIOS FARMACOLOGICOS

4.1.1 Efeito do pré-tratamento com poly322 no teste de contorcdes
abdominais induzidas pelo acido acético

A atividade antinociceptiva do poly322 foi inicialmente avaliada no teste
de contor¢cbes abdominais induzidas pelo acido acético. Apds a injecéo
intraperitoneal (ip) do agente nociceptivo (acido acético) nos camundongos, 0S
animais tratados pela administragéo intraperitoneal do poly322 nas doses de 10
e 30 mg/kg produziram uma reducdo significante e dose dependente do
namero de contor¢cdes abdominais induzidas por este agente algésico (p<0,05).
A indometacina (10mg/Kg) utilizada como controle positivo, também inibiu

significantemente o numero de contor¢cdes abdominais (p<0,05) (Figura 10).
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Figura 10. Efeitos da administracdo intraperitoneal do polissacarideo isolado da K.
marxianus (poly322) no modelo de contor¢des abdominais induzida por acido acético em
camundongos. Os animais foram tratados com o poly322 (3, 10, 30 mg/Kg) ou salina (controle
negativo) por via intraperitoneal, 30 minutos antes do acido acético 0,8% (injetado no tempo
zero). Indometacina (Indo; 10 mg/kg i.p.) foi a droga de referéncia. Os dados sdo expressos
como média + SEM; n=6 camundongos por grupo. * Significativamente diferente do grupo

controle (p<0,05), tal como determinado por ANOVA seguida pelo teste de Tukey.
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4.1.2 Efeito do pré-tratamento com poly322 no teste de formalina

O teste da formalina é caracterizado por apresentar duas fases distintas
de nocicepcéo, uma primeira denominada de fase neurogénica e uma posterior
ou tardia denominada de fase inflamatoria (HUNSKAAR et al., 1985;
DICKENSON; SULLIVAN, 1987; COWAN et al., 1989). Desta forma, a injecao
da formalina intraplantar promoveu uma resposta bifasica (Figura 11 A e B).

Na fase da dor neurogénica ou fase precoce (0—05 min) foi possivel
observar que o pré-tratamento com o poly322 (3, 10 e 30mg/Kg) néo inibiu o
comportamento nociceptivo dos animais (Figura 11-A). Na segunda fase (15—
30min) o pré-tratamento com o poly322 (30mg/Kg) foi capaz de inibir
significantemente o comportamento nociceptivo (p<0,05). A indometacina
(10mgl/kg, i.p.) farmaco de referéncia, apresentou acéo antinociceptiva apenas

na segunda fase do teste de formalina (Figura 11 A e B).
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Figura 11. Efeitos da administragdo intraperitoneal do polissacarideo isolada da K.
marxianus (poly322) sobre a nocicepc¢édo induzida por formalina em camundongos. Os
painéis (A) e (B) representa os efeitos do poly322 na fase inicial (A) e na fase tardia (B) de
nocicepcao induzida por formalina. Os animais foram tratados com o poly322 (3, 10, 30 mg/Kg)
ou salina (controle negativo) por via intraperitoneal, 30 minutos antes da administracdo da
formalina (injetado no tempo zero). Indometacina (Indo; 10 mg/kg, i.p.) foi a droga de
referéncia. Os dados sdo expressos como média + SEM; n=6 camundongos por grupo. *
Significativamente diferente do grupo controle (p<0,05), tal como determinado por ANOVA

seguida pelo teste de Tukey.
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4.1.3 Efeito do pré-tratamento com poly322 no modelo de dor manifesta
induzida por CFA

O modelo de nocicepcao maniferta induzida pelo Adjuvante Completo de
Freund (CFA). Neste modelo os animais que foram pré-tratamento com o
poly322 nas doses de 30 e 90 mg/Kg diminuram significantemente o
comportamento nociceptivo induzido pela injecéo intraplantar de CFA (p<0,05)
em relacdo ao grupo controle negativo, resultado este similar ao demonstrado
pela droga de referéncia morfina 5 mg/Kg (p<0,05). Entretanto, a dose de
10mg/Kg nao inibiu o comportamento nociceptivo dos animais em relagcédo ao

controle negativo (Figura 12).
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Figura 12. Efeitos da administracdo intraperitoneal do polissacarideo isolada da K.
marxianus (poly322) sobre a nocicepc¢do induzida por Adjuvante Completo de Freund
(CFA) em camundongos. Os animais foram tratados com o poly322 (10, 30, 90 mg/Kg) ou
salina (controle negativo) por via intraperitoneal, 30 minutos antes da administracdo do CFA
(injetado no tempo zero). Morfina (5mg/kg, s.c.) foi a droga de referéncia. Os dados séo
expressos como média £ SEM; n=6 camundongos por grupo. *Significativamente diferente do
grupo de controle (p<0,05), tal como determinado por ANOVA seguida pelo teste de Tukey.
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4.1.4 Efeito do pré-tratamento com poly322 no teste de imersdo da cauda

Este teste teve por finalidade avaliar um possivel efeito antinociceptivo
central do poly322. O tratamento com o poly322 (10, 30, 90 mg/kg) néo foi
capaz de alterar o tempo de laténcia de resposta ao estimulo térmico no teste
de imersdo da cauda (Figura 13). Em contraste, os animais que receberam a
administracdo de morfina (5 mg/kg), o farmaco de referéncia, apresentaram um
aumento significativo no tempo de laténcia 0,5 e 1 hora apés a administracéo
(P<0,001). Assim, os resultados sugerem que o Poly322 ndo é capaz de
suprimir a resposta de neurdnios espinhais sensiveis ao estimulo térmico

nocivo a cauda.
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Figura 13. Efeitos da administracdo intraperitoneal do polissacarideo isolada da K.
marxianus (poly322) no teste de imersdo de cauda em camundongos. A figura mostra
dados da laténcia (reflexo de retirada da cauda) representada como indice de antinocicepgéo.
Para avaliar o curso de tempo do efeito antinociceptivo, o limiar térmico nociceptivo foi avaliado
até a 5 horas apdés a administracdo Intraperitoneal do poly322 (10, 30 e 90 mg/kg, i.p.) ou
solugédo salina (grupo de controlo). A morfina (5 mg/kg, s.c.) foi a droga de referéncia. Os dados
sdo expressos como média + SEM; n =6 camundongos por grupo. *Significativamente diferente
do grupo de controle (p<0,001) ANOVA de duas vias seguido pelo teste de Bonferroni.
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4.1.5 Efeito do pré-tratamento com poly322 no teste da placa quente

Os resultados representados na Figura 14 demonstram que o pré-
tratamento com o poly322 nas diferentes doses (10, 30 e 90 mg/kg, i.p.) ndo
alteraram o tempo de laténcia de resposta ao estimulo térmico no teste da
placa quente nos tempos de 0,5, 1,0, 3,0 e 5,0 hora apds o tratamento com o
poly322. No entanto, o tratamento com morfina (agonista ndo seletivo de
receptores opioides, 5 mg/kg, s.c.) aumentou o periodo de laténcia dos animais
0,5 e 1 hora ap6s a administracéo (p<0,0001). Estes resultados sugerem que a
atividade antinociceptiva do poly322 néao envolve a participacdo de neurbnios

supra-espinhais sensiveis ao estimulo térmico nocivo.
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Figura 14. Efeitos da administragdo intraperitoneal do polissacarideo isolada da K.
marxianus (poly322) no teste da placa quente em camundongos. A figura mostra dados da
laténcia (reflexo nociceptivo) representada como indice de antinocicepgéo. Para avaliar o curso
de tempo do efeito antinociceptivo, o limiar térmico nociceptivo foi avaliado até 5 horas apos a
administracdo intraperitoneal do poly322 (10, 30 e 90 mg/kg, ip) ou solugéo salina (grupo de
controlo). A morfina (5 mg/kg s.c.), foi a droga de referéncia. Os dados s&o expressos como
meédia = SEM; n=6 camundongos por grupo. *Significativamente diferente do grupo de controle
(p<0,001) ANOVA de duas vias seguido pelo teste de Bonferroni.
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4.1.6 Efeito do pré-tratamento com poly322 no teste do cilindro giratorio

A funcdo motora dos animais foi avaliada no teste do cilindro giratorio,
sendo realizado ap6s 30 minutos da aplicacdo intraperitoneal da maior dose
utilizada nos teste de avaliacdo do comportamento nociceptivo do poly322 (90
mg/Kg). Observou-se que o grupo tratado com o poly322 nao alterou de forma
significativa o tempo de permanéncia dos animais no cilindro giratorio, ou seja,
nao interferiu na capacidade locomotora dos animais, comparado com 0S
animais que receberam o pre-tratamento com diazepam (10mg/kg), o controle
positivo, onde pode-se observar uma reducdo significante do tempo de

permanéncia dos animais no cilindro giratorio (p<0,05) (Figura 15).
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Figura 15. Efeitos da administracdo intraperitoneal do polissacarideo isolada da K.
marxianus (poly322) no teste do cilindro giratério em camundongos. Os animais foram
tratados com o poly322 (90 mg/Kg) ou salina (controle negativo) por via intraperitoneal, 30
minutos antes do inicio do teste. Diazepam (10 mg/kg, s.c.) foi a droga de referéncia. Os dados
séo expressos como média + SEM; n=6 camundongos por grupo. *Significativamente diferente

do grupo de controle (p<0,05), tal como determinado por ANOVA seguida pelo teste de Tukey.
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4.1.7 Efeito do pré-tratamento com poly322 no teste do campo aberto

O teste de campo aberto foi utilizado para avaliar a funcdo motora e
exploratoria dos animais apos a administracdo do poly322. A administracéo
intraperitoneal do poly322 (90mg/kg) ndo alterou de forma significativa o
namero de quadrados atravessados pelos camundongos em relacdo ao grupo
controle, tratado com salina. O diazepam (10mg/kg, s.c.) apresentou reducéo
significativa do nimero de quadrados percorridos no campo aberto (p<0,05)
(Figura 16). Estes resultados demostraram que o pre-tratamento com o poly322
realizado com a maior dose utilizada nos teste de avaliacdo do comportamento

nociceptivo ndo comprometeu a atividade exploratdria e motora dos animais.
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Figura 16. Efeitos da administragdo intraperitoneal do polissacarideo isolada do K.
marxianus (poly322) no teste do campo aberto em camundongos. Os animais foram
tratados com o poly322 (90 mg/Kg) ou salina (controle negativo) por via intraperitoneal, 30
minutos antes do inicio do teste. O Diazepam (10 mg/kg, s.c.) foi a droga de referéncia. Os
dados sdo expressos como média + SEM; n=6 camundongos por grupo. *Significativamente
diferente do grupo de controle (p<0,05), tal como determinado por ANOVA seguida pelo teste

de Tukey.
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4.1.8 Efeito do pré-tratamento com poly322 no teste do edema de pata
induzido por carragenina

O efeito anti-inflamatoério do poly322 foi avaliado no teste de edema de
pata induzido pela carragenina. O pré-tratamento com o poly322 (30 e 90
mg/Kg, i.p.) 30 minutos antes da injecdo intraplantar de carragenina inibiu
significativamente o edema de pata produzido pela carragenina na terceira hora
apés a aplicagdo deste estimulo inflamatério (p<0,05) (Figura 17). Em
consonancia, a dexametasona (2mg/Kg, s.c.), utilizada como droga de
referéncia, também reduziu significativamente o edema de pata induzido por

carragenina (p<0,05).
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Figura 17. Efeitos da administragdo intraperitoneal do polissacarideo isolada do K.
marxianus (poly322) no teste de edema de pata induzido por carragenina, em
camundongos. Os animais foram tratados com o poly322 (10, 30 e 90 mg/Kg) ou salina
(controle negativo) por via intraperitoneal, 30 minutos antes da administragdo de carragenina
(100pg/pata). Dexametasona (2 mg/kg, s.c.) foi & droga de referéncia. Os dados sdo expressos
como média + SEM; n=6 camundongos por grupo. *Significativamente diferente do grupo de
controle (p<0,05), tal como determinado por ANOVA seguida pelo teste de Tukey.
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4.1.9 Efeito do tratamento com poly322 na reducdo dos niveis de
citocinas

A avaliacdo da possivel interferéncia do pré-tratamento com o poly322
nos niveis de citocinas foi avaliada através da determinacdo dos niveis
intraplantares das citocinas pro-inflamatorias: IL-6 e IL-13. A dexametasona (2
mg/Kg, s.c.) utilizada como droga de referéncia, reduziu significativamente a
concentracdo (pg/ml) tanto da IL-6, quanto da IL-1p no tecido plantar analisado
(p<0,05). O tratamento com poly322 (90 mg/Kg, i.p.) 30 minutos antes da
injecdo de carragenina, reduziu significantemente os niveis de IL-6 nas patas
inflamadas, quando comparado ao grupo tratado com salina (p<0,05). Todavia,
a administracdo do poly322 (90 mg/Kg, i.p.) ndo apresentou inibicdo nos niveis

de IL-1P no tecido plantar (Figura 18).
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Figura 18. Efeitos da administragdo intraperitoneal do polissacarideo isolada do K.
marxianus (poly322) na determinacdo dos niveis de citocinas IL-6 e IL-1B induzida pela
injecdo intraplantar de carragenina (100ug/100ul), em camundongos. Os animais foram
tratados com o poly322 (90 mg/Kg) ou salina (controle negativo) por via intraperitoneal, 30
minutos antes da injecdo de carragenina (100ug/pata). Dexametasona (2 mg/kg, s.c.) foi a
droga de referéncia. Os dados sdo expressos como média + SEM; n=6 camundongos por
grupo. *Significativamente diferente do grupo de controle (p<0,05), tal como determinado por
ANOVA seguida pelo teste de Tukey.
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5 DISCUSSOES

As atividades biolégicas dos polissacarideos estdo intimamente
relacionadas com a sua estrutura tridimensional, principalmente com o tipo de
ligacdo estéreo-quimica glicosidica do carbono anomérico (o ou B) ou a ligacdo
O-glicosidica da cadeia principal (BETA GLUCAN RESEARCH, 2003; PELOSI
et al., 2003). A enorme variabilidade estrutural dos polissacarideos lhes
proporciona a flexibilidade necessaria para atuar nos precisos mecanismos
regulatorios das interacdes intermoleculares no organismo (SHARON; LIS,
1993). Em vista disto, a biomassa do polissacarideo foi purificada em coluna de
Sephacryl S-200 e caracterizada através da Espectroscopia de Infravermelho e
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) (ANEXOS A, B e C).

As caracteristicas quimicas das moléculas de polissacarideos afetam os
parametros fisicos e a atividade biolégica. Existe uma grande diversidade na
massa molecular e configuracdo dependendo do micro-organismo, das
condicdes de cultivo, como temperatura e umidade, que podem levar a
respostas farmacologicas diferentes. A literatura descreve que a presenca das
estruturas que apresentam fracdo de polissacarideos B (1-6), B (1-3) sédo as
principais estruturas que apresentaram acao anticancerigena (MIZUNO et al.,
1990). Jong (2002) descreve que a acdo imunomoduladora esta principalmente
relacionada a polissacarideos ligados a proteina. Esta atividade pode estar
relacionada com a maior imunogenicidade das proteinas no sistema
imunoldgico (AUDBERT; LISE, 1993).

Os modelos de experimentacdo animal sdo uma das mais importantes
ferramentas para se entender o processo da dor, sendo também util para o
desenvolvimento de drogas e terapias para alivio deste importante sintoma

associado a varias patologias (CUNHA, 2007). Neste contexto, o efeito
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antinociceptivo do poly322 foi avaliado, inicialmente, através do modelo
quimico de contorcbes abdominais induzidas pelo acido acético, em
camundongos. Este modelo € uma ferramenta de rastreio, comumente
empregada como teste de triagem para avaliar drogas com potencial
antinociceptivo (ZAKARIA et al., 2006; FISCHER et al., 2008).

O acido acético quando administrado por via intraperitoneal induz
algesia visceral desencadeada pela liberacdo de mediadores enddgenos tais
como a histamina, serotonina, bradicinina, prostaglandinas e outras
substancias liberadas por mastécitos e macrofagos peritoneais, como as
citocinas IL- 6 e IL1-B, que induzem de forma indireta o aparecimento de
contor¢cdes abdominais apartir da sensibilizacdo das terminacdes sensoriais
aferentes periféricas (FISCHER et al., 2008; PARVEEN et al., 2007). Isso faz
este modelo sensivel as substancias analgésicas de acdo central e/ou
periférica com os mais variados mecanismos de agdo (PERAZA et al., 2007).
Além disso, o acido acético promove em nivel celular, a ativacdo de canais
cationicos ndo seletivos, localizados principalmente na pele e visceras (LAPA
et al., 2009), induzindo um comportamento nociceptivo caracterizado pela
contor¢ao do abdémen.

O pré-tratamento com o poly322 produziu inibicdo significativa nas
doses de 10mg/kg e 30mg/Kg do numero de contorcbes abdominais induzidas
pelo &cido acético. Este resultado é similar ao observado na presenca de
Indometacina (10mg/kg) um anti-inflamatério ndo esterdide, utilizado como
droga de referéncia. Estudos relatam que apesar do método de contorcdes
abdominais apresentar uma boa sensibilidade, tal método apresenta baixa
especificidade (LE BARS, GOZARIU, CADDEN, 2001). Assim, um resultado
positivo pode acabar deixando margem para uma interpretacdo errbnea dos
resultados. O amplo espectro de drogas efetivas neste modelo tornam limitadas
as conclusdes obtidas através de seus resultados (COLLIER et al., 1968;
STEPANOVIC-PETROVIC et al., 2008).

O teste da formalina, um modelo quimico de nocicepc¢éao, foi utilizado

para confirmar o efeito antinociceptivo do poly322, j4 que este proporciona uma
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resposta mais especifica em comparacdo ao teste de contorcdo abdominal.
Este modelo apresenta duas fases distintas de nocicepcdo (HUNSKAAR et al.,
1985; DICKENSON; SULLIVAN, 1987; COWAN et al., 1989). Assim, a analise
do teste é dividida em duas fases, sendo a primeira caracterizada pela
estimulacdo direta dos neurdnios nociceptivos (HUNSKAAR; HOLE, 1987). A
segunda fase € caracterizada pela liberacdo de mediadores pro-inflamatorios,
como a prostaglandinas, histamina, serotonina, somatostatina, citocinas e
bradicinina (SHIBATA et al., 1989; MALMBERG; YAKSH, 1992).

Os camundongos pré-tratados com o poly322 (30mg/kg) apresentaram
antinocicepcao apenas na segunda fase do teste de formalina. A Indometacina
(10mg/kg), semelhante o poly322, inibiu apenas a fase tardia. Considerando
que drogas capazes de reduzir a resposta inflamatéria, demonstram atividade
na segunda fase desse modelo, pode-se inferir que existe uma possivel acédo

anti-inflamatoéria.

Com intuito de confirmar a acdo antinoceptiva do poly322 foi realizado o
modelo de dor inflamatoria induzida pelo Adjuvante Completo de Freund (CFA).
Este estimulo induz uma resposta inflamatéria local na area injetada, bem
como em regides subjacentes. O tratamento com o poly322 inibiu a nocicepcéo
inflamatoria nas doses de 30 e 90 mg/kg, apds a injecdo de CFA, assim como a

droga utilizada como referéncia (morfina 5 mg/kg).

Dados da literatura mostram que a injecao intraplantar de CFA produz
hipersensibilidade persistente resultante de uma resposta inflamatéria de longa
duracdo que se desenvolve rapidamente, dentro de poucas horas (BATISTA et
al., 2010). O CFA atua como estimulo de respostas imunoldgicas a antigenos,
incluindo imunidade celular e aumento da producéao local e sistémica de TNF-q,
IL-18 e IL-6 levando ao desenvolvimento de uma reacéo inflamatoria intensa
(INGLIS et al, 2005). Dessa forma, utilizou-se as doses 10, 30 e 90 mg/kg, para
a investigacao do efeito do poly322 na hipernocicepcdo mecéanica induzida por
CFA, no von Frey eletronico (MOLLER et al., 1998). O tratamento diario com

poly322 induziu antinocicep¢do da hipernocicepcdo mecéanica induzida por
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CFA, que foi mantida durante todo o periodo do tratamento, evidenciando que

o tratamento ndo causou sinais de tolerancia nas doses e tempos avaliados

O limiar nociceptivo térmico foi avaliado pelo teste de retirada da cauda
descrito por D'’Amour (1941), método este amplamente utilizado para avaliar
analgésicos de acéo central (ZAKARIA et al., 2006; FISCHER et al., 2008). Util
para identificar drogas de acéo central, cujos mecanismos se assemelhem aos
promovidos pelos analgésicos opidides (LE BARS; GOZARIU; CADDEN,
2001), uma vez que a morfina administrada sistemicamente € capaz de
suprimir respostas de neurdnios espinhais ao estimulo térmico nocivo na cauda
(DOUGLASS; CARSTENS, 1997).

A administracdo do poly322 ndo inibiu a nocicepcao térmica no teste de
imersao da cauda. Em contraste, a morfina (5 mg/kg), um analgésico opioide,
utilizado como controle positivo, aumentou significativamente o tempo de
laténcia em resposta ao estimulo térmico. Esse resultado reforca a hipotese de

gue o poly322 nao induz antinocicepcéao central.

Outro modelo realizado com o intuito de avaliar a nocicep¢éo térmica foi
o teste de placa quente, este por sua vez, reflete principalmente resposta
supra-espinhal, enquanto o teste da imersdo da cauda reflete a respostas
espinhais (LANGERMAN et al., 1995; YAKSH; RUDY, 1977; JINSMAA et al.,
2004). Este modelo caracteriza-se por produzir resposta rapida ao estimulo
nocivo, mediada pela ativacao de nociceptores das fibras C e das fibras Ad. As
fibras nociceptoras respondem ap6s a ativacdo dos receptores vanildides,
especificamente o receptor do tipo TRPV-1 (ativado aos 43°C), sendo 0s
receptores mais importantes na medi¢cdo da resposta aos estimulos térmicos
nocivos (JINSMAA et al.,, 2004; DICKENSON; BESSON, 1997; JULIUS;
BAUSBAUM, 2001). No ensaio da placa quente, o estimulo térmico ativa
nociceptores que transmitem a informagé&o ao corno dorsal da medula espinhal
e, posteriormente, aos centros corticais, produzindo uma resposta nociceptiva
organizada (MOGIL; ADHIKARI, 1999). Por este motivo este modelo é muito
utilizado no estudo de drogas analgésicas, principalmente de drogas que

possuem agao no sistema nervoso central, tais como os opidides.
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O tratamento com o poly322 (10, 30 e 90 mg/kg) ndo alterou o tempo de
laténcia no teste de placa quente. A morfina (5 mg/kg), um analgésico opidide,
utilizado como controle positivo, aumentou significativamente o tempo de
laténcia de resposta ao estimulo térmico. Este resultado negativo sugere que a
atividade antinociceptiva do poly322 ndo envolve a participacdo de

mecanismos supra-espinhais.

Drogas com acao depressora sobre o sistema nervoso central e
muscular podem reduzir a coordenagdo motora em animais, bem como a
expressdo de comportamentos nociceptivos (SOJA et al., 2002). Considerando
que alguns dos métodos escolhidos no presente estudo (contorcOes
abdominais, teste de retirada de cauda, placa quente e formalina) para a
avaliacao da atividade antinociceptiva, exigem respostas motoras dos animais,
resultados falso positivos poderiam ser obtidos, caso ocorresse perda da
coordenacdo motora dos animais por sedacdo e/ou relaxamento muscular.
Para descartar tal possibilidade foi realizado o teste do cilindro giratério e o

teste do campo aberto.

7z

O teste do cilindro giratério € um dispositivo que mede a atividade
forcada, através da avaliacdo do equilibrio e da coordenacdo dos animais,
parametros esses indicativos de transtornos neurolégicos (ROSLAND et al.,
1990). Este procedimento requer que o animal mantenha o equilibrio sobre um
cilindro que se movimenta com uma velocidade de rotagdo constante
(DUNHAM; MIYA, 1957). Esse modelo é bastante utilizado para avaliar déficit
motor provocado por disfuncdes cerebelares, injarias cerebrais provocadas por
trauma ou doencas degenerativas induzidas em animais (HAMM, 1994;
MONVILLE; TORRES; DUNNETT, 2006; SHSIOTSUKI et al., 2010).

O tratamento com o poly322 nas doses utilizadas nos testes
nociceptivos, ndo afetou o desempenho motor dos animais no teste do cilindro
giratorio. O farmaco utilizado como referéncia, diazepam (10mg/kg), diminuiu
significantemente o tempo de permanéncia dos animais no cilindro giratorio.
Assim, pode-se inferir que o tratamento com o poly322 n&o promove alteracao

na fungéo motora.
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Com o intuito de se excluir a possibilidade da acdo antinociceptiva do
poly322 estar relacionada a disturbios ndo-especificos da atividade locomotora
dos animais, foi realizado o modelo do campo aberto. Este método, proposto
por Hall (1934), permite verificar se a droga em teste € capaz de promover
incoordenacdo motora e diminuicdo do comportamento exploratorio nos
animais, seja por sedacao e/ou relaxamento muscular (DUHAM; MYIA, 1957;
GASBARRI et al., 2003). O diazepam, um benzodiazepinico, utilizado neste
trabalho como controle positivo, apresenta diversos efeitos farmacologicos
como a potencializacao da atividade dos neurotransmissores inibitérios do SNC

(SKARDA et al., 1997), resultando em incoordenac¢ao motora.

Assim, o teste do campo aberto foi realizado para confirmar se a droga
estudada apresentava uma acao sedativa ou depressora nos animais tratados.
A administracdo do poly322 nas doses utilizadas, ndo afetou a atividade
locomotora dos animais. O farmaco utilizado como referéncia, diazepam
(10mg/kg), inibiu significantemente a coordenacdo motora e comportamento

exploratdrio dos animais no modelo de campo aberto.

A suposicdo de que o poly322 é uma droga analgésica com acao sobre
a nocicepcao de origem inflamatoria, tornou-se mais clara quando foi realizado

o teste do edema de pata induzido por carragenina.

Os mediadores inflamatérios envolvidos com a geracdo do edema de
pata induzido por carragenina sédo capazes de promover inflamagéo aguda no
tecido injetado, provovendo alteracBes vasculares, acumulo de liquido e
leucdcitos nos tecidos extravasculares (SPILLER et al., 2004). Este teste é um
importante instrumento para estudar o fenbmeno da hiperalgesia e o
desencadeamento do processo inflamatorio. A inflamacgéo causada pela injecao
intraplantar de carragenina envolve a liberacdo de véarios mediadores
inflamatoérios, como o TNF-a, IL-1B e IL-6, que estimulam a producdo de
prostaglandinas desencadeando o aumento da oferta de sangue e acumulo de
leucocitos, resultando em edema (MORRIS, 2003; CUNHA et al., 2005).



67

O tratamento com o poly322 reduziu significativamente o edema da pata
induzido por carragenina na terceira hora apés a aplicacdo da carragenina de

maneira dose-dependente.

A investigacdo da participagcdo de citocinas no desenvolvimento do
processo inflamatério é uma ferramenta essencial para o delineamento do
mecanismo de acdo de drogas com potencial antinociceptivos. As citocinas
pro-nociceptivas, participam na cascata inflamatdria que ocorre durante a
génese da hipernocicep¢do mecanica em camundongos. Elas estdo envolvidas
na modulacdo de processos nhociceptivos, e na capacidade de induzir
nocicepcao (TADANO et al.,1999; CHOI et al., 2003). Sendo assim, estes
mediadores inflamatorios uma vez liberados promovem de forma sinérgica uma
alteracdo no mecanismo de transducdo periférica do estimulo nociceptivo
aumentando a sensibilidade de transducdo dos nociceptores de elevado limiar,
com consequente reducdo no limiar de percepcdo do estimulo doloroso
(CARVALHO; LEMONICA, 1998).

Dessa forma, investigou-se a possibilidade da acdo antinociceptiva do
poly322 estar relacionada com a inibicdo de citocinas pré-inflamatérias (IL-6 e
IL-1B). O pré-tratamento com o poly322 (90 mg/kg) inibiu significantemente os
niveis de IL-6 no tecido plantar. Entretanto, o pré-tratamento com o poly322 (90
mg/kg) nédo inibiu os niveis de IL-18 em comparagdo com o controle negativo. A
dexametasona (2mg/kg) inibiu significativamente as duas citocinas estudadas
(p<0,05). Esses dados indicam que, possivelmente, a acdo antinocipectiva do
poly322 estaria relacionada com a inibicdo da citocina pro-inflamatoria IL-6 na

hipernocicepc¢ao induzida pela carraginina.

Estes resultados assemelham-se aos encontrados por Macaferri e
colaboradores (2012) e Stefanova et al. (2010) onde o extrato da levedura K.
marxianus inibiu a producdo da citocina pro-inflamatoria IL-6 em diferentes

modelos experimentais.

Estudos demonstram que a citocina IL-6 participa da hipernocicepcao

inflamatéria mecéanica em camundongos, realizada através da injecdo



68

intraplantar de IL-6 (CUNHA et al., 1992). Estudos posteriores identificaram que
animais com delecao do gene para a producédo de IL-6 apresentam reducao na
hipernocicepgéo térmica e mecénica em resposta a administracdo intraplantar
de carragenina (XU et al.,, 1997). Pesquisadores verificaram ainda que a
injecdo intramuscular de IL-6 induziu hipernocicepcédo mecanica na dor cronica
(DINA et al., 2008).

Em vista do que foi descrito anteriormente, o polissacarideo extraido da
levedura Kluyveromyces marxianus apresenta uma promissora atividade
antinoceptiva e anti-inflamatéria para o desenvolvimento de farmacos
analgésicos e anti-inflamatorios. A utilizacdo de polissacarideos extraidos de
fungos e leveduras para fins medicinais € mundialmente reconhecida como um
grande avanco para a medicina, tendo grande impacto sobre a satde humana

e a expectativa de vida da populacéo.
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6 CONCLUSOES

Os dados apresentados no presente estudo nos permitem sugerir que o
tratamento com o poly322:

» Possui atividade antinociceptiva em modelos experimentais de dor

inflamatéria;
» N&o demonstrou atividade nos modelos de nocicepc¢ao térmica;
» Nas doses terapéuticas nao induziram alteracdo da funcado motora;
» Possui acdo anti-inflamatoria, evidenciada no teste do edema de pata;

» Diminuiu significantemente os niveis locais da citocina IL-6.
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ANEXO A- PURIFICACAO DO POLISSACARIDEO
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Eluicdo da amostra em coluna de Sephacryl S-200, equilibrada com tampao fosfato 10 mM, pH
7,0. O fluxo da coluna foi 0.5mL/min e foram coletadas fracfes de 2,5ml.
Fonte: Laboratério de Enzimologia e Tecnologia das Fermentac¢des (LAEN).
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ANEXO B- ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO (FT-IV)
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FT-IR espectro do polissacarideo produzido a partir da K. marxianus CCMB 322.
Fonte: Laboratério de Enzimologia e Tecnologia das Fermentacdes (LAEN).
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ANEXO C- RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN)
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BCNMR espectro do polissacarideo extraida da K. marxianus (CCMB 322).
Fonte: Laboratério de Enzimologia e Tecnologia das Fermentacdes (LAEN).



