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RESUMO

Efeito ansiolitico dos polissacarideos sulfatados da alga marinha vermelha Gracilaria
cornea J. Agardh em modelos neurocomportamentais em camundongos. Valdécio S.
Monteiro. Dissertacdo de mestrado apresentada ao programa de P6s Graduacdo em Bioquimica.
Departamento de Bioguimica e Biologia Molecular. Universidade Federal do Ceard. Data da
defesa: 05 de fevereiro de 2014. Prof® Orientadora: Norma Maria Barros Benevides.

Atualmente h4 um aumento no interesse em desenvolver novos agentes terapéuticos a partir de
moléculas biologicamente ativas presentes em fontes naturais, e 0s organismos marinhos tem-se
destacado. Dentro deste contexto, as algas marinhas vermelhas tém recebido muita atencdo por
apresentar propriedades bioldgicas e farmacoldgicas ativas, como: antibacteriana, antioxidante,
antiviral, antitumoral, antitrombética, pro-trombética, antinociceptiva, antinflamatoria,
anticoagulante e anticancerigena. Pesquisas recentes mostram que muitos bioativos obtidos de
origem marinha apresentam grande potencial para aplicagdes neurofarmacoldgicas. Assim o
objetivo desta dissertacdo foi avaliar os efeitos dos polissacarideos sulfatados totais (PST)
obtidos da alga marinha vermelha Gracilaria cornea no Sistema Nervoso Central, em modelos
classicos de animais (labirinto em cruz elevada (LCE), campo aberto, Placa perfurada, rota rod,
nado forgado e suspenséo de cauda) para screening de drogas com atividades relacionadas com as
desordens neurocomportamentais, como ansiedade e depressdo. Para a realizacdo dos
experimentos foram utilizados camundongos Swiss, machos, pesando de 25-32g, provenientes do
biotério da Universidade Federal do Ceara. Os animais foram tratados agudamente com PST nas
doses de 0,1, 1 ou 10 mg/kg, via intraperitoneal. Trinta minutos ap6s o tratamento, 0s animais
foram submetidos aos testes comportamentais de locomocdo (campo aberto e rota rod),
ansiedade (LCE e placa perfurada) e depresséo (nado forcado e suspensdo de cauda). Os
resultados mostraram que PST, na dose de 10 mg/kg, apresentou efeito ansiolitico nos modelos
de LCE e placa perfurada, pois aumentou todos os parametros analisados no LCE, assim como o
namero de mergulhos nos orificios da placa perfurada. Este efeito estd provavelmente
relacionado com o sistema gabaérgico, pois o flumazenil, antagonistas dos receptores GABA/
Benzodiazepinicos, reverteu o efeito ansiolitico dos PST no LCE. No teste de campo aberto a
dose de 10 mg/kg aumentou o numero de quadrantes € 0 nimero de rearing, tento uma acéao
exitatdria, ja no teste de rota rod ndo houve alteracdo, mostrando que a atividade motora dos
animais ndo foi prejudicada. Na avaliacdo da atividade depressiva, 0s PST ndo alteraram o tempo
de imobilidade nos testes de nado forcado e de suspensdo de cauda, embora a dose de 10mg/kg
apresentou uma diminuicdo no parametro analisado, porém ndo significativo. Conclusdo: os
polissacarideos sulfatados totais extraidos da Gracilaria cornea, na dose de 10 mg/Kg, sugerem
uma acdo ansiolitica no Sistema Nervoso Central, possivelmente relacionado com o sistema
gabaérgico, desprovida de acdo antidepressivo.

Palavras-chaves: Gracilaria cornea; Sistema nervoso central; produto natural Ansiolitico;
Antidepressivo.



ABSTRACT

Anxiolytic effect of sulfated polysaccharides from the red seaweed Gracilaria cornea J.
Agardh in neurobehavioral models in mice. Valdécio S. Monteiro. Dissertation of Master
presented to the Graduate Program in Biochemistry. Departament of Biochemistry and Molecular
Biology. Federal University of Ceara. Defense date: February 05" 2014. Prof® Orientator: Dr®
Norma Maria Barros Benevides.

Currently there is an increased interest in developing new therapeutic agents from biologically
active molecules present in natural sources from marine organisms has been posted. Within this
context, red marine algae have received much attention for presenting active biological and
pharmacological properties such as antibacterial, antioxidant, antiviral, antitumor, antithrombotic,
pro-thrombotic, antinociceptive, anti-inflammatory, anticancer and anticoagulant. Recent surveys
show that many bioactive obtained from marine sources have great potential for
neuropharmacological applications. Thus the aim of this thesis was to evaluate the effects of
sulfated polysaccharides total (PST) obtained from the red seaweed Gracilaria cornea in the
Central Nervous System in classic animal models elevated plus maze (EPM), open field, hole
board, rota rod, forced swim and tail suspension for the screening of drugs with activities related
to neurobehavioral disorders such as anxiety and depression. For the experiments Swiss male
mice were used, weighing 25-32g, from the vivarium of the Federal University of Ceard. The
animals were treated acutely with PST at doses of 0.1, 1 or 10 mg/kg intraperitoneally. Thirty
minutes after treatment, the animals were subjected to behavioral tests of locomotion (open field
and rota rod), anxiety (LCE and hole board) and depression (forced swim and tail suspension).
The results showed that PST, at a dose of 10 mg/kg, showed anxiolytic effects in models of EPM
and hole board, it increased all parameters analyzed in the EPM, as well as the number of dives in
the holes of the perforated plate. This effect is probably related to the GABAergic system
because flumazenil, antagonists of GABA/Benzodiazepine receptor, reversed the anxiolytic
effects of PST in the EPM. In the open field test dose of 10 mg/kg increased the number of
quadrants and the number of rearing, try one exitatoria action already in the route test rod did not
change, showing that the motor activity of the animals was not affected. In the assessment of
depressive activity, the PST did not alter the immobility time in the forced swim and tail
suspension tests, although the dose of 10mg/kg showed a decrease in the parameter analyzed
nonsignificant. Conclusion: total sulfated extracted from Gracilaria cornea, at a dose of 10
mg/kg, polysaccharides suggest an anxiolytic action in the central nervous system, possibly
associated with the GABAergic system, devoid of antidepressant action.

Keywords: Gracilaria cornea; Central nervous system; Natural product; Anxiolytic;
Antidepressant.
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1 INTRODUCAO

1.1 Considerac0es gerais

Desordens neurocomportamentais sdo compostas por um grande grupo de
deficiéncias neurologicas, as quais estdo associadas tanto com doencas cerebrais transitorias
(esclerose multipla, deméncia e condi¢cGes neuro-oncoldgicas) como doencas cerebrais
permanentes (encefalopatias metabdlica e toxica) e/ou ocasionadas por injarias (como trauma,
hipoxia e/ou esquemia) (ZASLER; MARTELLI; JACOBS, 2013). Entre essas desordens,
destacam-se a depressao e a ansiedade, as quais tém despertado cada vez mais o interesse
cientifico devido ao percentual de individuos afetados no mundo e ao pouco conhecimento de
estratégias terapéuticas sem efeitos adversos (MAO et al., 2008; RABBANI; SAJADI,
MOHAMMADI, 2008).

Os estudos com moléculas bioativas tém ganhado espaco na area das ciéncias
bioldgicas, pois a identificacdo de novas substancias para a producdo de farmacos pode contribuir
para novas pesquisas nas areas de farmacologia e fisioldgica, pois ainda nos deparamos com
pouco conhecimento de estratégias terapéuticas com poucos efeitos indesejaveis.

Para 0 sucesso do desenvolvimento de novos farmacos efetivos no tratamento das
desordens neurocomportamentais, € fundamental a prospeccéo de novas fontes naturais com este
potencial, assim como a elucidacdo dos mecanismos de acdo envolvidos. Entre as potenciais
fontes de bioprospeccdo de novos farmacos, as algas tém sido descritas na literatura como um
recurso vegetal e com a presenca de moléculas bioativas diversas e atéxicas, como 0s
polissacarideos sulfatados, os quais vém despertando interesse cientifico por apresentarem uma
diversa variedade de potenciais implicaces farmacoldgicas (JIAO et al., 2011).

No Brasil, ha mais de 539 espécies de macroalgas catalogadas, mas com poucos
estudos mostrando o seu potencial terapéutico. Nesse sentido, o Brasil apresenta-se como um
grande potencial para a pesquisa e exploracdo na area de organismos marinhos (ALVES et al.,

2000), podendo contribuir para o desenvolvimento de novos farmacos.
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1.2 Algas

As algas sdo organismos autotroficos pertencentes ao Reino Protista, que precisam
realizar fotossintese para elaborar o alimento que precisam. Fazem parte dos seres unicelulares
(eucarioticos) e multicelulares (procaridticos). Sao taldfitas (plantas sem raizes, caules e folhas),
sendo a clorofila “a” o pigmento fotossintético principal (VAN DEN HOECK; MANN; JAHNS,
1999). Em relacdo ao habitat, as algas sdo principalmente aquaticas, encontradas nos oceanos, em
aguas estuarias, dulciolas, e em superficies Umidas. Sua distribuicdo estd relacionada com a
temperatura e salinidade da agua, disponibilidade de luz solar, correntes dos oceanos e das
condicdes fisicas e quimicas ambientais (RAVEN et al., 2007).

As macroalgas, do ponto de vista botanico, encontram-se divididas em trés principais
grupos de acordo com sua estrutura fisica, funcdo e ciclo reprodutivo em: Chlorophyta (algas
verdes), Phaeophyta (algas pardas) e Rodophyta (algas vermelhas) (VIDOTTI; ROLLEMBERG,
2004).

As algas vermelhas apresentam uma grande diversidade de espécies, que estdo
distribuidas desde as regides tropicais até ambientes mais frios. Existem cerca de 4000 a 6000
espécies destas algas. Sendo a grande maioria de habitat marinho. Apresentam frequentemente
coloracdo avermelhada, isso devido a presenca de ficoeritrina, pigmento fotossintético acessorio
presente no interior dos cloroplastos. As algas vermelhas além da clorofila “a”, apresentam
também a clorofila “b”, e o polissacarideo conhecido como “amido das florideas” como material
de reserva (DAVIS; VOLESKY; MUCCI, 2003; VIDOTTI; ROLLEMBERG, 2004).

A utilizacdo de algas no comércio global é de grande importancia na economia
mundial, principalmente nos paises asiaticos como Japdo, China e Filipinas. A principal forma de
utilizacdo é através do cultivo de espécies em cativeiros para obtencdo do Agar, carragenina e
alginato. Sendo os hidrocoldides os que tém maior significancia comercial, devido a propriedade
de formar gel, reter &gua e emusificar (SILVA et al., 2010). Também séo de grande utilizagdo na
culinaria (McHUGH, 2003), nas industrias de papel e téxtil como espessante de corantes (TURK;
SCHNEIDER, 2000) e na farmacéutica como microesferas para liberacdo de drogas (CHAN;
LEE; HENG, 2007).
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1.3 Género Gracilaria

As algas marinhas oferecem amplos produtos e beneficios para a sociedade, como
aplicacdo na nutricdo, na cosmética, nos estudos farmacologicos, nos processamentos de
alimentos e na biotecnologia (MORANO et al., 1991; CAMPOS et al., 2009).

As espécies do género Gracilaria destacam-se por possuirem alta concentracdo de
agar, que é de grande interesse na industria alimenticia em todo o0 mundo (MELO et al., 2002;
PLASTINO; OLIVEIRA, 2002;). Sdo encontradas principalmente nos mares temperados e
tropicais, nas zonas entre-marés até o infralitoral. Seu comprimento pode variar de 0,1 a 5 metros,
apresentando talo cilindrico ou achatado, filamentoso ou pseudoparenquimatoso. Suportam
variacOes de temperatura, salinidade, e circulacdo de &gua. Sua coloracdo é vermelha, porém
pode haver variacdo para cor verde (GUIMARAES; PLASTINO; OLIVEIRA, 1999).

No Brasil, as regides de maior produtividade de algas do género Gracilaria
encontram-se entre os estados da Paraiba e Ceara (OLIVEIRA; MIRANDA, 1998; MIRANDA,
2000;). Segundo Oliveira (1998), as espécies de maior potencial econdmico sdo G. cornea, G.
caudata e Gracilariopis tenuifrons, todas encontradas nas dguas quentes dos estados do nordeste.
Apresentam crescimento vegetativo livre ou se fixam a pequena rochas e fragmentos de corais
em niveis de maré baixa (SINHA et al., 2000), além de possuirem flexibilidade e um talo
cilindrico de consisténcia carnosa (JOLY, 1965).

A alga marinha G. cornea J. Agardh esta presente no oceano atlantico entre o golfo
do México até Cabo Frio, no Brasil (BIRD et al., 1986). Sua utilizacdo na producdo de agar é
alta, devido ao seu grande rendimento. Como conseqiéncia dessa importancia econémica, muitos
aspectos fisiologicos tém sido estudados, tais como crescimento em laboratorios (YOKOYA,;
OLIVEIRA, 1992), fotossintese e pigmentos (DAWES et al., 1999), compostos que absorvem
radiacdo violeta (SINHA et al., 2000), qualidade do &gar (LEON, 1990; ESPINOZA et al., 2003)
e reproducdo (GUZMAN-URIOSTEGUI; ROBLEDO, 1999).
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1.4 Polissacarideos sulfatados

Os polissacarideos sulfatados representam uma classe de macromoléculas
polianiénicas complexas e heterogéneas formadas por unidades repetitivas de acgucares e
carregadas negativamente devido a presenca de grupos sulfatados ou da carboxila de éacidos
urdnicos, sendo encontrados principalmente em algas marinhas (JIAO et al., 2011) e no reino
animal (MEDEIROS et al., 2008).

Uma caracteristica peculiar as macroalgas, é a presenca de pelo menos um
polissacarideo contendo éster sulfatado em sua matriz mucilaginosa. Polissacarideos sulfatados
ainda ndo foram relatados em plantas superiores terrestres, embora elas ocorram amplamente no
tecido conjuntivo dos invertebrados e em menor quantidade nos invertebrados (FARIAS et. al.,
2000).

Nas algas marinhas vermelhas os polissacarideos sulfatados estdo presentes na forma
de galactanas sulfatadas, as quais sdo constituidas por unidades dissacaridicas repetitivas, da
mesma forma que muitos polissacarideos de tecidos conjuntivos de animais, tais como:
condroitim sulfato, dermatam sulfato, heparam sulfato e queratam sulfato (USOV, 1984;
FARIAS, 2000).

1.4.1 Galactanas sulfatadas obtidas de algas vermelhas

As algas marinhas vermelhas biossintetizam uma grande variedade de galactanas
sulfatadas que sdo os principais componentes da matrix intracelular. Essencialmente, elas
consistem de cadeias lineares formadas de dissacarideos repetitivos, designados por unidade A,
constituida por unidades de PB-D-galactopiranose ligadas através dos carbonos C-1 e C-3. e
unidade B constituida por unidades de a-galactopiranose, ligadas através dos carbonos C-1 e C-4
(LAHANE, 2001; VAN DE VELDE; PEREIRA; ROLLEMA, 2004). Algumas unidades de a-
galactopiranose podem também ocorrer na forma ciclizada 3,6-anidrogalactopiranose
(PAINTER, 1983). Portanto, a cadeia linear da galactana é formada pela alternancia das unidades

A e B (AB), de acordo com a estrutura repetitiva esquematizada na Figura 1.
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Figura 1: Unidade repetidas presentes nas galactanas de algas vermelhas: a unidade B

consiste de a-D ou a-L galactopiranose.

[(—3)- B-D-galactopiranose-(1—4) -a-galactopiranose-(1—)|n
unidade A unidade B

As galactanas apresentam dois grandes grupos bem conhecidos designados de
agaranas e carragenanas dependendo de sua configuracdo. A unidade A sempre se apresenta na
configuracdo enantiometrica D-, enquanto que a unidade B pode se apresentar tanto na
configuragdo D- como na L-. Assim, de acordo com a estereoquimica da unidade B, estas
galactanas podem ser classificadas como carragenanas, quando esta pertencer a série D- (figura
2), ou agarana, quando pertencer a série L- (figura 3) (PAINTER, 1983; USOV, 1984, STORTZ;
CASES; CEREZO, 1997). No entanto estudos estruturais detalhados demonstram um terceiro
grupo de galactanas onde a unidade B apresenta configuracdo D- e L- na mesma molécula,
denominados de hibridos — D/L (STORTZ; CEREZO, 2000).

Figura 2. Estrutura basica repetitiva de carragenanas, com unidades D- alternantes.

- R

R=H ou CH;

R’=H ou SO;
R’>=H ou CH;

unidade A unidade B
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Figura 3. Estrutura bésica repetitiva de agaranas, com unidades D- e L- alternante.

~ ™
CH,OR O\
or O
R=H ou SO;"
\\ _// n
unidade A unidade B

Embora as galactanas sulfatadas apresentem uma estrutura basica repetitiva, elas
possuem uma grande diversidade estrutural, pois apresentam diversos tipos diferentes de
substituintes na cadeia principal (ERREA; MATULEWICZ, 2003), como presenga de grupo eter
metilico no C-6 ou grupos sulfato C-2, C-4 ou C-6, todos na unidade A ou ainda presenca na
unidade B de grupos éter metilico ou grupos sulfato C-2, C-3 ou C-4 (PAINTER, 1983). A
proporcéo e distribuicdo dos substituintes mencionados na cadeia do esqueleto do galactano
modificam as propriedades fisico-quimicas dos polissacarideos (LAHAYE; ROCHAS, 1991;
RODRIGUEZ et al., 2009). O maior grau de substituicdo por grupos sulfato, por exemplo,
produz géis de menor forca (VILLANUEVA, et al., 2010).

1.5 Polissacarideos sulfatos de algas marinhas e suas atividades biologicas

Os registros do uso de substancias procedentes de organismos marinhos e o
conhecimento de suas propriedades datam de tempos remotos. H& pelo menos mil anos os
chineses ja empregavam o extrato da alga Laminaria japonicum como tempero para incrementar

0 sabor e 0 aroma de certos alimentos. Mas tarde, o agente responsavel por estas propriedades foi
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identificado como sendo o acido glutdmico, um importante neurotransmissor no sistema nervoso
central (BASLOW, 1969).

Atualmente, as algas marinhas tém grande importancia como novas fontes de
substancias bioativas, pois diversas pesquisas revelam que seus compostos véem apresentando
vasta atividade bioldgica (BARROW; SHAHIDI, 2008; WIJESEKARA; KIM,2010).

Estudos demonstram que as atividades bioldgicas dos polissacarideos sulfatados
(PSs) dependem da densidade de cargas, teor de sulfato, estrutura quimica, peso molecular e
conformacdo de cadeia (FONSECA et al., 2008; RODRIGUES et al., 2010a; 2010b), além de
apresentarem baixo risco de contaminacao por particulas virais (LEITE et al., 1998) e toxidade
bastante baixa (QUINDERE et al., 2013).

Nandini e colaboradores (2004) relataram que polissacarideos sulfatados, extraidos de
notocorda de peixe, modulam positivamente a producéo de fatores de crescimento em cultura de
celulas de hipocampo de rato, como BDNF, fator neurotréfico derivado da glia (GDNF), fator de
crescimento vascular endotelial (VEGF) e fatores de crescimento de fibroblasto (FGF). De
acordo com os autores, as interacdes entre os polissacarideos sulfatados e esses fatores de
crescimento neurotroficos sugerem a possibilidade de implicac@es in vivo no desenvolvimento de
agentes terapéuticos para o tratamento de doengas neuronais e injdrias cerebrais.

A partir de entdo, a literatura tem demonstrado que varios tipos de polissacarideos
compostos por grupos sulfatados, de origem animal e vegetal, com efeitos neuroprotetores, como:
proliferacdo de células neurais (LEE et al., 2007; ZHANG et al., 2010; SHENG et al., 2011);
antineurotoxicidade (SATO et al., 2008; LUO et al., 2009; PANGESTUTI; KIM, 2011; GAO et
al., 2012); antioxidante (YANG et al., 2011; PANGESTUTI; KIM, 2011); e anti-
neuroinflamatdrio, através da modulacdo de mediadores inflamat6rios como 6xido nitrico (NO)
(LEE et al., 2007), TNFa. , IL-6, COX-2, PGE2 ¢ IL1p (PANGESTUTI; KIM, 2011).

Outras atividades bioldgicas foram descritas para PSs extraidos de algas marinhas,
tais como: antibacteriana (CHOTIGEAT et al., 2004; GEDENNE et al., 2013), antioxidante
(RUPEREZ; AHRAZEM; LEAL, 2002; MELO et al., 2013), antiviral (CHOTIGEAT et al.,
2004; RABANAL, et al., 2014), antitumoral (WANG et al., 2004; ZHOU et al., 2004),
antitrombdtica e pro-trombotica (FONSECA et al., 2008), antinociceptiva (ASSREUY et al.,
2008; COURA et al., 2012), antinflamatdria (NA et al., 2010), anticoagulante (RODRIGUES et
al., 2010a; 2010b) e anticancerigena (SYNYTSYA et al., 2010). Alem de ter a capacidade de
modular mediadores inflamatorios (PANGESTUTI; KIM, 2011), propiciar proliferagdo em
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celulas neuronais (LEE et al., 2007) e modular a plasticidade neural em hipocampo (GAO et al.,
2012).

Tem sido relatado na literatura que os PSs das espécies de algas marinhas pardas
Ecklonia cava e Laminaria japonica, que apresentam acao anti-inflamatoria, também apresentam
acao neuroprotetora em modelos experimentais de animais, (PANGESTUTI; KIM, 2011; GAO et
al., 2012). No entanto, PSs das espécies de alga marinhas vermelhas, tais como Gracilaria, G.
cornea e G. birdiae, também apresentam acdo anti-inflamatéria (VANDERLEI et al., 2011;
COURA et al., 2012), mas até o0 momento ndo existe estudos relatando acdo no sistema nervoso

central para os referidos PSs.

1.6 Sistema Nervoso Central e sua importancia funcional

O Sistema nervoso humano contém mais de 10 bilhdes de neurbnios, onde, em sua
maioria, formam milhares de conexdes sinapticas, conferindo ao sistema nervoso uma
complexidade diferente daquela observada em qualquer outro sistema organico. As interagdes
entre os circuitos neuronais medeiam fungdes que incluem desde reflexos primitivos até a
linguagem, o humor, e a memoria (GOLAN, 2009).

O sistema nervoso pode ser dividido, em nivel estrutural e funcional, em
componentes periférico e central. O sistema nervoso periférico inclui todos 0s nervos que seguem
0 seu percurso entre o sistema nervoso central e os locais somaticos e viscerais. Enquanto que o
SNC transmite e processa sinais recebidos do sistema nervoso periférico, cujo processamento
resulta em respostas que sdo formuladas e retransmitidas a sua periferia. O SNC é responsavel
por funcBes importantes, como: percepgdo, incluindo processamentos sensitivo, auditivo e visual,
estado de vigilia, linguagem e consciéncia (GOLAN, 2009).

Desordens no sistema nervoso, denominadas de desordens neuroldgicas, tém efeitos
devastadores e sdo amplamente distribuidas em toda a populacdo, sendo especialmente prevalente
na populacdo mais idosa. Essas desordens neuroldgicas sdo multifatoriais e podem ter origem
genética, epigenética e/ou serem induzidas por estresses ambientais, injurias, doencas e/ou
processos inflamatorios (SIMONATO et al., 2013). Entre essas desordens neurologicas, podem
ser citados os disturbios comportamentais (WIDLOCHER, 1983).
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1.7 Desordens neurocomportamentais

Os distdrbios comportamentais, cognitivos e emocionais associados a danos ou
disfungbes no SNC séo classificados como desordens ou transtornos neurocomportamentais
(STRUB; BLACK, 1981), os quais também estdo associados a processos de degeneracdo neural
(BERNHEIMER et al, 1973). Essas desordens sdo compostas por um grande grupo de
deficiéncias neurologicas, as quais estdo associadas tanto com doencas cerebrais transitorias
(esclerose multipla, deméncia e condi¢des neuro-oncoldgicas) como doencas cerebrais
permanentes (encefalopatias metabdlica e toxica) e/ou ocasionadas por injarias (como trauma,
hipoxia e/ou esquemia) (ZASLER; MARTELLI; JACOBS, 2013). Entre essas desordens
neurocomportamentais, podem-se citar as doencas afetivas, como a ansiedade e a depressao
(WIDLOCHER, 1983).

1.7.1 Ansiedade

A ansiedade é um termo utilizado para descrever um estado emocional normal
associado ao estresse ou dificuldade psicoldgica associada a uma condi¢do patoldgica. Sao
reacfes normais até 0 momento que comegam a provocar sofrimento no individuo (LENT, 2004).
Quando a ansiedade é cronica e ndo esta claramente associada a um evento bem definido ela
geralmente é considerada anormal e prépria para uma intervencdo psicolégica ou psiquiatrica
(SANGER,1991). Existem vérias formas de ansiedade, sendo as mais comuns: distlrbio do
panico, transtorno do estresse poOs-traumatico e as fobias (GARAKANI; MATHEUS;
CHARNEY, 2006).

Em termos bioldgicos, a ansiedade promove uma inibicdo comportamental, que
acontece em respostas aos eventos ambientais que sdo novos, ndo-compensadores (em condi¢éo
em que a recompensa era esperada) ou a puni¢do. Em animais, esta inibicdo comportamental
pode adotar forma de imobilidade ou supressdo de uma resposta comportamental, tal como
pressionar uma alavanca para obter alimento. Para o desenvolvimento de novos farmacos
ansioliticos, é importante o uso de testes em animais que fornecam um bom guia para atividades
em seres humanos e muito esforco para desenvolver e dar validade a tais testes (RANG et al.,
2011).



25

Nos ultimos 45 anos, o tratamento farmacol6gico dos transtornos de ansiedade tem
utilizado extensivamente os benzodiazepinicos, classe de drogas que modulam alostericamente 0s
receptores gabaérgicos do tipo A (OLSON, 2002). No entanto, os seus efeitos adversos sao
predominantes, incluindo sedacdo, relaxamento muscular, amnésia anterograda e dependéncia
fisica (MITTE et al., 2005; RABBANI; SAJJADI; MOHAMMADI, 2008).

1.7.1.1 Sistema gabaérgico

O acido y-aminoburitico (GABA), € o principal neurotransmissor inibitério presente
no sistema nervoso central dos vertebrados. O GABA ativa duas classes de receptores distintos, o
GABAA e 0 GABAg. Os receptores GABAA abre os canais de cloreto e sdo antagonizados pela
picrotoxina e bicuculina, ambas provocando convulsdes generalizadas (BORMANN, 2000;
SILVILOTTI; NISTRI, 1991). Os receptores GABAg podem ser ativados seletivamente pela
droga antiespéstica baclofeno e estdo acoplados a proteina G, que inibem os canais de calcio ou
ativam os canais de potassio (BORMANN, 2000; BOWERY, 1993).

O GABA ¢ sintetizado a partir do L-glutamato, numa reacdo de descarboxilacdo
catalitica pela enzima glutamato descarboxilase (GAD), enzima encontrada apenas em neur6nios
que sintetizam este neurotransmissor no cérebro. Apds ser sintetizado, 0 GABA €é armazenado
dentro de vesiculas. Quando ocorre a liberacdo na fenda sinéptica, 0 GABA liga-se ao seu
receptor, causando uma hiperpolarizacdo, isso devido ao influxo de Cl ~ ou efluxo K *, no

neurdnio pds-sinaptico (RANG et al., 2011) (Figura 4).
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Figura 4. Sintese e metabolismo do GABA.

Fonte: Disponivel em: www.javeriana.edu.com/.../gabal.qgift/

Os receptores GABAA sd0 0s mais importantes por possuirem um papel central na
regulacdo da excitabilidade cerebral, através de seus efeitos inibitdrios, e, muitos farmacos
importantes, como 0s benzodiazepinicos, apresentam varios efeitos relacionados com este
receptor, tais como sedacédo, inducdo do sono, reducdo da ansiedade e da agresséo, reducdo do
tdbnus muscular e coordenacdo, efeito anticonvulsivante e amnésia anterdgrada. Todos esses
efeitos ocorrem através da potencializacdo da resposta ao GABA por facilitarem a abertura dos
canais de cloreto ativados pelo GABA. Eles se ligam de modo especifico em um sitio regulador
do receptor, distinto do sitio ligante do GABA, e agem de modo alostérico, aumentando a
afinidade do GABA pelo receptor (RANG et al., 2011).

O receptor GABAA é um canal ibnico ativado por ligante, consistindo de um
aglomerado pentamérico, construido pela associagdo de 18 ou mais subunidades diferentes. A
subunidade o do complexo pentamérico ocorre em seis isoformas (al-a6). Diferentes efeitos

benzodiazepidicos podem, assim, estar ligados a diferentes subtipos de receptores GABAA,
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sugerindo a possibilidade de desenvolvimento de novas substancias com efeitos mais seletivos do
que os benzodiazepidicos existentes (JOHNSTON, 1991; RANG et al., 2011) (Figura 5).

Figura 5. Receptor GABAA

GABA

Benzodiazepinico G
Barbituricos

UL
L

Canal de CI" ativado por GABA

Fonte: Adaptado de: www.niaaa.nih.gov/.../gaba_receptor.qgift

1.7.2 Depresséo

A depressdo é o mais comum disturbio afetivo (distirbio do humor ao invés de
disturbio de pensamento ou cognicao), podendo ser de uma condi¢cdo muito branda, beirando a
normalidade, a uma depressdo severa (psicotica) acompanhada por alucinagGes e delirios. Os

sintomas da depressdo compreendem apatia, irritabilidade, dificuldade de concentracdo, anomalia
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no apetite e no sono (sintomas neurovegetativos) (RANG et al., 2011). Encontrar-se associado
ao suicidio, desenvolvimento de disturbios coronérios e diabetes tipo 2 (KNOL et al., 2006),
deste modo, a depresséo prejudica o prognostico de muitas outras condigdes médicas (EVANS et
al., 2005; GILDENGERS et al., 2008).

A explicacdo para o reduzido progndéstico de depressdo e seu consideravel impacto
esta correlacionada com o conhecimento rudimentar da sua fisiopatologia, comparada com outras
doencas cronicas e potencialmente fatais (KRISHNAN; NESTLER, 2008). Uma explicacdo para
essa discrepancia € que as alteracdes no cérebro sdo muito mais dificeis de serem observadas que
as alteracfes em outros organismos. Técnicas validas para avaliar aberra¢fes no circuito cerebral
dependem de estudos post-mortem, no qual possuem numerosas limitacdes, ou técnicas de
neuroimagem, que detecta alteracfes na atividade neuronal usando marcadores indiretos para
ativacdo (PHELPS; LeDOUX, 2005).

O diagnostico oficial da depressdo € subjetivo e baseia-se na documentagdo de um
certo numero de sintomas. Baseado nesses sintomas existe VAarios tipos de antidepressivos
utilizados na pratica quimica, como os antidepressivos triciclicos (TCA), inibidores da
monoamino oxidase (IMAO), dentre outros.

Em animais, ndo existem condi¢des conhecidas que corresponda a condi¢do inata da
depressdo em seres humanos, mas varios procedimentos foram descritos, que produzem em
animais estados comportamentais (retirada da interacdo social, perda de apetite, atividade motora

reduzida, estresse, situacOes inescapaveis, entre outros) (PORSOLT et al., 1987).

1.7.2.1 Sistema dopaminérgico

A patogenia da depressdo foi, explicada inicialmente, pela teoria das monoaminas,
que afirma que a depressdo é causada por um déficit funcional das monoaminas transmissoras em
certos locais cerebral, enquanto a mania resulta de um excesso funcional (MANJI et al., 2001).
Essa hipdtese surgiu apos a observacao entre os efeitos clinicos de varios farmacos que induziam
ou aliviavam os sintomas da depressdo e seus efeitos neuroquimicos conhecidos sobre a
transmissdao monoaminérgica no cérebro. Um exemplo disso foi a introducdo da reserpina, no
inicio da década de 50, onde se observou que pacientes em tratamento, com tal droga, para o

controle da presséo arterial desenvolveram um quadro de depressdo. Estudos farmacologicos
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subsequentes revelaram que o principal mecanismo de acdo de reserpina consistia em inibir o
armazenamento dos neurotransmissores aminicos, como a noradrenalina e a serotonina, nas
vesiculas das terminag6es nervosas pré-sinapticas (GOODWIN; BUNNEY, 1971).

Apesar da teoria das monoaminas, foi proposto que a dopamina tambéem participa na
depressdo (KAPPUR; MANN, 1992). A dopamina esta implicada na regulacdo do humor
(BROWN; GERSHON, 1993), e foi mostrado que em modelos de animais de depresséo, 0s
niveis de dopamina extracelular presente no ceérebro estavam diminuidos (ROSSETTI et al.,
1993). Recentemente, tem sido considerado que a dopamina esta envolvida com efeitos
antidepressivos de drogas, pois a bupropiona, um inibidor seletivo da recaptacdo de dopamina, é
clinicamente usado em humanos como um antidepressivo ou na terapia de retirada de nicotina
(ASCHER et al., 1995; MARTIN et al., 1990, JOCA et al., 2000).

A dopamina pertence ao grupo de neurotransmissores chamados de cetacolaminas. As
suas caracteristicas estruturais é a presenca de um Unico grupamento amina, um nucleo de cetacol
(um anel benzeno com dois grupos de hidroxilas adjacentes) e uma cadeia lateral de etilamina ou
um de seus derivados (FELDMAN et al., 1997).

1.8 Modelos de estudo de desordens neurocomportamentais para analise da depressao e
ansiedade

Os modelos de estudos comportamentais em animais desempenham um papel central
na investigacdo cientifica dos mecanismos fisiol6gicos e nos processos que estdo envolvidos no
controlo do comportamento normal e anormal (HOLMES, 2003; RODGERS et al, 1997). Muitos
destes modelos tém sido utilizados com sucesso para testar novas drogas ansioliticas ou
antidepressivas e compreender 0s mecanismos neuronais (ARBORELIUS et a.l, 1999,
PATERSON et al., 2001; KALUEFF; MURPHY, 2007).

Dentre os testes de avaliacdo neurocomportamental para a depresséo, os testes do
nado forgado e da suspensdo de cauda sdo os mais amplamente utilizados para um screening de
novas drogas antidepressivas (STERU et al., 1985; DETKE; RICKELS; LUCKI, 1995). Nesses

dois modelos o comportamento observado parece ser resultado da exposicdo a uma situagédo
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inescapavel, onde o animal divide o seu comportamento em periodos de atividades vigorosas
(tentativas para escapar) e de imobilidade (comportamento de espera) (STERU et al., 1985).

Os modelos experimentais com animais para analise de ansiedade evocam, pela
simples exposi¢do do animal, a um novo ambiente ou estimulo, comportamentos de medo ou
defensivos, analogos as principais manifestacdes evidenciadas em individuos com transtornos de
ansiedade. Entre esses modelos, pode-se citar o teste do labirinto em cruz elevado (LCE), onde
animais submetidos ao referido teste apresentam um comportamento denominado de avaliacdo de
risco, o qual pode ser relacionado a hipervigilancia, apresentada por individuos ansiosos
(BLANCHARD; GRIEBEL BLANCHARD, 2001). Embora haja atualmente outros modelos
animais de ansiedade, como o0 modelo de placa perfurada, o LCE € sensivel aos efeitos de lesbes
neurotoxicas em neurdnios serotoninérgicos e aos efeitos de farmacos ansiogénicos e/ou
ansioliticas, o qual indica o referido modelo como um dos mais adequados para analise de novos
bioativos com potencial efeito terapéutico para distlrbios neurocomportamentais de ansiedade
(PELLOW; FILE, 1986).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a acdo ansiolitica e antidepressiva dos polissacarideos sulfatados totais (PST)
da alga marinha Gracilaria cornea em modelos classicos neurocomportametais de ansiedade e

depressdo em camundongos.

2.2 Objetivos Especificos

e Extrair os PST da alga marinha G. cornea;

e Avaliar os efeitos dos PST nas atividades motora e relaxante muscular nos modelos de
campo aberto e rota rod, respectivamente;

e Verificar os efeitos dos PST na atividade ansiolitica em modelos de labirinto em cruz

elevada e de placa perfurada;

e Avaliar os efeitos dos PST na atividade antidepressiva em modelos de nado forcado e

suspensdo de cauda.

e Verificar a participacdo dos receptores GABA/Bezondiazeinicos no mecanismo de agéo
ansiolitico dos PST da G. cornea.
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3 MATERIAS E METODOS

3.1 Algas marinhas

A alga marinha vermelha G. cornea J. Agardh (1852) (Figura 6) foi coletada na praia
de Fleixeiras, municipio de Trairi — CE, durante as mares de sizigia. Em seguida foram
transportadas em sacos plasticos ao laboratorio de Carboidratos e Lectinas (CarboLec) do
Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular, Universidade Federal do Ceara (UFC). No
laboratdrio as algas foram lavadas com agua destilada e separadas cuidadosamente das epifitas
e/ou organismos incrustantes, e posteriormente estocadas em freezer (-20 °C) até o uso. Uma

exsicata foi depositada no Herbario Prisco Bezerra da UFC sob 0 nimero 34739.

Figura 6. Alga marinha vermelha Gracilaria cornea e sua classificacdo taxologica.

Filo: Rodophyta

Classe: Floridophyceae

Ordem: Gracilariales

Familia: Gracilariaceae

Geénero: Gracilaria J. Agardh
Epiteto especifico: cornea

Nome botanico: Gracilaria cornea. .
Agardh

Fonte: taibif.org.tw


http://taibif.org.tw/nbrpp/algae.php?id=386

33

3.2. Solucgdes, Drogas e Corantes

Todos os reagentes utilizados apresentaram grau de pureza e propriedades analiticas
adequadas. As drogas e reagentes utilizadas para o desenvolvimento deste trabalho foram:

Alcool comercial; Cloreto de Soédio (NaCl), KCI, MgCl,, NaH,PO,’, NaHCOj3, CaCls
(Merck); Hidrato de cloral (Vetec; Rio de Janeiro, RJ, Brasil)

Solucdes e Drogas usadas foram: Diazepam (Unido Quimica Brasil); Flumazenil (sigma);

Imipramina (Imipra, Cristalia); ambos dissolvidos em solug&o salina (0,9%).

3.3. Extracédo dos Polissacarideos sulfatados totais

A extracdo dos PST foi realizada conforme descrito previamente por Farias et. al., 2000.
Inicialmente, a alga desidratada em temperatura ambiente (25 °C) e triturada (5 g) foi hidratada
em 250 mL de tampéo acetato de sddio 100 mM (pH 5,0) contendo EDTA e cisteina (5 mM). Em
seguida, foram adicionados 17 mL de uma solucéo de papaina bruta (30 mg mL™) para extracéo
do PST em banho-maria durante 6 horas a 60 °C. Apoés esse periodo, o material foi filtrado em
tela de nailon, centrifugado (2295 x g, 30 min; 15 °C) e, ao sobrenadante, adicionados 48 mL de
cloreto cetilpiridinio (CCP) a 10% para precipitacdo dos polissacarideos presentes na mistura por
24 horas a 25 °C. Logo apo6s a precipitacdo, o extrato foi novamente centrifugado, lavado (200
mL; CCP 0,05%), dissolvido em 174 mL de NaCl 2 M: etanol comercial (100:15; v:v) e
novamente precipitado atraves da adi¢do de 200 mL de etanol comercial (24 h; 4 °C). Logo ap06s
a segunda precipitacdo, o material foi lavado duas vezes com 200 mL de etanol comercial a 80%
e uma terceira com etanol comercial (200 mL), dialisado e liofilizado e denominado PST (Figura
7).



Figura 7. Fluxograma de extracdo de polissacarideos totais.

ALGA SECA (5 g)

+Tampao NaOAC pH 8,0, contendo papaina, 60<C, 6 horas
Filtracdo em nylon

RESIDUO
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SOBRENADANTE
(DESCARTADO)

PRECIPITADO

FILTRADO

Centrfugagéo 6000 xg
20mn,,6°C

|

RESIDUO
(DE SCARTADO)

SOBRENADANTE |

EXTRATO TOTAL

+CPC 10 %, 25°C, 2 horss,
Centrifugacdo 6000 xg. 20 min., 6°C

| |

PRECIPITADO

Lavagem o/ CPC 0,05% (3X).
Centrifugacdo 6000x g, 20 min.. 6°C

l l

SOBRENADANTE
(DESCARTADO)

+NeCl 2M-etanol sbsoluto (100:15v/v)
Etanol comercial, 24 horas 25°C,

Centrifugacdo 6000 x g, 20 min., 6 °C SOBRENADANTE

(DESCARTADO)

l — (DESCARTADO)

PRECIPITADO

PRECIPITADO
Polissacarideos Sulfatados Totais (PST)

Lavagens o/ etanol 80% (2x)
e etanol comercial (1x)
Centrfugacdo 6000 x g, 20 mn., §°C
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3.4 Animais

Os experimentos foram realizados utilizando camundongos albino da espécie Mus
musculus da variedade Swiss do sexo masculino, pesando entre 25 e 32 g, proveniente do
Biotério central da Universidade Federal do Ceara (UFC). Os animais foram mantidos em caixas
de propileno em uma sala com temperatura de 26 + 2 °C com ciclo claro/escuro de 12 em 12
horas, recebendo racdo do tipo Purina e &gua ad libitum. Os protocolos experimentais foram
aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal (CEPA) desta Universidade sob o numero
45/13.

3.4.1 Tratamento dos grupos experimentais

Os animais foram tratados com PST, de forma aguda, nas doses de 0,1, 1 ou 10
mg/Kg através da via intraperitoneal (i.p.). Os animais foram submetidos aos testes
comportamentais 30 minutos ap6s a ultima administracdo do PST. Para a avaliacdo da atividade
antidepressiva, foi utilizada imipramina 10 e 30 mg/kg, (i.p.), nos teste de nado forcado e
suspensdo de cauda, respectivamente, como padrdo positivo. Como referéncia ansiolitica foi
utilizado diazepam 1mg/kg (i.p.) nos testes do labirinto em cruz elevada e Placa perfurada.
Diazepam 2 mg/kg (i.p.) no campo aberto e rota rod como padrdo para atividade relaxante

muscular.

3.4.2. Protocolo experimental

Antes dos experimentos, os animais foram colocados em ambiente fechado,
desprovido de barulho externo, com a temperatura constante (24+ 1° C) e iluminagdo de baixa
intensidade (ld&mpada vermelha de 15 W), de modo que se adaptem com o ambiente do
experimento. Os testes do campo aberto e rota rod foram realizados com os mesmos grupos de
animais da maneira descrita a seguir: primeiramente os animais, um por vez, foram colocados no

campo aberto onde foram avaliados durante 5 minutos e, em seguida, foram transferidos para
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analise motora no rota rod, onde a atividade foi observada por 1 minuto. Os outros testes
comportamentais, como labirinto em cruz elevado, placa perfurada, nado for¢ado e suspensao da
cauda foram realizados com diferentes grupos de animais. Em todos os testes, com excecéo,
apenas, do nado forcado e suspensdo da cauda, apds cada observacdo animal, foi utilizado alcool

70% para remocdo de residuos e odor do animal.

3.5 Modelos Experimentais da Analise da Atividade Motora em camundongos

3.5.1 Teste do Campo Aberto

Este teste é baseado na metodologia descrita por Sielgel (1946) e validado por Archer
(1973), e permite uma avaliacio da atividade locomotora do animal. E usado também para avaliar
a atividade estimulante, depressora ou ansiolitica de um dado composto. Os animais foram
divididos em 5 grupos, onde receberdo tratamento: veiculo (solucéo salina 0,9% i.p.), PST (0,1, 1
ou 10 mg/kg, i.p.), diazepam 2 mg/kg. Apds 30 minutos, os animais, um por vez, foi colocado no
centro da arena em um campo-aberto confeccionado em acrilico com 60 cm de comprimento, 60
cm de largura, 60 cm de altura, dividido em 12 arenas. Estes animais permanecem nesse campo-
aberto durante 5 minutos. Os parametros para observacdo foram: nimero de cruzamentos com as
quatros patas (movimentacdo espontanea), nimero de comportamentos de auto-limpeza

(grooming) e o nimero de levantamentos (rearing), registrados durante um tempo de 5 minutos.

3.5.2 Teste do Rota rod

O teste do Rota rod mensura o efeito do relaxamento muscular ou desordem da
coordenacdo motora induzidos pela acdo de drogas em animais (CARLINI; BURGOS, 1979).
Para este teste, os camundongos foram divididos em 5 grupos: tratamento com veiculo (solugdo
salina 0,9% i.p.), PST (0,1, 1 ou 10 mg/kg, i.p.), diazepam 2 mg/kg. Ap6s 30 min, 0s animais
foram colocados com as quatro patas sobre uma barra de 2,5 cm de diametro, elevada a 25 cm do

piso, em uma rotacdo de 12 rpm, por um periodo de 1 minuto. registrados o tempo de
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permanéncia na barra giratoria, em segundos (s), € 0 nUmero de quedas, com trés recondugdes, no
maximo (DUNHAM; MIYA, 1957).

3.6 Modelos Experimentais de Analise da Ansiedade em Camundongos

3.6.1 Teste da Placa Perfurada

Método desenvolvido por Clark et al., (1971). O aparato usado foi um Ugo Basile de
60 x 30 cm com 16 orificios espacados uniformemente com sensores de infravermelho. O
parametro analisado foi o numero de head dips (nimeros de vezes que o animal coloca a cabeca
nos orificios) durante 5 minutos. Os animais, um por vez, foram colocados na plataforma 30
minutos apds o tratamento com veiculo (solucdo salina 0,9%), PST (0,1, 1 e 10 mg/Kg; i.p.),
diazepam 1 mg/kg. A contagem de head dips foi feita automaticamente por sensor localizados

nos orificios e registrada no aparelho.

3.6.2 Teste da cruz elevada (LCE)

O LCE apresenta dois bracos abertos e dois bracos fechados dispostos
perpendicularmente (LISTER, 1987). Trinta minutos ap6s o tratamento com os PST (0,1, 1 ou 10
mg/Kg; i.p.), os animais foram colocados no centro do aparelho com a cabega voltada para um
dos bracos fechados e 0 seu comportamento observado por 5 min. As medidas comportamentais
registradas no LCE sdo: numero de entradas e o tempo despendido nos bracos abertos e nos
fechados.

A frequéncia total de entradas € obtida pela soma simples das freqliéncias de entradas
nos bracos abertos e fechado. Para andlise estatistica dos dados e confeccdo dos graficos, a
porcentagem de entradas nos bragos aberta é calculada dividindo-se a freqiiéncia de entradas nos
bracos abertos pela freqliéncia total de entradas, e esse indice multiplicado por 100, de maneira
semelhante é calculada a percentagem de tempo em que 0s animais permanecem nos bracgos

abertos. Dessa forma, os pardmetros utilizados para andlise estatistica foram: nimero de entradas
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no brago aberto (NEBA), tempo de permanecia no brago aberto (TPBA), percentagem de entrada
nos bracos abertos (PEBA) e percentagem de tempo nos bracos aberto (PTBA). Para analise
estatistica, todos os grupos foram comparados ao grupo controle.

Posteriormente, com a finalidade de investigar o mecanismo de PST foram feitos trés
grupos, sendo o primeiro grupo composto por camundongos tratados Flumazenil (FLU) 2,0
mg/kg, i.p., um antagonista do receptor GABA/Benzodiazepinico, e 15 mim depois tratados
com veiculo (salina 0,9% i.p.) (FLU 2,0 mg/kg). Ao segundo grupo, foi administrado Flumazenil
e, 15 min depois PST 10 mg/kg, i.p. (FLU 2,0 + PST 10). Ao terceiro grupo, foi administrado
Flumazenil e, 15 minutos depois diazepam 1 mg/kg, i.p. (FLU 2,0 + DZP-1). Os grupos foram
conduzidos 30 min depois da ultima administracdo ao labirinto. Para analise estatistica, 0 grupo
(FLU 2,0 + PST 10) foi comparado ao grupo PST 10, enquanto o grupo (FLU 2,0 + DZP 1) foi
comparado ao grupo do diazepam. Ja o grupo (FLU 2,0 + veiculo) foi comparado ao grupo

controle.

3.7 Modelos Experimentais de Andlise da Depressdo em camundongos

3.7.1 Teste da Suspensdo de Cauda

Os animais, um por vez, foram suspensos, presos por uma fita adesiva a cerca de 1
cm da ponta da cauda, numa plataforma 58 cm acima do da bancada, durante 5 minutos (STERU
et. al., 1985), ap6s 30 minutos do tratamento com veiculo (solucédo salina 0,9%), PST (0,1, 1 e 10
mg/Kg; i.p.) e imipramina (30 mg/kg, i.p.). O parametro observado foi o tempo de imobilidade do

animal, em segundos.

3.7.2 Teste do Nado Forcado
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O experimento consiste numa exposi¢éo do animal a um tanque (22 cm de diametro e
40 cm de altura), contendo agua limpa e fresca a 25 °C até cerca de 20 cm de altura do tanque, e,
posteriormente, o tempo de imobilidade do animal observado por um periodo de 5 minutos
(PORSOLT; BERTINI; JALFRE, 1987). Os camundongos foram divididos em 5 grupos de
animais, onde foram tratados com veiculo (solucdo salina 0,9%), PST (0,1, 1, 10 mg/Kg, i.p.) e
Imipramina (10 mg/Kg, i.p.). O animal foi considerado imoével quando permaneceu flutuando na

agua, fazendo apenas movimentos suaves necessarios para manter a cabega acima da agua.

3.8 Analise Estatistica

A anélise estatistica dos dados foi realizada atraves do software GraphPad Prism
versdo 5.0 pra Windows, GraphPad Software, San Diego, Califérnia EUA. Copyrigth © 1992-
2007 por GraphPad Software.

Os resultados que obedeciam a uma distribuicdo paramétrica foram analisados por
Anaélise de Variancia (ANOVA) seguindo pelo teste de Student Newman Keuls (post hoc).

Em todas as andlises estatisticas, os valores foram representados pela Média + Erro
Padrdo da Média (EPM) com nimero de animais entre parénteses e foi considerado o nivel critico
para a rejeicdo de hipotese de nulidade menor que 0,05 (p<0,05). Os asteriscos (*p<0,05; **

p<0,01; ***p<0,001) caracterizando o grau de significancia.
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliacdo da Atividade Motora:

4.1.2 Teste do Campo Aberto

Os animais tratados com PST (10 mg/kg) apresentaram um aumento na atividade
locomotora espontanea (ALE) [PST 10 mg/kg: 47,3 + 4,2 (8)] em relagdo ao grupo controle
[controle: 35,0 + 2,3 (7)]. J& o diazepam apresentou, como esperado, uma diminui¢do dessa
atividade [DZP 2 mg/kg: 22,3 = 1,5 (8)] (Tabela 1).

Os PST (1 ou 10 mg/kg) apresentaram um aumento no parametro do rearing (R)
[PST 1 mg/kg: 7,6 = 1,7 (6); PST 10 mg/kg: 10,6 £ 1,0 (6)] quando comparado ao grupo controle
[controle: 3,1 £ 0,4 (6)]. Entretanto o nimero de grooming (G) ndo apresentou nenhuma alteracao

nos grupos estudados. (Tabela 1).

Tabela 1 — Efeito do PST sobre a atividade locomotora (ALE), grooming e rearing no teste de

campo aberto em camundongos.

Parametros
Tratamento A.LE Grooming Rearing
Controle 35,0+£2,3(7) 2,3%x0,2(8) 3,1+0,4 (6)
PST 0,1 mg/kg, i.p. 31,5 +2,9 (6) 2,0+ 0,2 (10) 5,1+0,4(7)
PST 1 mg/kg, i.p. 28,6 + 3,9 (6) 2,1+0,2(9) 76+1,7(6)
PST 10 mg/kg, i.p. 473+4.2(8) 2,6 +0,4 (8) 10,6 +1,0 (6)
DZP 2 mg/kg 22,3 +1,5(8) 0,701 (7)” 0,5+0,2 (10)°

Os valores representam a média £+ EPM da atividade locomotora, grooming e rearing. Em paréntese o nimero de
animais por grupos. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student-Newman-Keuls como teste

post hoc.. Valores significativos comparados ao controle (*p<0,05; ** p<0,01; ***p<0,001).
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4.1.2Teste do Rota rod

Os PST nas doses de 0,1, 1 ou 10 mg/kg, ndo apresentaram nenhuma alteracdo no
numero de quedas ou tempo de permanéncia na barra quando comparado ao grupo controle. Por
sua vez, o diazepam (2 mg/kg), utilizado como padrdo positivo, aumentou o nimero de quedas e

reduziu o tempo de permanéncia quando comparados ao controles (Tabela 2).

Tabela 2 - Efeito dos PST sobre o numero de quedas e tempo de permanéncia na barra no teste

de rota rod em camundongos.

Parametros
Tratamento Ndmeros de quedas Tempo de permanéncia (s)
Controle 0,3+0,2(8) 58,8 £ 0,8 (7)
PST 0,1 mg/Kkg, i.p. 0,3+0,1(8) 59,2+ 0,3(8)
PST 1 mg/kg, i.p. 0,4+02(7) 58,5+ 0,7 (7)
PST 10 mg/kg, i.p. 0,6 0,2 (6) 56,7 0,7 (8)
DZP 2 mg/kg, i.p. 28+02 (8 40,8+35(8)

Os valores representam a média + EPM sobre o nimero de quedas e o tempo de permanéncia na barra. Em paréntese
0 nimero de animais por grupos. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student-Newman-Keuls

como teste post hoc.. Valor significativo quando comparado ao controle (***p<0,001).
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4.2 Avaliacdo da Atividade Ansiolitica:

4.2 1Teste da Placa Perfurada

Neste modelo experimental, apos a administracdo dos PST (10 mg/kg) foi observado
um significante aumento do nimero de vezes que o animal colocou a cabeca nos orificios (head
dips) da placa perfurada [PST 10 mg/kg: 43,2 + 2,8 (7)] em relacdo ao grupo controle [controle:
26,2 + 2,1 (8)]. Efeito semelhante foi observado com o grupo de animais tratados com DZP (1
mg/kg) [DZP 1 mg/kg: 41,1 + 1,9 (8)] (Figura 8).

Figura 8: Efeito dos PST sobre o nimero de mergulhos (head dips) no teste da placa perfurada.
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Os valores representam a média = EPM do nimero de head dips durante 5 minutos. Foram utilizados grupos de 8
animais. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student-Newman-Keuls como teste post hoc.

Valores significativos comparados ao controle (**p<0,01).
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4.2.2Teste do Labirinto em Cruz Elevada (LCE)

Os efeitos dos PST no teste do LCE foram observados em relacdo ao numero de
entradas nos bracos abertos (NEBA), percentagem de entradas nos bracos abertos (PEBA), tempo
de permanéncia nos bracos abertos (TPBA) e porcentagem do tempo de permanéncia nos bragos
abertos (PTBA).

Os resultados no teste de LCE apresentaram um aumento em todos 0s parametros
analisados no grupo tratado com PST 10 mg/kg: NEBA [PST 10 mg/kg: 5,0 + 0,6 (7)]; PEBA
[PST 10 mg/kg: 51,8 + 5,5 (6)]; TPBA [PST 10 mg/kg: 63,0 + 4,4 (6)]; PTBA [PST 10 mg/kg:
34,3 £ 1,3 (6)], quando comparado com 0s respectivos controles: NEBA [controle: 2,4 £ 0,3 (9)];
PEBA [controle: 27,1 + 2,9 (8)]; TPBA [controle: 25,4 + 3,8 (7)]; PTBA [controle: 15,4 + 0,5
(6)] (Figuras 9, 10, 11 e 12).

O diazepam (1 mg/kg), como esperado, aumentou todos os parametros: NEBA [DZP
1 mg/kg: 10,0 + 0,6 (6)]; PEBA [DZP 1 mg/kg: 61,5 + 1,6 (7)]; TPBA [DZP 1 mg/kg: 146,1 +
13,1 (8)]; PTBA [DZP 1 mg/kg: 52,1 *+ 3,9 (7)] quando comparado ao controle (Figuras 9, 10, 11
e 12).

Ao analisar o envolvimento dos receptores benzodiazepinicos no efeito ansiolitico, o
grupo de animais tratados com PST (10 mg/kg) e pré-tratados com Flumazenil (2,0 mg/kg)
reduziram todos os parametros analisados quando comparado ao grupo de animais tratados com
PST (10 mg/kg): NEBA [PST 10 mg/kg: 5,0 £ 0,6 (7); FLU + PST 10 mg/kg: 2,0 £ 0,6 (8)]
(Figura 9); PEBA [PST 10 mg/kg: 51,8 £ 5,5 (6); FLU + PST 10 mg/kg: 20,6 = 4,9 (9)] (Figura
10); TPBA [PST 10 mg/kg: 63,0 + 4,4 (6); FLU + PST 10 mg/kg: 23,5 + 8,4 (8)] (Figura 11);
PTBA [PST 10 mg/kg: 34,3 £ 1,3 (6); FLU + PST 10 mg/kg: 9,3 + 3,8 (7)] (Figura 12).

O grupo DZP, pré-tratados com flumazenil, reduziu todos os parametros analisados
quando comparados ao grupo diazepam 1 mg/kg: NEBA [DZP 1 mg/kg: 10,0 = 0,6 (6); FLU +
DZP 1 mg/kg: 5,9 + 0,6 (10)] (Figura 9); PEBA [DZP 1 mg/kg: 61,5 + 1,6 (7); FLU + DZP 1
mg/kg: 41,0 £ 3,4 (10)] (Figura 10); TPBA [DZP 1 mg/kg: 146,1 + 13,1 (8); FLU + DZP 1
mg/kg: 76,2 + 3,6 (9)] (Figura 11); PTBA [DZP 1 mg/kg: 52,1 = 3,9 (7); FLU + DZP 1 mg/kg:
40,7 £ 2,4 (8)] (Figura 12).
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Figura 9: Efeito dos PST, Diazepam e Flumazenil sobre o nimero de entradas no braco aberto no

teste de LCE em camundongos.
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Controle (veiculo), PST (0,1, 1 ou 10 mg/kg) e diazepam (2 mg/kg) e flumazenil (2 mg/kg) foram administrados 30

min antes do experimento, flumazenil foi pré-tratado 15 min antes da associacdo com PST (10 mg/kg) ou DZP (2

mg/kg). Os valores representam a média £+ EPM do NEBA durante 5 min. A letra (a) representa a significancia

quando comparado ao controle; a letra (b) representa a significAncia quando comparado ao grupo PST 10 mg/kg; a

letra (c) representa a significancia quando comparado ao grupo diazepam 1 mg/kg. Para analise estatistica foi

utilizado ANOVA seguido por Student-Newman-Keuls como teste post hoc. Valores significativos (*p<0,05;

***n<0,001).
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Figura 10: Efeito dos PST, Diazepam e Flumazenil sobre a percentagem de entradas no braco
aberto no teste de LCE em camundongos.
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Controle (veiculo), PST (0,1, 1 ou 10 mg/kg) e diazepam (2 mg/kg) e flumazenil (2 mg/kg) foram administrados 30
min antes do experimento, flumazenil foi pré-tratado 15 min antes da associagdo com PST (10 mg/kg) ou DZP (2
mg/kg). Os valores representam a média + EPM do PEBA durante 5 min. A letra (a) representa a significancia
quando comparado ao controle; a letra (b) representa a significancia quando comparado ao grupo PST 10 mg/kg; a
letra (c) representa a significancia quando comparado ao grupo diazepam 1 mg/kg. Para analise estatistica foi

utilizado ANOVA seguido por Student-Newman-Keuls como teste post hoc. Valores significativos (***p<0,001).
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Figura 11: Efeito dos PST, Diazepam e Flumazenil sobre o tempo de permanéncia nos bragos

abertos no teste de LCE em camundongos.
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Controle (veiculo), PST (0,1, 1 ou 10 mg/kg) e diazepam (2 mg/kg) e flumazenil (2 mg/kg) foram administrados 30
min antes do experimento, flumazenil foi pré-tratado 15 min antes da associacdo com PST (10 mg/kg) ou DZP (2
mg/kg). Os valores representam a média + EPM do TPBA durante 5 min. A letra (a) representa a significancia
quando comparado ao controle; a letra (b) representa a significancia quando comparado ao grupo PST 10 mg/kg; a
letra (c) representa a significancia quando comparado ao grupo diazepam 1 mg/kg. Para analise estatistica foi
utilizado ANOVA seguido por Student-Newman-Keuls como teste post hoc. Valores significativos (*p<0,05;

***n<0,001).
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Figura 12: Efeito dos PST, Diazepam e Flumazenil sobre a percentagem no tempo de

permanecia nos bragos abertos no teste de LCE em camundongos.
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Controle (veiculo), PST (0,1, 1 ou 10 mg/kg) e diazepam (2 mg/kg) e flumazenil (2 mg/kg) foram administrados 30
min antes do experimento, flumazenil foi pré-tratado 15 min antes da associagdo com PST (10 mg/kg) ou DZP (2

mg/kg). Os valores representam a média + EPM do PTBA durante 5 min. A letra (a) representa a significancia

quando comparado ao controle; a letra (b) representa a significancia quando comparado ao grupo PST 10 mg/kg; a

letra (c) representa a significancia quando comparado ao grupo diazepam 1 mg/kg. Para analise estatistica foi

utilizado ANOVA seguido por Student-Newman-Keuls como teste post hoc. Valores significativos (***p<0,001).
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4.3 Avaliacéo da Atividade Antidepressiva:

4.3.1Teste da Suspensao de Cauda

Os resultados decorrentes do tratamento agudo dos polissacarideos sulfatos totais
extraidos da Gracilaria cornea mostrou nao ter alteracdo significativa na imobilidade dos
animais nas trés doses utilizadas [PST 0,1 mg/kg: 101,0 + 8,4 (7); PST 1 mg/kg:102,0 £ 19,3 (8);
PST 10 mg/kg: 95,5 £ 5,9 (11)] quando comparado ao controle [controle: 124,8 £ 10,3 (10)]
(Figura 13). A imipramina (30 mg/kg, i.p.), utilizada como controle positivo, reduziu o tempo de
imobilidade [IMI 30 mg/kg: 43,0 + 3,8 (6)] em relacdo ao controle.

Figura 13: Efeito dos PST e Imipramina sobre o tempo de imobilidade no teste da suspensao de

cauda em camundongos.
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Controle (veiculo), PST (0,1, 1 ou 10 mg/kg) e imipramina (30 mg/kg) foram administrados 30 min antes do
experimento. Os valores representam a média + EPM sobre o tempo de imobilidade dos animais, durante 5 min. Para
analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student-Newman-Keuls como teste post hoc. Valor significativo
(***p<0,001).
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4.3.2Teste do Nado Forcado

Nesse teste os PST nas doses utilizadas, também ndo alteraram o tempo de
imobilidade dos animais quando comparados ao controle [controle: 146,0 £ 12,1 (6)]. Ja a
imipramina (10 mg/kg), utilizada como controle positivo, diminui significativamente esse

parametro quando comparada ao controle [IMI 10 mg/kg: 33,7 £ 2,2 (9)] (Figura 14).

Figura 14: Efeito dos PST e Imipramina sobre o tempo de imobilidade no teste de nado forcado
em camundongos.
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Controle (veiculo), PST (0,1, 1 ou 10 mg/kg) e imipramina (10 mg/kg) foram administrados 30 min antes do
experimento. Os valores representam a média + EPM sobre o tempo de imobilidade dos animais, durante 5 min. Para
analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student-Newman-Keuls como teste post hoc. Valor significativo
(***p<0,001).
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5 DISCUSSAO

A literatura tem demonstrado estudos relatando que varios tipos de polissacarideos
sulfatados de algas marinhas apresentam resultados promissores a niveis de sistema nervoso
central. Dentre esses estudos podemos destacar as atividades neuroantioxidante (WIJESEKARA
et al., 2010), neuroinflamatoria (CUI et al., 2010) e neurotdxica e neuroprotetora (LUO et al.,
2009). Entretanto, estudos relacionados as desordens neurocomportamentais, tais como ansiedade
e depressdo, ainda ndo foram descritos para polissacarideos sulfatados de algas.

Diversos polissacarideos sulfatados de algas marinhas descritos na literatura tém
apresentado efeitos anti-inflamatorios, e pesquisas recentes mostram que polissacarideos que
apresentaram este efeito, também foram capazes de apresentar efeitos neuroprotetores em
modelos experimentais de animais, principalmente através da modulacdo negativa de processos
neuroinflamatorios e inibicdo da morte de células neurais (PANGESTUTI; KIM, 2011; GAO et
al., 2012). Em estudos realizados com os PST da alga G. cornea Coura et al., (2012)
demonstraram que os referidos polissacarideos além de apresentarem um efeito anti-inflamatorio,
mostraram possuidores de uma acdo antinociceptiva a nivel de SNC. Portanto, é de grande
interesse dar continuidade os estudos relacionados aos distirbios neurocomportamentais com
essas moléculas, a fim de contribuir para elucidacdo dos mecanismos envolvidos nessas doencas
que afetam milhares de pessoas no mundo.

Neste estudo, os efeitos dos polissacarideos sulfatados totais extraidos da alga G.
cornea foram observados em varios modelos neurocomportamentais em animais, como campo
aberto, rota rod, labirinto em cruz elevada, placa perfurada, nada for¢ado e suspensdo de cauda.
Estes testes sdo empregados como screening de efeitos no sistema nervoso central, fornecendo
portanto, informacdes sobre as atividades locomotora, ansiolitica e antidepressiva.

Nos modelos de ansiedade, placa perfurada e labirinto em cruz elevada, o efeito dos
PST da alga G. cornea foi comparado ao diazepam na dose de 1 mg/kg. Nos testes do campo
aberto e rota rod, que tem por finalidade avaliar a atividade locomotora e o relaxamento muscular
do animal, respectivamente, a dose do diazepam utilizada em comparagdo aos PST foi de 2
mg/kg. Enquanto, para a avaliacdo da atividade antidepressiva nos modelos de suspenséo de
cauda e nado forcado, utilizou-se imipramina 30 e 10 mg/kg, respectivamente, em comparagédo

aos efeitos dos PST.
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O teste de campo aberto é empregado para avaliar a atividade exploratéria dos
animais. A tendéncia natural do animal em um ambiente novo é a de explora-lo, apesar da tensao
e do conflito causado por este ambiente (MONTGOMERY, 1958). Dessa forma, a locomocao, o
rearing e o grooming em roedores sd0 0S parametros comportamentais mais usados para
descrever influéncias da vida ou da administragéo de drogas no SNC (ARAKAWA; IKEDA,
1991; REX, STEPHENS, FINK, 1996), possibilitando, também, discutir a especificidade do
efeito de uma droga, caso ela seja estimulante, sedativa, ansiolitica ou ansiogénica (LISTER,
1987).

Neste estudo, os resultados no teste de campo aberto mostraram que somente os PST
(10 mg/kg), apresentaram efeito de aumentar a atividade locomotora quando comparado ao
controle. Estes resultados sugerem uma acdo excitatoria sobre 0 SNC e um efeito ansiolitico.
Dados na literatura demonstram que o aumento ou diminui¢cdo na locomocgdo espontanea do
animal, da uma indicacdo do nivel de excitabilidade do SNC, podendo, assim, ser utilizado como
medida para o nivel de ansiedade (MANSUR; MARTZ; CARLINI, 1971; CRAWLEY, 1985;
PELLOW, 1985). E, essa atividade locomotora envolve principalmente a acdo do sistema
dopaminérgico na area cerebral do corpo estriado, cuja regido esta relacionada com o movimento
do animal (NORONHA, 2006).

Estudos com rearing estdo voltados a avaliagdo do aspecto de comportamento
exploratorio (JOHANSSON; AHLENIUS, 1998), enquanto que o aumento de grooming é
observado em roedores apreensivos (ARCHER, 1973). Tem sido relatado em varios estudos que
que drogas ansioliticas reduzem o nimero de grooming no campo aberto (DUNN et al., 1981;
MOODY; MERALI; CRAWLEY, 1993; BARROS et al., 1994). Neste trabalho, os resultados
obtidos mostraram que houve um aumento no nimero de rearing, confirmando desta maneira que
0s PST estdo envolvidos com o comportamento exploratério, no entanto, nenhum efeito foi
observado no nimero de grooming.

A coordenagdo motora € um comportamento complexo e pode refletir no equilibrio e
na forca muscular. A utilizacdo de testes neurocomportamentais fica prejudicada quando existe
dificuldade no desempenho motor do animal. Para observar se os PST de G. cornea causavam
alguma alteragdo no equilibrio dos animais, foi realizado o teste do rota rod, que consiste em
uma barra giratoria, proposto por Dunham & Miya, (1957), que mede o efeito de relaxamento
muscular ou incoordenacdo motora (CARLINI; BURGOS, 1979), onde quanto mais intenso for o

efeito, menor serd o tempo em que o animal consegue se equilibrar sobre a barra. No entanto,
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esse teste € um método ndo-especifico, uma vez que mede indistintamente, efeitos neuroldgicos,
estimulantes e depressores sobre a coordenacdo motora, aos quais também denominam-se o0
termo neurotoxicidade (DALLMEIER; CARLINI, 1981). Os PST de G. cornea nédo alteraram a
coordenacdo motora dos animais no teste do rota rod nas doses utilizadas, diferentemente do
diazepam (2 mg/kg, efeito relaxante muscular nessa dose), que aumentou o nimero de quedas e
diminuiu o tempo de permanéncia na barra. Esses resultados sugerem que os efeitos dos PST sdo
exercidos a nivel central, pois ndo houve alteracdo a nivel neuromuscular periférico.

Para a descoberta de novos farmacos com acdo ansiolitica, modelos de animais séo de
extrema importéncia. Dentre os modelos temos o teste da placa perfurada e o teste do labirinto
em cruz elevada. O teste da placa perfurada foi estudado para explorar o potencial ansiolitico dos
PST da G. cornea através do comportamento exploratério dos roedores (FILE; WARDILL,
1975). O ndmero de vezes que o animal coloca a cabeca no orificio da placa perfurada (head
dips), tem sido registrado como um parametro para avaliar as condi¢cdes de ansiedade em
animais. Neste modelo, doses ndo-sedativas de benzodiazepinicos e outras drogas ansioliticas,
aumentam o numero de head dips em camundongos, enquanto seus antagonistas o reduzem
(CRAWLEY, 1985; TAKEDA et al., 1998). Com base nestes estudos e, em informac6es que a
expressdo de um estado ansiolitico em animais pode ser refletida por um aumento no
comportamento de head dips, os resultados deste estudo forneceram evidéncias de que os PST de
G.cornea (10 mg/kg), apresentaram efeito ansiolitico, pois mostrou aumento deste
comportamento.

O teste do labirinto em cruz elevada baseia-se no fato de que os roedores tém aversao
a lugares abertos e elevados (MONTGOMERY, 1958). Neste modelo, os animais geralmente
restringem a maioria de suas atividades aos bracos fechados. Uma atividade relativamente baixa
nos bragos abertos € indicativa de ansiedade. No entanto, o LCE é o modelo mais popular para
pesquisas de novos agentes ansioliticos com acdo semelhante aos benzodiazepinicos (PELOW et
al., 1985; BARBOSA et al., 2008). Este modelo experimental &€ muito sensivel para determinar a
influéncia do receptor gabaérgico no processo de ansiedade, pois, roedores submetidos ao
tratamento com ansioliticos como, por exemplo, diazepam cruzam mais vezes pelos bracos
abertos e permanecem mais tempo nestes bracos quando comparados aos animais controle
(ZANGROSSI JR., 1997). Por outro lado, drogas como buspirona, que atua em receptores

serotonérgicos, apresenta resultados muitos variaveis em relacao a este teste.
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No presente estudo, o LCE foi usado para confirmar o efeito ansiolitico dos PST da
alga G. cornea , sugerido pelo teste de campo aberto e evidenciado no teste da placa perfurada. A
alteracdo comportamental observada, apds a administracdo dos PST, no modelo LCE mostraram
que os PST (10 mg/kg), reduziram a aversdo dos animais aos bragcos abertos, pois aumentou
todos os parametros observados. Assim, nossos resultados mostraram que os PST na dose de 10
mg/kg apresentam um efeito ansiolitico tanto no teste da placa perfurada quanto no teste do
labirinto em cruz elevada.

Agentes ansioliticos aumentam e agentes ansiogénicos reduzem a entrada e o tempo
gasto nos bracos abertos do LCE (PELLOW et al., 1985). De fato, trabalhos anteriores mostram
que o flumazenil, antagonista competitivo do receptor GABAA/benzodiazepinico, preveniu os
efeitos ansioliticos do diazepam no LCE (KURIBARA; MARUYAMA, 1996; KURIBARA et
al., 1998; LUSCOMBE et al., 1991). Com a finalidade de investigar o0 mecanismo de acdo do
efeito ansiolitico dos PST de G. cornea (10 mg/kg), foi utilizado o flumazenil para avaliar o
possivel envolvimento do sistema gabaérgico. Para tanto, foi escolhido o teste do LCE, por ser
mais sensivel para testar drogas ansioliticas do tipo benzodiazepinicas (PELOW et al., 1985;
RODGERS et al., 1997). Os resultados mostraram que o flumazenil reverteu o efeito ansiolitico
dos PST em todos os parametros analisados, do mesmo modo que reverteu os efeitos do
diazepam, sugerindo assim, que os PST apresentam efeito ansiolitico e este efeito parece estar
relacionado com o sistema gabaérgico, mais especificamente envolvido com os receptores
GABA /Benzodiazepinico.

Assim, nossos resultados sugerem que os PST (10 mg/kg.), tratados de forma aguda,
apresentam acdo ansiolitica e conseqiientemente apresentam um potencial terapéutico como
farmaco para ansiedade.

Vaérios trabalhos cientificos mostram que a ansiedade tem relacdo direta com o0s
sintomas da depressdo (humor e distirbio do panico) (SIMON et al., 2003; SIMON et al., 2005;
TAYLOR et. al., 1996). Diante do exposto, resolvemos investigar se os PST da alga G. cornea
apresentam, também, alguma acdo antidepressiva. Os modelos animais de depressdo séo
tipicamente baseados na exposi¢do de animais a condigdes estressantes (situacdo ameacadora) e,
existem varios testes especificos para medir as respostas comportamentais e psicoldgicas, como o
da suspensdo de cauda e nado forcado. Esses testes sdo bastante sensiveis e relativamente
especificos para as maiorias das classes de drogas antidepressivas, incluindo, os antidepressivos

triciclicos, os inibidores seletivos da recaptagdo de serotonina, os inibidores da MAO
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(monoamina oxidase) e os atipicos (STERU et al., 1985; DETKE; RICKELS; LUCKI, 1995;
PORSOLT; ANTON; JALFRE, 1987).

O fendémeno comportamental observado nesses testes parece ser resultado da
exposicdo a uma situacdo inescapavel, onde o animal divide seu comportamento em periodos de
atividade vigorosa (tentativa de escapar) e de imobilidade (comportamento de espera) (STERU et
al., 1985). No teste do nado forcado, o animal é colocado em um recipiente com agua onde é
impossivel escapar, j& no modelo de suspensdo de cauda, o animal é preso pela cauda onde,
também, ndo ha forma de sair dessa situacdo. Embora a relacdo entre imobilidade (uma postura
mantida que reflete um estado de “desespero comportamental” no qual o animal ¢é rendido pelo
desejo de escapar) e depressao sejam controversas (GARDIER et al., 2001), é bem demonstrado
que drogas com atividades depressivas aumentam o tempo de imobilidade do animal.
(PORSOLT; ANTON; JALFRE, 1987; FERNANDEZ-TERUEL et al., 1990). O teste do nado
forcado é mais sensivel que o teste da suspensdo da cauda em detectar drogas com atividade
antidepressiva, visto que, doses menores de drogas, como a imipramina, sdo suficientes para
apresentar um efeito antidepressivo no nado forcado (PORSOLT; ANTON; JALFRE, 1987).

Os resultados deste trabalho mostraram que os PST da alga G. cornea ndo alteraram o
tempo de imobilidade dos animais, tanto no teste de suspensé@o de cauda como no teste do nado

forcado. Assim, os PST sdo desprovidos de atividade antidepressiva.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

No teste do campo aberto, os PST (10mg/kg) aumentaram a atividade locomotora
espontdnea e o rearing nos animais, sugerindo uma acdo excitatoria e um efeito

ansiolitico.

No teste Rota rod, a coordenacdo motora dos animais nao foi alterada, mostrando que os
efeitos dos PST no campo aberto ndo estdo relacionados com o bloqueio neuromuscular

periférico, mas com acéo central.

No teste da placa perfurada e LCE, os PST (10 mg/kg) comprovou seu efeito ansiolitico,
sendo assim, esse é o primeiro relato com polissacarideos sulfatados nessa desordem

neurocomportamental.
O mecanismo de acdo ansiolitico dos PST provavelmente estd relacionado com o
receptor Gabaérgico/benzodiazepinico, visto que seu efeito ansiolitico foi revertido pelo

flumazenil.

Os PST ndo apresentaram efeitos antidepressivos, nos testes estudados.
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7 CONCLUSOES

Este trabalho permitiu concluir que os polissacarideos sulfatados extraidos da alga
marinha G cornea apresentam um efeito ansiolitico no Sistema Nervoso Central na maior dose
teSatada (10 mg/kg i.p.) estando provavelmente relacionados com o sistema gabaérgico. No
entanto, mostraram-se desprovidos de atividade antidepressiva.

Assim, um aprofundamento nos estudos com esses polissacarideos sulfatados seria
importante, pois poderia ser uma perspectiva para sua posterior utilizacdo na industria

farmacéutica.
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