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RESUMO

Os organismos marinhos sdo uma fonte rica de substancia com atividade
biologica. Entre eles, as algas que apresentam uma diversidade metabdlica,
morfolégica e estrutural. O objetivo deste trabalho foi investigar a atividade
antinociceptiva e anti-inflamatoéria dos extratos hexanico (EH), acetato de etila
(EA) e metanodlico (EM) de Caulerpa kempffi. Foram realizados ensaios de
contor¢cdo induzida por acido acético, teste da placa quente e teste de
nocicepcao induzida por formalina. O ensaio de peritonite induzida por
carragenina foi utilizado para avaliar a atividade anti-inflamatoria. No ensaio de
contorcao, os extratos EH, EA e EM e a dipirona induziram uma inibicdo de
76,7; 77,9; 90,8 e 89,3%, em relacdo ao controle. No teste da placa quente, 0os
extratos de C. kempfii. ndo aumentaram o tempo de laténcia dos animais. Na
fase neurogénica do ensaio da formalina a inibicdo foi de 28% (EH), 37,4%
(EA) e 35,9% (EM). Na fase inflamatéria a reducao foi de 55,1% (EH); 44,5%
(EA) e 54,9% (EM), enquanto que a indometacina inibiu 62,6%. E no ensaio de
peritonite, houve reducdo na migracdo celular de todos os extratos testados
27% (EH); 54,1% (EA); 26,0% (EM); 67,1% (indometacina). O presente estudo
pode concluir que os extratos da macroalga C. kempfii possuem atividade
antinociceptiva e anti-inflamatéria e possuem potencial para o desenvolvimento

de novos farmacos, fitofarmacos ou fitoterapicos.

Palavras-chaves: Caulerpa kempfii. Antinocicepcdo. Anti-inflamatério. Algas

verdes.



ABSTRACT

Marine organisms are a rich source of new prototype drugs. Among
them, the seaweeds show different morphological, structural and metabolic
features. The aim of this study was to investigate antinociceptive and anti-
inflamatory activities of the hexanic (HE), acetate of ethil (AE) and methanolic
(ME) extracts of Caulerpa kempfii. The acetic acid-induced writhing test, hot
plate test and formalin-induced nociception were carried out to evaluate the
antinociceptive potential of these extracts, while the carrageenan-induced
peritonitis was applied to investigate an anti-inflammatory activity of C. kempfii
extracts. In the acetic acid-induced writhing, HE, AE, ME and dipyrone induced
writhing inhibition of 76,7; 77,9; 90,8 and 89,3%,,respectively. In the hot plate
test, C. kempfii extracts did not increase the latency time of the animals in the
time evaluated. In the neurogenic phase the extracts induced significant
inhibition of de 28% (HE), 37,4% (AE) e 35,9% (ME). In the inflammatory phase
was reduced significantly 55,1% (HE); 44,5% (AE) and 54,9% (ME)
respectively, while indomethacin inhibited 62,6%. Moreover, in the
carrageenan-induced peritonitis, a reduction of cell migration was seen in all
extracts evaluated 27% (HE); 54,1% (AE); 26,0% (ME); 67,1% (indomethacin).
Thus, the present results allow concluding that the HE, AE and ME from macro
alga C. kempfii have anti-inflammatory and antinociceptive properties and may

be used as prototypes of drugs, natural medicines or herbal remedies.

Keywords:Caulerpa kempfii. Antinociceptive. Anti-inflammatory. Green algae
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1 INTRODUCAO

1.1 Dor

De acordo com a definicdo da Associacao Internacional para o Estudo
da Dor (IASP) a dor é definida como “uma experiéncia emocional e sensorial
desagradavel associada com uma leséo tecidual real ou potencial ou descrita
em termos de tal lesdo” (JULIUS; BASBAUM, 2001). Em meio aos
desconfortos causados pela dor, notam-se algumas respostas hipersensiveis
como a hiperalgesia (resposta a estimulos nocivos de maneira nociceptiva) e a
alodinia (quando estimulos ndo nocivos ocasionam respostas nociceptiva
aumentada) (MILLAN, 1999).

A dor € um dos sintomas clinicos que atua como sinal de alerta e/ou
ameaca a integridade do organismo (CHAPMAN; GAVRIN, 1999). Isso faz com
que a dor seja preventiva e limitadora de possiveis danos (MILLAN, 1999;
WOOLF, 2000; ALMEIDA; ROINZEBLATT; TUFIK, 2004).

A dor pode ser classificada em nociceptiva, inflamatéria e neuropatica. A
dor nociceptiva € uma resposta fisioldgica ao funcionamento normal, tanto do
SNC, quanto do sistema nervoso periférico-SNP, protegendo o organismo de
um dano potencial ou iminente. As dores somatica e visceral sdo exemplos de
dor nociceptiva. A primeira aparece a partir da leséo da pele ou tecidos mais
profundos e é, usualmente, bem localizada (SALTER, 2005). A dor visceral se
origina em visceras abdominais e/ou toracicas. Ambos os tipos de dor
geralmente sdo tratadas por analgésicos opioides e anti-inflamatorios néo
esteroidais (AINEs). Apesar das mudltiplas abordagens terapéuticas, o
tratamento da dor visceral continua sendo um desafio expressivo, ao passo que
a dor somatica apresenta excelente resposta aos tratamentos existentes
(DISTRUTTI et. al., 2010).

Enquanto na dor inflamatoria, a ocorréncia de uma leséo tecidual leva a
liberacdo de mediadores inflamatorios que sensibilizam/ativam os neurdnios
periféricos, induzindo, assim, uma resposta nociceptiva que desencadeara a
dor. Esses mediadores sao liberados tanto por uma lesdo tecidual, quanto pela

presenca de algum corpo estranho no organismo (Figura 1) (CUNHA, 2009).
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No momento em que sdo ativados, 0Ss nhociceptores transformam o
estimulo doloroso em impulsos elétricos, que sado transportados para a medula.
Ja na medula, a transmisséo do estimulo doloroso de um neurénio para o outro
€ modulada por internuerdnios, chegando até o tadlamo onde é determinada a
intensidade da sensacdo da dor e, assim, posteriormente chegando até ao

cérebro onde ocorrera a consciéncia e percep¢ao da dor.

Figura 1 — Transmissao da dor nociceptiva
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Fonte: Adaptado de FERNANDES, 2012
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Outra classificacdo da dor € quanto duracdo da sensacdo dolorosa,
podendo ser transitéria, aguda ou crénica (FUCHS; WANNMACHER,;
FERREIRA, 2006). A dor transitéria é de curta duragdo e ocorre por ativacao
de nociceptores periféricos independente da existéncia de qualquer dano
tecidual, sendo, entdo, sua funcao proteger o organismo de um possivel dano.
A dor aguda esta relacionada a algum estimulo nocivo com substancial leséo
tecidual (traumas, intervencdes cirargicas e algumas doencas), estando
associada a estimulacéo direta de nociceptores, conexdes nervosas no sistema
nervoso central (SNC) e sistema nervoso autbnomo (SNA). Na dor transitéria e
na aguda, a causa € bem definida e o curso temporal de ambas é limitado,
podendo 0os mesmos se extinguir antes da remoc¢do da causa ou reparo do
dano tecidual. Dessa forma, a dor aguda tem funcéo biologica de preservacao,
da integridade e da defesa corporal, pois denota uma lesdo ou iminéncia de
les&o tecidual (LOESER; MELZACK, 1999; MILLAN, 1999).

Ao contrario desses propésitos protetores, a dor pode se tornar
persistente ou crénica em situacdes em que 0 organismo ndo € capaz de
produzir resolucdo da lesdo ou quando sdo estabelecidos mecanismos
adaptativos inadequados (D’MELLO; DICKENSON, 2008). A dor crbnica pode
ser gerada por processos inflamatérios crénicos ou ocorrer sem estimulo
precipitante. Esse tipo de dor é distinto dos demais por persistir apés a
recuperacdo da lesdo, podendo se prolongar por meses ou anos (BARROS,
2006).

A dor crdnica tem uma etiologia multifatorial, tornando seu diagnostico e
tratamento mais complexos, envolvendo multiplas abordagens e nem sempre
alcancando pleno éxito na sua erradicacdo (ZIMMERMANN et. al., 2001). Por
isso, ela apresenta-se como um grande desafio na atualidade, ocasionando
sofrimento intenso, incapacidade, reducéo da qualidade e expectativa de vida,
custos socioecondmicos, além de estar associada com co-morbidades como
disturbios de sono e depressédo (TRACEY; DICKENSON, 2012).

Em relacé@o a percepcao dolorosa, 0s neurénios primarios possuem sua
classificagdo de acordo com critérios funcionais e anatdomicos. As fibras A sado
caracterizadas por possuirem fibras mielinizadas, com um diametro maior (10

gm) e apresentam uma maior velocidade de condugdo (30-100 m/s). No
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entanto a maior parte dos nociceptores se encontra nas fibras de pequeno (0,4-
1,2 ym) e médio didmetro (2-6 pym) que constituem respectivamente as fibras
C, ndo mielinizadas, e as fibras Ad, pouco mielinizadas (PLEUVRY e
LAURETTI, 1996; MILLAN, 1999; JULIUS e BASBAUM, 2001). Por serem
responsaveis pelas respostas a estimulos térmicos, quimicos e fisicos, as
fiboras C sdo denominadas nociceptores polimodais. A maioria das fibras C
responde a estimulos (HUNT; MANTYH, 2001; SAWYNOK; LIU, 2003). Ja as
fibras Ad sdo conhecidas como nociceptores mecanotérmicos e respondem

aos estimulos nociceptivos mecanicos e térmicos (JULIUS; BASBAUM, 2001).

As fibras AR sao encontradas nos neurdnios aferentes sensoriais da
pele, articulacdes, tenddes e masculos. Geralmente, respondem aos estimulos
de baixa e alta intensidade e raramente constituem nociceptores em condi¢des
normais numa proporcdo substancial nos neurbnios aferentes (JULIUS;
BASBAUM, 2001; DJOUHRI; LAWSON, 2004).

No corno dorsal da medula espinhal, encontram-se varios
neurotransmissores como a substancia P, aminoacidos excitatorios e
inibitérios, 6xido nitrico, opioides, serotonina, monoaminas e outros. Devido a
essa complexidade de neurotransmissores, 0s potenciais mecanismos pelos
quais a dor poderia ser inibida sem causar efeitos colaterais, € uma dificuldade
a ser descoberta (MILLAN, 1999; JULIUS; BASBAUM, 2001).

z

O glutamato € o principal neurotransmissor excitatorio entre todos o0s
nociceptores, no entanto as fibras também podem ser sensibilizadas por outras
substancias quimicas enddgenas liberadas, em condicdbes anormais, no
ambiente. Dentre elas, destacam-se a acetilcolina, a bradicinina, a histamina, a
serotonina, os leucotrienos, a substancia P, as purinas, as prostaglandinas, o
tromboxano, as citocinas (interleucinas e o fator de necrose tumoral alfa). A
maior parte da ativacdo das fibras nociceptivas é dada por receptores
especificos acoplados a cascata de segundos mensageiros intracelulares e
canais idnicos. Dentre estes receptores, pode-se citar o receptor vaniloide,
conhecido como Receptor de Potencial Transitério Vaniloide do tipo 1 (TRPV1),

0 qual é expresso por um subgrupo de neurbnios periféricos, tornando-os
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sensiveis a varios estimulos dolorosos incluindo protons, calor, mediadores

lipideos e compostos vaniloides como a capsaicina (CATERINA et. al., 1997).

A informagdo nociceptiva € processada pelas vias descendentes
originadas no tronco cerebral e em outras estruturas como cortex, talamo,
hipotadlamo (MILLAN, 1999; MILLAN, 2002; VANEGAS e SCHAIBLE, 2004). A
resposta nociceptiva € modulada pelos mecanismos descendentes, 0s quais
atuam em nociceptores presentes nas fibras aferentes primarias, assim como
no corno dorsal, intereneurdnios excitatorios e inibitérios (MILLAN, 1999;
MILLAN, 2002). A modulacédo descendente da informac&o nociceptiva além de
envolver varias estruturas cerebrais, também envolve sistemas de
neurotransmissores como 0 sSistema  serotoninérgico, GABAérgico

glutamatérgico, opioides, entre outros (MILLAN, 2002).

Um mediador nociceptivo é o oOxido nitrico (NO), um importante
mensageiro biologico. Depois de sintetizado, o NO ativa a enzima guanilato
ciclase (GC), a qual é seu receptor fisiolégico, convertendo a guanosina-5’-
trifosfato em guanosina-3’-5’-monofosfato ciclico (GMPc). O GMPc, sendo o
segundo mensageiro, pode ativar proteinas quinases da classe G, canais
ionicos e diminuir a ativagdo das fosfodiesterases (MOORE et. al., 1991).
Existem trés isoformas da sintese de oOxido nitrico (NOS): a forma neuronal
(nNOS), endotelial (eNOS) e induzida (INOS). A enzima INOS tem sua
expressdo induzida por varios estimulos, enquanto as enzimas nNOS e eNOS
sao constitutivas (GARTHWAITE, 1991; OZEK, et. al., 2003).

Diferente das NOS constitutivas, que dependem do Ca?*, a atividade da
INOS independem do influxo de célcio na célula e € induzida por estimulos
inflamatorios. Tem sido observado que o NO é produzido pdés-sinapticamente
em resposta a ativacdo de aminoacidos excitatorios, e que inibidores da NOS
podem inibir indiretamente os receptores N-metil-D-aspartato (NMDA), (o
glutamato possui uma grande importadncia na transmissdo excitatoria de
informacdes a partir dos neurbnios sensoriais aferentes primérios para 0s
neurdnios do corno dorsal). A excitacdo dos neurbnios sensoriais nociceptivos,
provocada por lesdo tecidual ou injaria, causa uma continua liberacdo de

glutamato, o qual age sobre receptores pos-sinapticos, como o NMDA, levando
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a uma sensibilizacdo central, (GARTHWAITE, 1991; OZEK , RESIN, GUNGOR,;
2003). A producao de NO a partir da L-arginina, que é catalisada pela nNOS,
tem sua estimulacdo devido a ativacdo de receptores NMDA que permitem o
influxo de Ca** (GARTHWAITE, BOULTON; 1995). Além disso, tem sido
encontrada uma regulacao reciproca entre glutamato e NO, sendo assim, o NO
e glutamato podem influenciar mutuamente suas taxas de producéo e liberacdo
(LIN et. al., 2000; OZEK , RESIN, GUNGOR 2003).

O acido gama-amino-butirico (GABA) e a glicina agem como
neurotransmissores inibitérios na modulacdo da transmissdo do estimulo
nociceptivo. O GABA exerce sua acdo em dois tipos de receptores 0 GABAx €
0 GABAg, ambos amplamente distribuidos no corno dorsal da medula espinhal,
especialmente nas laminas superficiais. Os receptores para glicina, geralmente,
encontram-se codistribuidos com receptores GABAA (MILLAN, 2002).

A serotonina (5-HT, 5-hidroxitriptamina) € uma monoamina envolvida na
estimulacdo das vias descendentes do controle da dor. Alguns estudos ja
demonstraram que a estimulacdo de areas ligadas a analgesia esta associada
a elevacdo nos niveis serotoninérgicos. A serotonina interage com, pelo
menos, 14 tipos de receptores 0s quais estdo amplamente distribuidos por
varios tecidos. O receptor 5-HT3, presente nos ganglios da raiz dorsal e
perifericamente, demonstra efeito antinociceptivo, enquanto a administracao
intratecal de antagonistas do receptor 5-HT3 bloqueia a analgesia induzida pela
5- HT e produz uma moderada resposta hiperalgésica (TABER,.; LATRANY],
1981; GIORDANO; GERSTMANN, 2004; OKUSE, 2007).
1.2Inflamacéo

A inflamacg&o € uma resposta dos tecidos conjuntivos vascularizados as
agressdes de diversas naturezas (fisica, quimica ou bioldgica) que induz a
liberacdo de uma gama de mediadores exdgenos e enddgenos. Esta resposta
tem as suas desvantagens, causando inchaco, vermelhidao, calor e dor, sinais
cardinais da inflamacao descritos por Cornelius Celsus, um médico romano do
século | d.C. Tais sinais, de fato, justificam o termo “inflamacao”, derivado do
verbo latino inflammare, o que significa incendiar. Ja a perda da funcéo, quinto
sinal clinico da inflamacéo, foi adicionada posteriormente por Rudolph Virchow
em 1858 (ALLER et. al., 2007; SERHAN ;SAVIL, 2005).
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A inflamacdo é um processo fisiolégico o qual é basicamente uma
resposta ocasionada por uma lesdo no tecido ou um processo infeccioso, no
qual ocorre uma resposta do sistema (COTRAN et al., 2005). Este processo é
compreendido como uma defesa do organismo, fazendo com que haja,
posteriormente, mecanismos de reparacdo, bem como a cicatrizacdo e a
regeneracdo do tecido afetado (TIZZARD, 2002). Apesar de 0 processo
inflamatdrio possuir uma importancia vital ao organismo, as vezes essa
resposta pode ser exagera e ocasionar efeitos indesejaveis (BRUNTON et. al.,
2010).

Na parte clinica, podemos observar cinco sinais que caracterizam uma
inflamac&o: dor, calor, rubor, edema e podendo ocasionar a perda da funcao
(Figura 2).

Figura 2- llustracé@o grega dos cinco sinais da inflamag&o: calor, rubor, tumor, dor e perda de

funcdo. llustracdo médica da faculdade de medicina de St Bartholomeu
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Fonte: DUNDER, 2009

A resposta inflamatéria inicial a leséo tecidual € uma resposta positiva ao
trauma, objetivando eliminar o agente agressor e, assim fazer a protecdo do
organismo (COUTINHO; MUZITANO; COSTA, 2009). Nos ultimos anos, foi
aceito que a inflamacdo é em parte responsavel por doencas cronicas que
tendem a levar a morte. Outros exemplos de desordens nas quais a presenca
de estados inflamatérios persistentes provocam uma piora no quadro da
doenca incluem cancer, doenca de Alzheimer e aterosclerose (COUZIN-
FRANKEL, 2010)
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A inflamacdo pode ser dividida em fase aguda e fase cronica, que se
diferem pelo tempo na resposta inflamatoria e particularidades histopatoldgicas,
como mediadores quimicos e células inflamatdérias envolvidas. Na primeira fase
da resposta, inflamacéo aguda, predominam 0s eventos
vasculares/exsudativos, que fazem parte da fase inicial de qualquer tipo de
resposta inflamatoria. Esses eventos, mediados principalmente por NO e PGs,
sdo caracterizados por vasodilatacdo e envolvem primariamente as arteriolas,
levando a abertura de novos capilares normalmente hipofuncionantes e
aumento do fluxo sanguineo para a regido, justificando o calor e rubor
(SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004; VERGNOLLE, 2008). Ao mesmo
tempo, varios mediadores quimicos como histamina, bradicinina, Fator de
Agregacao Plaquetaria-PAF e LTs provocam aumento da permeabilidade das
pequenas veias, que permitem a passagem de um fluido rico em proteinas
plasmaticas (exsudato) para o espac¢o extravascular, ocasionando aumento da
pressao e retencao hidrica no intersticio, ocasionando assim o edema. O
exsudato formado facilita a liberacdo de outros mediadores que amplificam a
resposta inflamatéria (GILROY et. al., 2004). A dor é outro sinal caracteristico
da inflamacé&o, e sua causa pode ser oriunda de diversos fatores que incluem:
aumento da pressao sobre tecidos e terminagdes nervosas, lesdo das fibras
nervosas, irritacdo por substancias produzidas por microrganismos ou células
lesadas e, também, pela acdo de alguns mediadores inflamatérios que
intensificam a dor associada a inflamacdo (BHANDARI et. al., 2005; ROTH et.
al., 2009).

Os agentes inflamatérios sédo reconhecidos por anticorpos especificos
presentes na superficie celular de células inflamatérias, como os macréfagos.
Uma vez estimuladas, ocorre a intensa producdo de radicais livres para
combater o agente agressor, além da propagacdo dessa resposta atraves da
liberacdo de citocinas, responsaveis pela expressdo de genes das enzimas
envolvidas no processo inflamatério, como a ciclo-oxigenase (COX)
(MACMAHON; CAFFERTY; MARCHAND, 2005). Esse processo de
recrutamento de macrofagos caracteriza um dos mais importantes mecanismos
da reposta inflamatoria (HAVSTEEN, 2002).

1.2.1 Mediadores inflamatérios
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Os mediadores enddgenos sdo substancias oriundas da ativacdo de
células inflamatérias podendo ser originados no plasma, sob a forma de
precursores a serem ativados (proteinas do sistema complemento, das cininas
e da coagulacdo) ou sintetizados e armazenados por células (serotonina,
histamina, prostaglandinas, fator ativador plaquetario (PAF), leucotrienos e
citocinas) em granulos intracelulares. A maioria dos mediadores quimicos
desempenha sua atividade biolégica por meio da ligacdo especifica com
receptores presentes em células, entretanto alguns podem atuar diretamente
como enzimas (proteases lisossomais) ou mediando lesdes oxidativas diretas
como ocorre com 0s metabdlitos do oxigénio. Esses mediadores sédo parte
essencial na modulacdo dos principais eventos relacionados a inflamacéao,
como vasodilatacdo, obstrucéo tecidual e quimiotaxia para células inflamatérias
(SIQUEIRA & DANTAS, 2000).

Existem inUmeros agentes que promovem a quimiotaxia, sendo 0s
principais os componentes do sistema complemento (C5a), produtos da via da
lipoxigenase (leucotrieno B4 — LTB4), PAF, quimiocinas e endotoxinas de
origem bacteriana (lipopolissacarideo - LPS) (SHERWOOD; TOLIVER-
KINSKY, 2004).

Quando os fosfolipideos de membrana sofrem estimulos mecanicos,
quimicos ou fisicos liberam o &cido araquiddnico, a partir da ativacdo da
enzima fosfolipase A, (PLA). O acido araquidénico livre pode ser metabolizado
pelas COX produzindo os prostanoides (prostaglandinas e tromboxanos) e
pelas lipoxigenases (LOX) produzindo leucotrienos (BOTTING, 2006).

S&o conhecidas trés isoformas da COX, ciclo-oxigenase 1, ciclo-
oxigenase 2 e ciclo-oxigenase 3 (COX-1, COX-2 e COX-3). Dentre as COXs, a
COX-1 é constitutivamente expressa, ou seja, esta presente nas células em
condicdes fisioldgicas, principalmente nos vasos sanguineos, plaquetas,
estbmago e rins, sendo uma das responsaveis por manter as condicbes de
homeostase no organismo. A COX-2, por outro lado, € geralmente ausente na
maioria dos tecidos normais, mas pode ser induzida por inidmeros estimulos,
como IL-1, TNF-a e demais mediadores inflamatdrios. Ela é também,
responsavel pela producdo de concentracfes elevadas de prostanoides

durante a inflamacédo. Existe ainda, uma terceira isoforma de COX, a COX-3,
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gue se encontra distribuida principalmente no coértex cerebral, medula espinal e
coragao. Alguns estudos sugerem que a inibicdo da COX-3 poderia representar
0 mecanismo central primario pelo qual os farmacos analgésicos e
antipiréticos, como os AINEs, desenvolveriam suas atividades de reducéo da
dor e da febre (CHANDRASEKHARAN; DAI; ROOS, 2002; HIKIJI et. al., 2008).

Os produtos originados pela cisdo do AA através da COX-2 levam a
formacdo de PGs que participam de eventos inflamatorios, algésicos e
térmicos. A PGE; e PGI, sdo mediadores da dor, febre e inflamacdo. A PGE,, a
PGIl, e a PGD, sdo poderosos vasodilatadores intrinsecos e atuam de modo
sinérgico com outros vasodilatadores inflamatérios, como histamina e
bradicinina. O tramboxano A, (TXAy, predominante das plaquetas, causa
vasoconstricdo, broncoconstricdo e agregacao plaquetaria, sendo esta ultima
seu principal efeito (BALLOU, et. al., 2000; KIDD;URBAN, 2010).

As prostaglandinas envolvidas na inflamagdo sdo as prostaciclinas:
PGE,, PGD,, PGFy,, PGl e 0 TXA,. A PGIl, age como vasodilatadora, mas
também age potencializando os efeitos quimiotaticos e aumentando a
permeabilidade vascular para que outros mediadores desempenhem seus
papéis no local da inflamacdo. As prostaglandinas PGE,;, PGD; e PGFyq
também possuem acdo vasoativa e estdo relacionadas ao aumento da
permeabilidade vascular e formacdo do edema. Além disso, as PG também
participam dos processos dolorosos e febris durante a inflamacéo, € o caso da
PGE,, que torna a pele hipersensivel a estimulos dolorosos (PECCHI et. al.,
2009).

Os leucotrienos (LT) sdo produtos derivados do acido araquidénico, a
partir do grupo de enzimas chamadas de lipoxigenases, que sdo enzimas
citosolicas, soluveis, encontradas preferencialmente nos pulmdes, plaquetas,
células endoteliais, mondcitos, mastocitos, eosinofilos e linfocitos B
(MONTUSHI et. al., 2007). Dentre os LT, o LTB4 exerce um papel importante
Nno processo gue quimiotaxia de varias células (neutrdfilos, eosindfilos e
mondcitos), promovendo a migracdo das mesmas para o tecido lesionado.
Outra funcdo exercida pelos LT € a ativacdo dos leucécitos e promogao da
desgranulacdo, além de produzirem superoxidos, que contribuem para 0s

danos teciduais caracteristicos da inflamacg&o. Outros LT, como LTCy, LTD,4 €
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LTE,4, atuam aumentando a permeabilidade vascular (COUTINHO; MUZITANO;
COSTA, 2009; WIENECKE, 2008).

O oxido nitrico (NO) é um gés soluvel, derivado do metabolismo do
aminoéacido L-arginina que sofre acdo da enzima Oxido nitrico sintase induzida
(INOS), produzida pela ativacdo de leucocitos em condi¢cdes inflamatérias
(VALLANCE; CHAN, 2001). O NO promove o relaxamento vascular, além de
inibir o processo de agregacao plaquetéria e adesao leucocitaria, também esta
envolvido na neurotransmissdo e na atividade antimicrobiana e antitumoral dos
macrofagos (ZOCCALI, 2007). Participam no processo inflamatério gerando
efeitos negativos pela acéo citotdxica que alguns de seus metabdlitos podem
exercer sobre o DNA, lipideos de microrganismos e células vizinhas saudaveis
(SZABO, 2003).

Mastocitos e basoéfilos, células que sofrem degranulacdo, produzem e
liberam outros mediador importante no processo inflamatério, a histamina. Ela
provoca vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular, sendo os
pulmdes, a pele e o trato gastrointestinal os locais onde se encontra uma maior
concentracdo (THURMOND; GELFAND; DUNFORD, 2008). A histamina
exerce sua acao quando interage com seus receptores especificos (Hi, Hz, Hs
e H,). A ativacdo dos receptores H; resulta numa vasodilatacédo de inicio rapido
e de curta duracdo, além de aumentar a permeabilidade vascular, enquanto a
ativacdo dos receptores H, causa uma vasodilatacdo mais prolongada e de
inicio lento, via do monofosfato ciclico de adenosina/proteina quinase A (AMPc-
PKA) (LEURS; WANTANABE; TIMMERMAN, 2001). A interacdo entre a
histamina e os receptores H; aumenta a expressao de P-selectina nas células
endoteliais (promovem a adesao neutrofilica) (GABOURY et. al.,, 1995). Os
receptores H3 sé@o autorreceptores em neurdnios histaminérgicos, que inibem a
liberagdo de uma variedade de neurotransmissores. Ja 0s receptores H4
parecem estar envolvidos com quimiotaxia e expressdao de moléculas de
adesdo como ICAM-1 (molécula de adesao intercelular 1) em eosindfilos (LING
et. al., 2004). Assim como a histamina, outro mediador que possui acao
vasoativa é a bradicinina, um peptideo que provoca vasodilatacdo (resultante
da producdo de PGIl, e liberacdo de NO) seguida pelo aumento da
permeabilidade vascular, além de representar um modulador de estimulos
dolorosos (decorrentes da liberacdo de PG) (LEEB-LUNDBERG,; et. al., 2005).
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As citocinas mediadores da resposta inflamatoéria liberadas por uma
variedade de células (macrofagos, neutréfilos e células endoteliais) e produzem
diversos efeitos, como por exemplo, ativagao, divisdo, apoptose e quimiotaxia
celular, além de participarem do processo inflamatorio, da imunidade e do
reparo de tecidos lesados (PECCHI et. al., 2009; HANADA; YOSHIMURA,
2002). As IL, fatores de crescimento, quimiocinas, interferons e fatores
estimuladores de coldnia, fazem parte do grande grupo das citocinas. Também
€ possivel classificar as citocinas, de acordo com a sua funcédo no processo
inflamatorio, em citocinas pré-inflamatérias (IL-1, IL-6, IL-8 e TNF-a) e anti-
inflamatdrias (IL-1RA, IL-4 e IL-10) (WONG; FISH, 2003). A IL-8, por exemplo,
atua como fator quimiotético, atraindo células polimorfonucleares para a o local
da inflamacao. Estdo também, envolvidas nesse processo, as quimiocinas, que
sdo fundamentais para os leucdécitos, pois atuam em seu crescimento,
diferenciacdo e ativacdo, imprescindiveis para que ocorra quimiotaxia
(TOWNSEND; MCKENZIE, 2000). Outros fatores, tais como, TNF-a e IL-1,
sdo capazes de aumentar a excitabilidade dos receptores neuronais,
modulando o processo algico, bem como, aumentar 0 numero destes
receptores na membrana dos neurdnios (STELLWAGEN; MALENKA, 2006).

E crescente o nimero de pesquisadores interessados em estudar os
mediadores e a fisiopatologia da inflamacao, pois apesar de ja existirem varias
alternativas farmacolégicas para o tratamento, o arsenal é deficiente porque
alguns medicamentos apresentam uma eficacia limitada e outros possuem
efeitos adversos que restringem sua utilizacdo (GRIS et. al., 2010). Um
exemplo classico é o mecanismo pelo qual agem os anti-inflamatorios, que ao
inibir a sintese de PG podem causar lesdes gastricas, ja que as
prostaglandinas também estdo envolvidas na producdo de muco que reveste e
protege as paredes estomacais. Sendo assim, é necessario que as pesquisas
continuem na busca por alternativas mais eficazes no tratamento da inflamacéao
(VERGNOLLE, 2008).

1.3 Produtos naturais de origem marinha
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A utilizacdo de produtos com origem marinha vem sendo bastante
difundido na industria farmacéutica, ao longo dos anos (BUTLER, 2008;
HARVEY, 2008; NEWMAN; CRAGG, 2007). De todos os farmacos utilizados,
em meédia, 80% possui inspiracdo ou sdo produtos naturais. A fim de produzir
em grande escala, farmacos para seu beneficio, 0 homem vem copiando e/ou
modificando substancias bioativas produzidas pela natureza (COSTA-LOTUFO;
WILKE; JIMENEZ, 2009).

O meio marinho possui componentes bioativos naturais que possuem
caracteristicas quimicas e estruturais, que ndo sao encontradas em produtos
naturais terrestres (SULLIVAN et. al., 2010).Por conta das condi¢cdes adversas
do ambiente marinho, a maioria das classes de organismos desse ambiente
desenvolveram uma variedade de moléculas com potente atividade biologica e
caracteristicas complexas, as quais sdo capazes de interagir com alvos
celulares inusitados (NEWMAN; CRAGG, 2007).

Apesar dos estudos e investigacdo dos produtos naturais marinhos e
suas propriedades farmacologicas serem recentes, ja foi possivel descobrir
varios agentes potencialmente ativos, que ja séo utilizados na aplicacao clinica
(BERGMANN; FEENEY, 1951). O pequeno numero de farmacos derivados de
produtos marinhos disponiveis no mercado ndo representa uma escassez de
pesquisa neste ambito da ciéncia, ao contrario, desde 1960 mais de 20 mil
compostos foram isolados de organismos marinhos (BLUNT et. al., 2012).
Andlogos sintéticos, como a adenina-arabinosideo (ara-A) e a citosina-
arabinosideo (ara-C) sédo até hoje utilizados na terapéutica como antiviral e
antineoplasico, respectivamente (NEWMAN; CRAGG, 2007).

Atualmente, os produtos de origem marinha tem sido fonte de
compostos que demonstram, em ensaios pré-clinicos, atividade antibacteriana
(HORIE et. al.,, 2008), anti-inflamatoria (CHAO et. al., 2008), antifungica
(D’AURIA et. al., 2007), anticoagulante (JUNG et. al., 2007), imunomoduladora
(COURTOIS et. al.,, 2008; YAMADA et. al.,, 2007), antiviral (ARTAN et. al.,
2008) dentre outras. Além disso, varios compostos ja estdo em fase de teste
clinicos.

Vale destacar que a grande maioria dos estudos é mais relevante no
tratamento de neoplasias e é exatamente na terapéutica dessas doencgas que
se tem o0 maior impacto das substancias de origem marinha (MAYER et. al.,
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2010). Entre os produtos com tais propriedades, encontra-se a briostatina 1,
isolado do brizoario Bugula neritina, com a qual ja foram realizados mais de 80
estudos clinicos, sendo as melhores respostas em associacdo com outros
quimioterapicos (AL-KATIB et. al., 1998; DOWLATI et. al., 2003; PETTIT et. al.,
1970; RUAN; ZHU, 2012); o mesilato de eribulina, um macrolideo derivado da
halichondrina B isolada da esponja Halichondria okadai, que se encontra em
estudos clinicos de fase 3 para o tratamento do cancer de mama (NEWMAN;
CRAGG, 2007); e o discodermolido, o mais potente agente estabilizante de
microtubulos ja descrito, isolado da esponja Discoderma dissoluta, que estd em
estudos de fase 1 para tratamento de tumores sdlidos (SINGH et. al., 2008; ter
HAAR et. al., 1996).

O primeiro farmaco de origem marinha que foi autorizado pelo Food And
Drugs, em 2004, (FDA) foi o peptideo conotoxina MVIIA (Ziconotide-), isolado
do caracol marinho Conus magus, para o tratamento da dor crénica severa
(WILLIAMS; DAY; HEAVNER, 2008). Seu mecanismo de agao consiste no
bloqueio de canais do tipo N, que sdo canais de célcio dependentes de
voltagem expressos em nociceptores (RAUCK et. al., 2009). Outros produtos
naturais de origem marinha sdo também promissores, como o sesquiterpeno
manoalido, isolado da Luffariella variabilis, uma esponja do Pacifico, essa
substancia € um inibidor irreversivel da PLA,, e foi estudada como prototipo
anti-inflamatério de uso especifico para o tratamento de psoriase (CASTRO et.
al., 2008). Outro importante derivado de produtos marinhos é a zidovudina, que
foi descoberta a partir das propriedades identificadas em nucleosideos isolados
de algas marinhas, no laboratério Welcome®. Essa substancia é um potente
inibidor da enzima transcriptase reversa, tornando-se um dos poucos recursos
gquimioterapicos contra este tipo de retrovirus existente (FAHMY et. al., 2004).
Ha ainda a briostatina 1, um antileucémico especialmente importante, devido
sua potente atividade apresentada por via oral que tem também origem
marinha (BLACKHALL, et. al., 2000).

Dentre os organismos marinhos de destaque podem-se citar as
macroalgas, que sao recursos biologicamente ativos da natureza (SULLIVAN
et. al., 2010).

1.3.1 Macroalgas Marinhas
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Os organismos denominados “alga” podem ser encontrados nos mais
diversos ambientes aquaticos e terrestres umidos. Eles constituem um grupo
bastante diferenciado quanto as suas caracteristicas morfolégicas, estruturais e
metabdlicas (REVIERS, 2006). A distribuicdo das algas esta relacionada com a
temperatura e salinidade da agua, corrente dos oceanos, luminosidade solar e
condicdes fisico quimicas (RAVEN, EVERT, EITCHOM, 1996).

Alguns autores distribuem as algas em trés reinos: Monera, Protista e
Plantae. As algas azuis ou cianobactérias, organismos do reino Monera, sao
unicelulares (embora existam formas pluricelulares de organizacdo simples),
autotrofos ou heterétrofos e suas células apresentam envoltorio nuclear e
organelas membranosas. No reino Plantae sdo encontrados 0s organismos
pluricelulares, eucariontes e autotrofos (VIDOTTI; ROLLEMBERG, 2004).

Com relacao a forma de vida, as algas podem ser encontradas na forma
de seres planctonicos, unicelulares e microscépicos, ou, na forma de seres
bentdnicos com tecidos especializados, dentre as quais estdo incluidas as
macroalgas, que pertencem ao reino Plantae (GARSON, 1989). Os organismos
denominados benténicos sdo aqueles encontrados fixos a um substrato soélido,
sendo assim, necessitam competir por espaco, luz e nutrientes. Além disso,
esses organismos precisam defender-se de predadores e da colonizacdo por
outras espécies competitivas ou micro-organismos patdgenos. Por isso, esses
seres frequentemente sintetizam metabdlitos secundarios que atuam
mecanismo quimico de defesa. Essas substancias, independente da funcéo
para 0 organismo que a produziu, possuem muitas vezes atividades
farmacoldgicas de interesse (PALERMO, 2004).

As macroalgas, em geral, sintetizam metabdlitos secundarios como
terpenos, alcaloides, flavonoides, taninos, acetogeninas, polifendis polares e
polissacarideos complexos, que podem ocorrer em altas concentracdes
(PEREIRA et. al., 2003; TEIXEIRA; KELECOM; GOTTLIEB, 1991). Apesar de
as algas marinhas possuirem metabdlitos secundarios, parcialmente, parecidos
com os encontrados em plantas terrestres, a principal caracteristica dos de
origem marinha é a presenca de halogénios em sua estrutura (TEIXEIRA,
KELECOM; GOTTLIEB, 1991). As altas concentracfes de haletos presentes no
meio marinho (CI, 19.000 mg/L; Br’, 65 mg/L e 17103, 0,06 mg/L), permitem que
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as espeécies que ali vivem incorporem facilmente esses elementos em seus
processos de metabolizagcdo, sob a forma de ligagcdes covalentes. Essa
incorporagao de halogénio contribui para o aumento da diversidade e da
complexidade estrutural dessas substancias e é um processo raro na formacéo
de metabdlitos em organismos terrestres (FENICAL, 1982).

Embora usualmente as macroalgas sejam usadas na producédo de
agentes gelificantes nas indastrias de alimentos e farmacéutica, algumas
revisbes atuais mostram seus potenciais usos medicinais contra o cancer,
alergia, diabetes, estresse oxidativo, trombose, obesidade, dislipidemia,
hipertensdo e algumas doencas degenerativas (MOHAMED; HASHIM;
RAHMAN, 2012). De acordo com a classificacdo botanica, as macroalgas sao
agrupadas em divisdes, de acordo com sua estrutura fisica, pigmentacao,
funcdo e ciclo de vida em: Chlorophyta (algas verdes); Phaeophyta, (algas
pardas) e Rhodophyta (algas vermelhas) (SULLIVAN et. al., 2010). As
Clorophytas, em especial, representam o grupo mais diversificado dentre todas
as algas, compreendendo aproximadamente 17.000 espécies amplamente
distribuidas em diversos ambientes costeiros do mundo. A denominacdo de
algas verdes se deve ao fato delas apresentarem uma maior quantidade de
clorofila a e b, com relagdo aos outros pigmentos, na mesma proporgao que as
plantas superiores (EL GAMAL, 2010; RAVEN; EVERT; EITCHOM, 1996).

1.3.2 Consideracdes sobre o Género Caulerpa

Dentre as Clorophytas estdo as algas do género Caulerpa
(Caulerpaceae), distribuidas mundialmente em regides tropicais e subtropicais,
reconhecidas por Lamouroux em 1809 (FAMA et. al., 2002). Embora 0 numero
de espécies de Caulerpa seja um dado variavel na literatura, Dumay e
colaboradores (2002) identificaram 100 espécies espalhadas pelo mundo,
sendo as espécies C. cupressoides, C. mexicana, C. sertularioides e C.
racemosa as mais comuns no litoral brasileiro, formando extensas areas verdes
na zona entre marés (JOLY, 1965; SZE, 1997).
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As macroalgas Caulerpa spp. sdo morfologicamente distintas por serem
unicelulares com células gigantes e diferenciadas (MENZEL, 1988), contendo
substancias incomuns que podem ser fornecidas por preparagdes brutas,
extratos e metabolitos secundarios com potenciais aplicagcdes farmacéuticas
(CAVAS; POHNERT, 2010).

Diferentes atividades de preparacdes obtidas de Caulerpa spp. tém sido
relatadas: Shen e colaboradores (2008) investigaram a atividade
imunomoduladora de um polissacarideo modificado, obtido de C. racemosa; a
atividade hemaglutinante de uma lectina obtida de C. cupressoides foi
observada por Benevides e colaboradores (2001); Ara e colaboradores (2002)
demonstraram que extratos etanolicos de C. racemosa exibem atividade
hipolipidémica e diminuem significativamente o colesterol total e triglicerideos
em ratos; Santoso e colaboradores (2004) encontraram potente atividade
antioxidante em extratos metandlicos de C. sertularioides. Em 2010, Tierney,
Croft e Hayes identificaram a atividade inibidora da enzima conversora de
angiotensina em algas do género Caulerpa e mais recentemente, Lin e
colaboradores (2012) observaram propriedades antitumorais in vitro em
extratos de C. microphysia.

Um levantamento realizado por Lorenzo em 2009 identificou diferentes
classes de substancias em algas do género Caulerpa. As de maior prevaléncia
foram os alcaloides, terpenoides e esteroides. A Figura 3 mostra alguns dos

compostos quimicos encontrados no género Caulerpa.

Figura 3 - Compostos quimicos identificados no género Caulerpa agrupados por
classe
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COMPOSTOS QUIMICOS IDENTIFICADOS NO GENERO CAULERPA
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Fonte: LORENZO, 2009

Dentre os varios metabdlitos encontrados em algas do género Caulerpa,
0 mais abundante € o sesquiterpeno caulerpenina, que pode ser encontrado
em concentracdes de até 4% da massa seca da alga (ERICKSON et. al., 2006)
e tem sido associado a atividades antitumoral, antiproliferativa, antibacteriana,
antiviral e anti-inflamatéria (CAVAS; POHNERT, 2010). Outro composto
importante é o alcaloide bisinddlico caulerpina, constituinte isolado em cerca de
vinte espécies de Caulerpa, que tem demonstrado atividade antitumoral,
antibacteriana, antifingica, anti-inflamatéria e antiviral em diferentes trabalhos
(GUVEN; PERCOT, SEZIK, 2010; SOUZA et. al., 2009a; MACEDO et. al.,
2012). Apesar da diversidade de trabalhos descrevendo atividades encontradas
em diferentes espécies de Caulerpa, a pesquisa sobre o potencial
farmacoldgico de algas verdes, mais precisamente do género Caulerpa, é algo
novo, que vem se desenvolvendo apenas nas ultimas décadas (SULLIVAN et.
al., 2010). Estudos recentes, publicados por nosso grupo, demonstraram efeito
antinociceptivo e anti-inflamatorio induzidos por extratos de algas do género
Caulerpa, bem como de um de seus constituintes, o alcaloide bisindélico

caulerpina, em camundongos (SOUZA et. al., 2009a, 2009b).



28

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
» Investigar o potencial antinociceptivo e anti-inflamatério dos extratos
hexanico, acetato de etila e metandlico, obtidos da espécie de
macroalgas Caulerpa kempfii.

2.2 Objetivos Especificos
» Analisar a atividade antinociceptiva desses extratos nos modelos de

contor¢cdo abdominal induzida por acido acético e nocicepcao induzida por

formalina;

» |nvestigar uma possivel acdo central desses extratos no modelo de placa
quente;

= Avaliar a atividade anti-inflamatéria no modelo de peritonite induzida por

carragenina.
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3 METODOLOGIA

3.1 Obtencéo do extrato
A C. kempfii foi coletada na parte costeira de Pitimbu, Paraiba-Brasil, em

2009. A amostra foi classificada pelo Dr. George Emmanuel C. de Miranda, do
departamento de Sistematica e Ecologia, da Universidade Federal da Paraiba.
E a alga foi depositada no Herbario Lauro Pires Xavier da Universidade Federal
da Paraiba. O material foi lavado com agua destilada, pesado (1 kg) e seco em
sala a temperatura ambiente (~25°C).

Para obter os extratos foi realizada extracdo a quente, no Soxhlet, com
solventes de polaridades crescentes, como hexano, acetato de etila e metanol.
A solucdo obtida da extracdo foi submetida & evaporacdo do solvente, no

evaporador rotativo a pressao reduzida, com temperatura até 50°C.

3.2 Ensaios Farmacolégicos

3.2.1 Aprovacdo do Comité de Etica
O uso de animal neste trabalho foi previamente aprovado pelo Comité de

Etica em pesquisa da Universidade Federal de Alagoas, n°

23065.002260/2011-21.
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3.2.2 Animais
Para a realizagdo deste trabalho, foram utilizados camundongos da

linhagem Swiss, de ambos os sexos, com 0 peso entre 25-30 g, com 6 a 8
semanas de idade, oriundos do Biotério Central da Universidade Federal de
Alagoas (BIOCEN). Os animais foram transferidos para o Biotério do Instituto
de Ciéncias Bioldgicas e da Saude - ICBS, onde foram mantidos em gaiolas
plasticas com grades de aluminio e possuiam livre acesso a agua e a racéo. O
local possuia temperatura e luminosidade controladas, com o ciclo de 12 horas
claro e 12 horas escuro. Os animais foram mantidos no laboratério para
aclimatacéo por pelo menos 1 dia antes da realizagéo dos experimentos, com a
finalidade de adaptacdo ao ambiente. Para cada experimento, utilizou-se 6
animais por grupo, os quais foram deixados em jejum por 8 h antes do inicio
dos experimentos, porém com livre acesso a agua. Logo apds 0s ensaios, 0S
animais foram sacrificados por deslocamento cervical e encaminhados para

incineracgéao.

3.2.3 Reagentes, solu¢bes e farmacos utilizados
Foram utilizados no ensaio os seguintes reagentes e solu¢ées: Acido

acético P.A. (Vetec), Azul de Tripan (Sigma), Formaldeido P.A. (Vetec), Tween
80® (Sigma-Aldrich) , Carboximetilcelulose-CMC, Carragenina (Sigma),
Dipirona (Sigma-Aldrich), Indometacina (Merck) e Sulfato de Morfina (Cristalia,
BR). Os extratos hexanico, acetato de metila e metandlico obtidos da C.kempfii

foram suspensos em Tween 80® e CMC.

3.2.4 Extratos

Para os ensaios farmacologicos, foram utilizados os extratos hexanico
(EH), acetato de etila (EA) e metandlico (EM) obtidos da espécie C. kempfii que
foram suspensos em CMC 5% com auxilio de 20 pL de Tween 80® (tensoativo).
Em todos os ensaios, os extratos foram administrados por via oral (v.0.) na
dose de 100 mg/kg.

3.3 Ensaio de contor¢cao abdominal induzida por acido acético
O protocolo experimental utilizado nesse ensaio foi semelhante ao

proposto originalmente por Collier (1968), com pequenas modificagdes. Nesse
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meétodo, a nocicepc¢do € induzida por acido aceético 0,6% que atua como um
estimulo algico quando injetado na cavidade peritoneal do camundongo. A
resposta do animal ao estimulo é representada por uma sequéncia de
contracdes da musculatura abdominal podendo ou nao haver a extensao dos
membros inferiores (Figura 4).

Quarenta minutos antes da injecdo do acido acético, os animais foram
tratados com os extratos da C. kempfii ou dipirona (40mg/Kg, v.0.). O grupo
controle recebeu apenas o veiculo utilizado na suspensao dos extratos. Cinco
minutos apés a administracdo do agente algico foi registrado o namero de

contor¢des abdominais produzidas pelo animal durante 20 min.

Figura 4 — Esquema do ensaio de contor¢do abdominal induzida por acido acético

Tratamento Acido acético 0,6% Contagem do n° de contor¢gdes
(via oral) (via intraperitoneal) | i

t=0 t=40 t=45 t=65

Fonte: Adaptado por DA MATTA, 2012

3.4 Ensaio de nocicepcao induzida por formalina
O procedimento utilizado para a realizacdo desse ensaio foi similar ao

descrito por Hunskaar e Hole (1987). Para isso, os camundongos receberam
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uma injecao subplantar (s.pl.) de 20 pL de formalina - formaldeido diluido em
solucado salina (2,5%) - na face dorsal da pata traseira, quarenta minutos apos
o tratamento com os extratos da C. kemfpfii, indometacina (35,7 mg/kg, v.0.) ou
o veiculo. Apos a administracdo da formalina, os animais foram imediatamente
colocados, individualmente, em um béquer e cronometrou-se o tempo que o
animal permaneceu lambendo, mordendo ou batendo a pata, sendo esse
tempo considerado como indicativo de nocicep¢ao (Figura 5). Os primeiros 5
minutos cronometrados representam a fase neurogénica do ensaio e, apés 10
min de intervalo, cronometraram-se os Ultimos 15 minutos representam a fase

inflamatéria, totalizando 30 minutos.

Figura 5 — Esquema do ensaio de nocicepg¢éo induzida por formalina

Tratamento 20 yL formalina 2,5%  Tempo de lambida da pata
(via oral) (via subplantar) | i
t=0 t=40’ t=40'-45 t=55-70
Fase Fase

neurogénica inflamatoria

Fonte: Adaptado por DA MATTA, 2012

3.5 Ensaio da Placa Quente
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A atividade antinociceptiva central das fracdes da C. kempfii foi avaliada
utiizando o modelo da placa quente, descrito por Kuraishi (1983). Os
camundongos foram colocados em uma placa aquecida a 54 = 1,0°C (Figura 6)
e sua resposta ao estimulo térmico (tempo em segundos que o animal levou
para lamber, levantar ou morder uma de suas patas dianteiras ou traseiras
‘tempo de laténcia’) foi cronometrada. Foram feitas duas medidas controle em
um intervalo de 30 minutos (pré-selecdo), a primeira leitura foi realizada para
adaptar o animal a placa aquecida e eliminar os animais com maior e menor
tempo de laténcia na placa, estabelecendo-se 0 tempo maximo de
permanéncia do animal na placa de 15 s. Ja a segunda leitura serviu como
controle. Em seguida, os animais foram tratados com EH, EA, EM veiculo ou
morfina (4,3 mg/kg, i.p.), e apos um intervalo de 30 minutos novas medidas do
tempo de laténcia foram registradas em intervalos de 30 minutos até 2 h apos o

tratamento.

Figura 6 — Esquema do ensaio de placa quente

—— -~
d \
| © ©© P\
(54 £ 1°C)
Pré-selecio Iratamento Tempo sobre a placa quente
(via oral) | |
Oh 30’ Oh 30’ 60’ 90’ 120’

Fonte: Adaptado por DA MATTA, 2012
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3.6 Ensaio de Peritonite induzido por carragenina

Seguindo a metodologia descrita por Ferrandiz e Alcaraz (1991) os
camundongos foram tratados com os extratos de C. kempfii, indometacina
(35,7 mg/kg, v.0.) ou veiculo e apds 40 minutos foram submetidos ao ensaio de
peritonite, por administracdo de 250 pl/cavidade i.p. de uma solucdo de
carragenina 1% dissolvida em salina estéril. Apés 4 h da injecdo de
carragenina, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical, e a
cavidade peritoneal foi lavada com de 3 mL tampédo fosfato salina pH 7,4
(PBS). Ap6s a massagem do abdémem, o fluido peritoneal foi coletado (cerca

de 2 mL) e a contagem total das células foi realizada (Figura 7).
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Figura 7 — Esquema do ensaio de peritonite induzida por Carragenina

. Sacrificio /
Tratamento 500 yL de Carragenina  .qjleta do Contagem
(via oral) (via intraperitoneai) material de células

t=0 t=40

Fonte: Adaptado de DA MATTA, 2012

Para a contagem do numero total de células, 10 pL do fluido peritoneal
de cada animal foi coletado, diluido e homogeneizado em 190 pL de azul de
Tripan, obtendo uma diluicdo de 1:20. Dessa solucédo, 10 uL foram transferidos
para a camara de Neubauer onde foi realizada a contagem (2 quadrantes) com
auxilio de microscopio optico em objetiva de 40x. O numero de células

recrutadas foi obtido utilizando o calculo abaixo:

. n? total de células
n? de células/mL = x fator de diluicdo x 10.000
n? de quadrantes contados

3.4 Analise estatistica

A comparacdo dos grupos experimentais e o controle foram feitos
utilizando-se ANOVA seguido do pOs Teste de Dunnett. Os valores foram
considerados significativos quando p < 0,05, e expressos como média + erro

padrdao da media.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Efeito antinociceptivo e anti-inflamatorio dos extratos de C. kempfii
4.1.1 Ensaio de contor¢do abdominal induzida por &cido acético

No modelo de nocicep¢do induzida por acido acético (ensaio de
contor¢cdo abdominal), todos os extratos estudados de C. kempfii administrados
na dose de 100 mg/kg, v.o., reduziram o numero de contor¢cdes abdominais (p
< 0,01). O grupo controle, tratado apenas com o veiculo, apresentou 44,7 + 2,6
contor¢des abdominais, enquanto dipirona, farmaco padréo utilizado, reduziu o
namero de contorcdes para 4,8 + 1,6 com porcentagem de inibicdo de 89,3%,
guando comparada ao controle, como demonstrado na figura 8.

Os grupos tratados com os extratos de C. kempfii apresentaram uma
inibicdo de contorcédo significativa de: 76,7% - EH (10,4 + 2,4), 77,9% - EA (7,2
+2,1)e 90,8% - EM (4,1 £ 0,7).

Figura 8- Efeito dos extratos de C. kempfii (100 mg/kg, v.0) no ensaio de contor¢cdo abdominal
induzida por acido acético
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Notas: **p < 0,01: difere significativamente do controle (veiculo) quando analisados por
ANOVA de uma via, seguida do teste de Dunnet. Os resultados foram expressos como média
+ E.P.M. (n=6) do nimero de contor¢des abdominais.
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O teste de contor¢cdo é um modelo basico de nocicepgéo, porém pouco
especifico, que permite avaliar a atividade de substancias que atuam tanto em
nivel periférico, como central. Funciona como um screening farmacoldgico
capaz de detectar e avaliar novas substancias com potencial
antinociceptivo(IKEDA et. al., 2001; PARVEEN et. al., 2007).

Para esse modelo, é administrado um agente irritante, o acido acético,
na membrana serosa, que tem a fung¢do de provocar um estimulo doloroso que
€ caracterizado por um movimento de contracfes abdominais (podendo ou ndo
haver extensdo dos membros inferiores) reducao e incoordenacéo da atividade
motora. Estes movimentos s&o considerados reflexos e evidenciam a dor
inflamatéria visceral (LE BARS; GOZARIUM; CADDEN, 2001). Isso ocorre
porque o acido acético atua de forma indireta causando a liberacdo de
mediadores endodgenos que estimulam neurdnios nociceptivos sensiveis, tantos

a anti-inflamatorios, como a analgésicos opioides (FISCHER et. al., 2008).

Sendo assim, a dor abdominal induzida pelo &cido acético pode ser
prevenida por diversos agentes terapéuticos, cuja acao é inibir a liberacdo de
medidores do processo doloroso, como € o caso dos AINES, que exercem seus
efeitos analgésicos e anti-inflamatorios, pelo menos em parte, devido a inibicdo
da COX, impedindo a producdo de PGs. E possivel que haja outros
mecanismos que gerem o efeito antinociceptivo observado nesses farmacos
(FENG; CUI; WILLIS, 2003; VANE; BAKHLE; BOTTING, 1998). Além disso,
outros agentes como bloqueadores neuromusculares e sedativos também
podem atuar nesse modelo, o que poderia resultar em uma interpretacéo
equivocada dos resultados (MIRANDA et. al., 2008).

De posse dos resultados desse ensaio com 0s extratos hexanico,
acetato de etila e metandlico da C. kempfii apresentaram atividade
antinociceptiva e demonstram resultados satisfatério quando comparados ao
farmaco padrao, dipirona, na dose de 40 mg/kg ( figura 8). Considerando que o
tratamento foi realizado por via oral, seu efeito indica que os componentes

ativos presentes nos extratos sdo bem absorvidos pelo trato gastrointestinal.

Os resultados obtidos nesse ensaio podem ser comparados com 0S
encontrados por Vanderlei e colaboradores (2010) que identificaram atividade

antinociceptiva e anti-inflamatéria em uma lectina isolada da C. cupressoides, a
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qual inibiu as contor¢des abdominais de forma significativa e de forma dose
dependente em 37,2 %, 53,5% e 89,0%, nas doses de 3, 9 e 27 mg/kg (v.0.),
respectivamente. Utilizando esse mesmo modelo, outro estudo identificou
atividade antinociceptiva no extrato metandlico e nas fases n-butanol, acetato
de etila e cloroférmica da C. racemosa (100 mg/kg — v.0.), com inibicdo de
72,24%, 47,39%, 76,11% e 70,51%, respectivamente (SOUZA et. al., 2009a).
Além disso, essa atividade também foi encontrada em outra espécie de
Caulerpa, C. sertularioides (100 mg/kg — v.0.) com extratos hexanico,
cloroférmico, acetato e metandlico com inibicdo de 66,5%, 67,0%, 60,7% e
67,0%, respectivamente.

Além dessa espécie, a C. mexicana com 0sS mesmos extratos da C.
sertularioides, realizou uma porcentagem de inibicdo de: 83,1%, 77,0%, 73,2%
e 78,4% (MATTA, 2012). Isso pode ser um indicativo da presenca de
componentes com atividade antinociceptiva ou também anti-inflamatéria em
macroalgas do género Caulerpa, dada a atividade de outras espécies nesse
ensaio. Além disso, sugere-se que o provavel efeito antinociceptivo causado
pelo tratamento com o extrato de C. kempfii pode ser decorrente da inibicao
direta da liberacdo de mediadores induzidos pelo acido acético; pela inibicdo da
migracdo de células que poderiam aumentar o processo doloroso ou por

inibicdo direta de COX ou por uma modulacdo central nociceptivo.
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4.1.2 Ensaio da placa quente

No ensaio de placa quente (54 + 1°C), nenhum extrato de C. kempfii, na
dose de 100 mg/kg, foi significativamente ativo em relagdo ao controle , como
pode se observado na tabela 2. Apenas a morfina teve efeito no aumento no
tempo de laténcia.

Tabela 2- Efeito dos extratos metendlico e acetato de etila de C. kempfii (100 mg/kg, v.0.)

Dose Leitura controle Pés-tratamento
Grupo
mg/kg

30min | 60 min 90min | 120 min 150 min

14+03  22:08 18:012  323+0.27 279+027 2,60 + 0,46
Morfina 69+04 587402 128:04™ 1030+080* 970+070% 970 +0,05"
Extrato 37:040 419+051 380+071  617£139 6.24 + 1.84 459+ 1.10

metanolico
Extrato

204008 139:019 154+014  249+047 254 + 0.64 211+033

acetato

Os dados representam a média e o erro padrdo da média (**p<0,01 no teste de ANOVA de

uma via, seguido do teste de Dunnet)

Visando a descoberta de um farmaco com propriedades terapéuticas
semelhantes as da morfina, mas com menos efeitos adversos (que limitam seu
uso clinico), € comum em estudos farmacologicos investigar o envolvimento do
sistema opioide (GRIS et. al., 2010; WILLIAMS et. al., 2004).

Para avaliar o perfil antinociceptivo central dos extratos de C. kempfii foi
utilizado o modelo de placa quente. Nesse ensaio, nenhum extrato estudado
foi capaz de aumentar o tempo de laténcia do camundongo na placa quente. Ja
a morfina, causou um aumento significativo no tempo de laténcia do animal
sobre a placa quente nos tempos de 30, 60 e 90 minutos apds a administracao.

Quando os nociceptores sdo ativados diretamente pelo estimulo térmico,
o camundongo tende a retirar ou lamber a pata. O estimulo doloroso é
conduzido ao corno dorsal da medula espinhal e posteriormente aos centros
corticais (LE BARS; GOZARIU; CADDEN, 2001). Os receptores envolvidos na
sensacao térmica sdo os vaniloides TRPV-1 (com limiar de ativagdo em torno
de 43 °C) e TRPV-2 (com limiar de ativacdo em torno de 52 °C) (JULIUS;
BASBAUM, 2001). Quando ativados, ocorre um influxo de Ca?*, despolarizacdo
da fibra nervosa e ativacdo de canais de Na® dependente de voltagem, que
disparam potenciais de acdo (ZIEGLGANSBERGER; BERTHELE; TOLLE,
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2005). Os farmacos que aumentam o tempo de laténcia do animal sobre a
placa sdo os analgésicos opioides e 0s anestésicos gerais, resultado avaliado
como antinocicepc¢do a nivel central (LE BARS; GOZARIU; CADDEN, 2001).

O ensaio da placa quente € utilizado para a avaliagdo de propriedades
analgésicas de agonistas opiaceos. Na temperatura utilizada, o efeito
analgésico do farmaco e outros agonistas narcoticos sdo facilmente
identificados e quantificados usando este método. Por outro lado, a uma
temperatura de 55°C, substancias analgésicas ndo narcoticas ndo apresentam
nenhuma ou pouca atividade antinociceptiva (JANICKI; LIBICH, 1978;
KURAISH et. al.,, 1983; HUNSKAAR; BERGE; HOLE, 1986; LE BARS;
GOZARIU; CADDEN, 2001).

Além das vias dos opioides, a inibicdo da isoforma da enzima COX-3
(encontrada no cérebro) que possui caracteristicas estruturais e cataliticas
semelhantes a COX-1 e COX-2 pode resultar em uma nocicepgado central
(CHANDRASEKHARAN et. al., 2002). Estudos mostram que farmacos
analgésicos e antipiréticos como dipirona e paracetamol inibem
preferencialmente a COX-1, resultando na diminuicdo da sintese de PGE; e
consequentemente um efeito antinociceptivo (CHANDRASEKHARAN et. al.,
2002; BOTTING; AYOUB, 2005).

De acordo com os resultados obtidos neste ensaio, sugere-se que 0s
extratos da C. kempfii estudados, ndo atuam nos mecanismos centrais, seja
pela inibicdo da enzima COX-3 ou pela inibicdo dos potenciais de agéao gerados
pelos receptores vaniloides TRPV-1 e TRPV-2.

Uma hipdétese que podemos levar em consideracdo é que fatores
intrinsecos da alga como: sazonalidade, local da coleta, entre outros fatores
nao favoreceram a producédo suficiente de componentes ativos para a acao

antinociceptiva central.

4.1.3 Ensaio de nocicepcao induzida por formalina
A figura 9A mostra a primeira fase do ensaio. Observa-se que o tempo

que o animal passou lambendo a pata em resposta a injecdo de formalina
(s.pl.) foi de 70,6 £ 2,3 s para o grupo controle. Apds o tratamento com 0s
extratos de C. kempfii esse tempo foi reduzido de maneira significativa para
28,0% - EH (50,8 £ 5,0 s; p< 0,05), 37,4% - EA (44,2 + 3,5 s; p< 0,01), e 35,9%
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- EM (45,2 + 5,7 s; p< 0,01). Enquanto o farmaco padrdo, indometacina (v.0.)
inibiu 24,9% (53,0 £ 6,1; p < 0,05).

Figura 9A - Efeito dos extratos de C. kempfii (100 mg/kg, v.0.) e indometacina (35,7 mg/kg,
v.0.) na fase neurogénica do ensaio de nocicepcao induzida por formalina

C. kempfii
Fase Neurogénica
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Nota: *p < 0,05,**p < 0,01. Os dados foram analisados por ANOVA One Way seguido do teste
de Dunnet. Os resultados foram expressos como média + E.P.M. (n=6) do tempo (s) que o
animal lambeu a pata, durante 5 min

Ja na segunda fase do ensaio, o tempo de lambida do camundongo
com a administracdo do veiculo foi de 250,9 + 21,6 s, em resposta a formalina.
Enquanto o pré-tratamento com os extratos EH, EA e EM de C. kempfii
reduziu significativamente com uma inibicdo de 55,4% (112,8 + 21,1 s; p<
0,01), 44,5% (139,2 + 12,0 s, p< 0,01) e 55,6% (113,1 + 12,4 s; p< 0,01). J4 a

indometacina inibiu 62,6% (93,8 £ 19,1; p< 0,01), conforme mostra a figura 9B.
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Figura 9B - Efeito dos extratos de C. kempfii (100 mg/kg, v.0.) e indometacina (35,7 mg/kg,
v.0.) na fase inflamatéria do ensaio de nocicepc¢édo induzida por formalina

C. kempfii
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Nota: *p < 0,05. Os dados foram analisados por ANOVA One Way seguido do teste de
Dunnet. Os resultados foram expressos como média + E.P.M. (n=6) do tempo (s) que o animal
lambeu a pata, durante 15 min

Para confirmar e ter um melhor entendimento da atividade
antinociceptiva dos extratos de C. kempfii foi realizado o ensaio de nocicepcéo
induzida por formalina, que tanto permite uma avaliagdo da nocicepcdo de
origem neurogénica, quando inflamatéria. Este ensaio € um modelo quimico,
gue fornece uma resposta mais especifica quando comparado ao modelo de
contor¢cdo abdominal induzida por acido acético (SHIBATA, 1989). Além de ser
considerado um modelo que se aproxima bastante da dor clinica, ja que avalia
como o animal responde a dor moderada e continua apés injuria de um tecido
(TIOLSEN et. al., 1992).

Nesse ensaio, a injecdo de formalina desencadeia um processo
nociceptivo intenso, caracterizado pela lambida ou batido da pata irritada contra
a superficie sob a qual os animais permanecem durante o experimento. A fase
neurogénica € iniciada logo apo6s o estimulo com o agente irritante e prolonga-
se por cinco minutos. Essa fase € caracterizada pela estimulagdo
predominantemente das fibras C (HUNSKAAR, HOLE, 1987). Ap0s 0s cinco
minutos iniciais, ha um periodo de repouso, de aproximadamente 10 minutos,
onde h&a auséncia de resposta nociceptiva. Apos o periodo, € iniciada a fase
inflamatdria, com duracdo de aproximadamente quinze minutos e esta

relacionada com a liberacdo de mediadores inflamatérios como histamina,
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serotonina, prostaglandinas, bradicinina. H4 também participacédo de citocinas
como TNF-a e IL-1B nessa fase tardia (GRANADOS-SOTO et. al., 2001).

Nesse ensaio, na fase neurogénica, os extratos de C. kempfii reduziram
significativamente o tempo de lambida, apos a injecdo de formalina subplantar,
conforme mostra a figura 9. Os extratos EH, EA e EM mostraram uma inibic&o
de 28%, 37,4% e 35,9%, respectivamente. Enquanto o farmaco padréo,
indometacina, mostrou uma inibicdo de 24,9%.Em ensaios realizados por
Vanderlei e colaboradores (2010), ao testar a atividade de uma lectina obtida
de C. cupressoides (27 mg/kg, v.0.), notou-se uma inibicdo 45% da resposta do
animal nesse mesmo ensaio.

Na fase inflamatéria deste teste, os extratos EH, EA e EM de C. kempfii
reduziram significativamente com uma inibicdo de 55,4%, 44,5% e 55,6%. Ja a
indometacina apresentou uma inibicdo de 62,6%. Esses dados corroboram
com os achados por Da Matta et al. (2012), no qual os extratos de C. mexicana
induziu uma inibicdo significativa na fase inflamatoéria de 45,8% (EH), 44,5%
(EA) e 55,6% (EM). E no mesmo estudo os extratos EH, EA e EM da C.
sertularioides foram capazes de diminuir o tempo de lambida da pata em
47,5%, 64% e 55,8%, respectivamente.

Os extratos de C. kempfii mostraram um perfil inibitério nas duas fases
do teste. Esses dados mostram que 0s extratos contem substancias as quais
podem estar agindo no processo inflamatério e mecanismos periféricos, como
a inibicio da COX (CALIXTO, 2008; CHICHORRO, LORENZETTI,
ZAMPRONIO, 2004).
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4.1.4 Ensaio de Peritonite induzida por carragenina
No ensaio de peritonite todos os extratos de C. kempfii foram capazes

de reduzir a migracédo celular induzida por carragenina (p < 0,001). O grupo
estimulado apenas com o agente flogistico apresentou migracdo leucocitaria
para a cavidade peritoneal de 18,2 + 0,6 x 10°/mL, enquanto os grupos tratados
com os extratos reduziram esse nimero para: 13,3 + 0,4 x 10%mL (EH); 8,4 +
0,9 x 10°mL (EA) e 13,5 + 1,0 x 10%mL (EM), exibindo uma significativa
inibicAo de 27,0% (p<0,01); 54,1% (p<0,01) e 26,0% (p<0,01),
respectivamente, quando comparadas ao grupo da carragenina (18,2 + 0,6 x
10%mL). O efeito foi similar a indometacina que inibiu 67,1% (6,0 + 0,4 x
10%mL, p<0,01), como mostrado abaixo na figura 10, mostrada abaixo, mostra

os resultados acima citados.

Figura 10 - Efeito dos extratos de C. kempfii (100 mg/kg, v.0.) e da indometacina (35,7
mg/kg, v.0.) no ensaio de peritonite induzida por carragenina em camundongos

C. kempfii
= 204
£
S 154 o B Carragenina
z = -+ [ Veiculo
g Bl Indometacina
S 10 -
p o E= EH
e = EA
o 5_ | HH
S = EM
>
S oA

Nota: **p < 0,01: difere significativamente do controle (veiculo) quando analisados por ANOVA
One Way seguida do teste de Dunnet. Os resultados foram expressos como média + E.P.M.
(n=6) do nimero de leucécitos (x 10%/mL)

Para avaliar a capacidade dos extratos de C. kempfii de inibir o processo
inflamatorio, que é a migragao celular, foi realizado o ensaio de peritonite.
A carragenina é extraida de algas marinhas do género Rhodophyceae,

gue ao ser aplicada na cavidade peritoneal, induz uma resposta inflamatoria
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caracterizada por intensa exsudacdo plasmatica e migracdo de células,
principalmente os neutrdfilos. Essa migragdo ocorre devido a grande
estimulacdo da liberacdo de mediadores inflamatérios como as
prostaglandinas, NO, histamina e neuropeptideos (DI ROSA, 1972; PAULINO
et. al., 2008).

Utiliza-se o fluido peritoneal porque esse € o melhor material, devido a p
quantidade de células livres do fluido peritoneal ser praticamente constante em
camundongos nao estimulados, embora mudancas bruscas na populacdo
celular possam ocorrer decorrentes da manipulacdo experimental. Porém
rapidamente o sistema se reequilibra e a populacéo celular tende a retornar as
medidas normais. Além disso, o fluido peritoneal do camundongo nao
estimulado contém poucos neutréfilos, fato que facilita detectar e medir o
influxo de qualquer nimero de células (MARTINS, 1989).

Nesse ensaio, os tratamentos com os extratos EH, EA e EM foram
capazes de reduzir a migracao celular em 27%, 54,1% e 26%. Enquanto o
farmaco padréo, indometacina, inibiu 67,1%, conforme apresentado na figura
10.

Esse ensaio comprovou que provavelmente, algum componente ativo
nos extratos de C. kempfii é capaz de provocar uma resposta anti-inflamatoria.
Um estudo realizado por Bitencourt (2011) demonstrou que extratos aquoso e
metandlico de C. mexicana sdo capazes de reduzir a migracdo celular de uma

maneira tempo dependente.
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6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos nesse trabalho permitem concluir que os EH, EA e
EM da alga C. kempfii, apresentaram atividade antinociceptiva por ensaios de
contor¢cdo abdominal induzida por acido acético, a qual foi confirmada pelo
ensaio de nocicepcdo induzida por formalina. Os extratos também
apresentaram atividade anti-inflamatoria, de acordo com os resultados obtidos
no ensaio de peritonite. No entanto, outros estudos s@o necessérios para
identificar os mecanismos de acao desses extratos.

Dessa forma, este trabalho contribui para o conhecimento do potencial
terapéutico dessa espécie de alga, podendo sugerir um desenvolvimento futuro
de medicamento fitoterapico ou isolamento do componente ativo derivado

desta alga.
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