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RESUMO

O género Caulerpa compreende espécies de macroalgas marinhas com potenciais aplicacfes
biotecnoldgicas e farmacéuticas, no entanto suas atividades bioldgicas tém sido pouco
exploradas. Tendo em vista o interesse crescente de novos farmacos com perfil anti-
inflamatorio e analgésico e o potencial terapéutico de produtos naturais marinhos, este
trabalho vem avaliar a atividade antinociceptiva e anti-inflamatdria dos extratos hexanico
(EH), cloroférmico (EC), acetato de etila (EA) e metandlico (EM) obtidos das espécies de
macroalgas C. mexicana e C. sertularioides visando a identificacdo de novos protétipos de
farmacos analgésicos e anti-inflamatorios, bem como contribuir para o estudo cientifico de
macroalgas bentbnicas oriundas do nordeste brasileiro. Para tanto, foram utilizados modelos
murinos como: ensaio de contor¢des abdominais induzidas por acido acético, ensaio de placa
guente e teste de formalina, visando a avaliacdo da atividade antinociceptiva; e o ensaio de
peritonite induzida por carragenina, para avaliar a atividade anti-inflamatéria. Em todos os
ensaios 0s extratos foram testados na dose de 100 mg/kg por via oral (v.0.). No ensaio de
contorcdo abdominal, todos os extratos, de ambas as espécies, induziram inibico significativa
(p<0,001) com porcentagem de inibicdo superior a 60%. No ensaio de placa quente, apenas 0s
extratos de C. mexicana aumentaram de maneira estatisticamente significativa o tempo de
permanéncia do animal sobre a placa aquecida. Ja no ensaio de formalina todos os extratos de
C. mexicana reduziram o tempo de lambida do animal em ambas as fases do teste, enquanto
apenas 0s EC e 0 EA de C. sertularioides foram ativos na fase neurogénica e os EH, EA e EM
foram ativos na fase inflamatdria desse ensaio. Por outro lado, no ensaio de peritonite
induzida por carragenina todos os extratos, de ambas as espécies de Caulerpa avaliados,
reduziram a migracdo celular de maneira estatisticamente significativa (p<0,001). Dessa
forma, os resultados obtidos nesse trabalho permitem concluir que os EH, EC, EA e EM das
macroalgas C. mexicana e C. sertularioides possuem atividade anti-inflamatoria e
antinociceptiva, podendo ser empregados como protétipos de farmacos, fitofarmacos ou
fitoterapicos.

Palavras-chave: Anti-inflamatoério. Antinociceptivo. Algas marinhas. Caulerpa.



ABSTRACT

The genus Caulerpa comprises species of marine macroalgae with potential biotechnological
and pharmaceutical applications, however little research has been done about its biological
activities. Owing to increasing interest in new drugs with anti-inflammatory and analgesic
properties and the therapeutic potential of marine natural products, the aim of this work is
evaluate antinociceptive and anti-inflammatory activities of hexanic (HE), chloroformic
(CE), ethila acetate (AE) and methanolic (ME) extracts obtained from macroalgae C.
mexicana and C. sertularioides species aiming identify new analgesic and anti-inflammatory
lead compounds, also contribute to scientific study of macroalgae originating of Brazilian
northeast. In order to evaluate the potential antinociceptive, the following tests were carried
out: acetic acid-induced writhing, hot plate and formalin test. To investigate an anti-
inflammatory activity, carrageenan-induced peritonitis was applied. The tests were conducted
by using doses of 100 mg/kg orally (p.0.). In the acetic acid-induced writhing test, all extracts
of both species showed a significant inhibition (p < 0.001) with inhibition above 60%. In the
hot plate test, only extracts from C. mexicana induced a statistically significant increase in
the time that animals remained on the hot plate. Furthermore, in the formalin test all extracts
from C. mexicana reduced the animal's licking time in both phases of the test, while only CE
and AE from C. sertularioides were active in the neurogenic phase and in the inflammatory
phase only HE, AE and ME showed activity. Moreover, in the test of carrageenan-induced
peritonitis, the reduction of cell migration was seen in both macroalgae evaluated, in a way
statistically significant (p < 0.001). Thus, the present results allow concluding that the HE,
CE, AE and ME from macroalgae C. mexicana and C. sertularioides have anti-inflammatory
and antinociceptive properties and may be used as prototypes of drugs, natural medicines or
herbal remedies.

Keywords: Anti-inflammatory. Antinociceptive. Marine Algae. Caulerpa
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1 INTRODUCAO

1.1 Dor

Durante o processo de selegdo natural, o0 homem desenvolveu diversos mecanismos
fisiologicos que permitiram sua sobrevivéncia. Entre os mais importantes, certamente a dor
ocupa um lugar de destaque, ja que é um dos sintomas que faz com que o individuo tenha
consciéncia de que sua integridade esta sendo ameacada ou que ha alguma disfuncdo em seu
organismo (CUNHA, 2009).

Esse mecanismo de protecdo pode ser definido como uma experiéncia consciente
influenciada por memdrias emocionais, patoldgicas, genéticas e fatores cognitivos (NOEL et
al., 2012; ROY et al., 2009). Portanto, a dor é um evento altamente subjetivo, como ilustrado
pela definicdo dada pela Associacdo Internacional para o Estudo da Dor (IASP): "uma
experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada a dano tecidual real ou potencial, ou
descrita em termos de tal dano" (TRACEY; MANTYH, 2007). Ela fornece um aviso rapido
no sistema nervoso para iniciar uma resposta motora e minimizar os danos fisicos, além de
induzir a manter em repouso regides lesionadas. Reforcando a importancia da sensagéo
dolorosa, sabe-se que pessoas que apresentam a condicdo rara de insensibilidade congénita a
dor, apresentam baixa expectativa de vida e raramente vivem mais que 20 anos (BASBAUM
etal., 2009).

Existem varios critérios utilizados na classificacdo da dor, sendo a duracdo da
sensacdo dolorosa o critério mais utilizado. Dessa forma, a dor pode ser transitéria, aguda ou
cronica (FUCHS; WANNMACHER; FERREIRA, 2006). A dor transitdria é de curta duragdo
e ocorre por ativacdo de nociceptores periféricos independente da existéncia de qualquer dano
tecidual, sendo, entdo, sua funcdo proteger o organismo de um possivel dano. A dor aguda
estd relacionada a algum estimulo nocivo com substancial lesdo tecidual (traumas,
intervengdes cirdrgicas e algumas doengas), estando associada a estimulacdo direta de
nociceptores, conexdes nervosas no sistema nervoso central (SNC) e sistema nervoso
autbnomo (SNA). Tanto na dor transitéria quanto na dor aguda, a causa € bem definida e o
curso temporal de ambas € limitado, podendo os mesmos se extinguir antes da remocao da
causa ou reparo do dano tecidual. Dessa forma, a dor aguda tem funcdo bioldgica de
preservacao, da integridade e da defesa corporal, pois denota uma lesdo ou iminéncia de leséo
tecidual (LOESER; MELZACK, 1999; MILLAN, 1999).
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Ao contrario desses propositos claramente protetores, a dor pode se tornar persistente
ou crbnica em situacdes em que o0 organismo ndo é capaz de produzir resolucdo da leséo ou
quando sdo estabelecidos mecanismos adaptativos inadequados (D’MELLO; DICKENSON,
2008). A dor crénica pode ser gerada por processos inflamatorios cronicos ou ocorrer sem
estimulo precipitante. Esse tipo de dor é distinto dos demais por persistir apos a recuperacao
da leséo, podendo se prolongar por meses ou anos (BARROS, 2006).

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

Quanto a sua origem, a dor pode ser classificada em nociceptiva, inflamatoéria e
neuropatica. A dor nociceptiva € uma resposta fisioldgica ao funcionamento normal tanto do
SNC quanto do 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 lesdo 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 usualmente
sdo tratadas por analgésicos opioides e anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINES). Apesar das
multiplas abordagens terapéuticas, o tratamento da dor visceral continua sendo um desafio
significativo, ao passo que a dor somatica apresenta excelente resposta aos tratamentos
existentes (DISTRUTTI et al., 2010).

Ja dor de origem inflamatéria resulta basicamente da interacdo entre o tecido
danificado e os neurdnios sensoriais nociceptivos periféricos, por meio da participacdo de
mediadores inflamatérios que induzem modificacdes funcionais na excitabilidade neuronal.
Tais mediadores sdo liberados diretamente pelas células danificadas pelo trauma tecidual ou
pelo reconhecimento de um elemento estranho ao organismo por células residentes, como, por
exemplo, os macrofagos (CUNHA, 2009).

A dor neuropatica ¢ definida como “uma consequéncia direta de lesdao ou doenga que
afete o sistema somatosensorial” (TREEDE et al., 2008). Esse tipo de dor é relativamente
comum e esta associado a diversos tipos de injurias no sistema nervoso, podendo ser iniciada
apos lesdo nervosa, uso cronico de medicamentos ou associadas a algumas patologias (cancer,
herpes, AIDS) e alteragdes metabolicas (diabetes) (BARON, 2000). A modulacdo e geracdo

da dor neuropatica envolvem tanto mecanismos periféricos quanto centrais. No entanto,
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quando a dor provém de danos aos nervos periféricos é denominada de dor neurogénica.
Assim, a dor neuropética € uma condi¢gdo complexa com uma variedade de causas, na qual 0s
analgesicos convencionais muitas vezes ndo conseguem atingir globalmente alivio efetivo da
dor (GORMSEN et al. 2010; WETERING et al., 2010).

A dor inflamatdria e a neuropatica podem exceder a duracdo da causa priméria da dor,
podendo se tornar sindromes de dor crénica (ZEILHOFER, 2007). Pode-se dizer, também,
que a dor cronica é um estado de constante facilitagdo da conducdo nervosa, quando
estimulos, que normalmente indcuos, sdo percebidos como dolorosos (fendmeno conhecido
como alodinia) ou quando h& sensibilidade aumentada a um suave estimulo nocivo
(hiperalgesia) (KRAYCHETE; CALASANS; VALENTE, 2006; LOESER; TREEDE, 2008).

Apesar dos avangos nas areas de conhecimentos relacionadas a dor, os resultados dos
tratamentos bem como a prevencao de queixas recorrentes ainda ndo sao satisfatorios. Assim,
a analgesia efetiva para sindromes dolorosas ainda é um grande desafio e o entendimento da
neuroanatomia das vias de conducdo, da fisiopatologia da dor e da farmacologia €
fundamental na busca de novas alternativas terapéuticas (ROCHA et al., 2007; TEIXEIRA,
2006).

Da mesma forma que a visdo e a audi¢do, a dor possui um sistema neuronal proprio,
denominado sistema nociceptivo. A nocicepcdo € uma forma especializada de sinalizagéo
sensorial, que converte a informacéo sobre lesdes teciduais em sinais dolorosos (CUNHA,
2009). Assim, enquanto a nocicepcao refere-se as manifestacBes neurofisiologicas geradas
pelo estimulo nocivo, a dor é a desagradavel experiéncia emocional que normalmente
acompanha nocicepg¢édo (LOESER; TREEDE, 2008).

Os nociceptores, receptores sensoriais especializados para a dor, inervam o sistema
cutaneo, musculos, visceras e outros 6rgaos e sdo capazes de alertar sobre um dano potencial.
Pois, esses neurdnios sdo ativados apenas por estimulos nocivos que excedem um limite
considerado fisiologico, sugerindo que eles possuem propriedades biofisicas e moleculares
que lhes permitem detectar e responder seletivamente a estimulos potencialmente lesivos.
Quando ativados, os nociceptores sofrem alteragfes na membrana, permitindo a deflagracéao
de potenciais de acdo que serdo transmitidos até o SNC através da medula espinal, o que pode
ser interpretado como sensacao dolorosa no cortex cerebral (TRACEY; DICKENSON, 2012;
MEYER et al., 2008). A Figura 1 resume o processamento sensorial em condigfes normais.
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Figura 1 - Processamento sensorial normal.
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Fonte: Autora, 2012 — Adaptado de WOOLF, 2011.

Nota: Neur6nios sensoriais primarios altamente especializados, que codificam estimulos de baixa intensidade,
ativam apenas as vias centrais que levam a sensacfes inécuas. Enquanto estimulos de alta intensidade, que
ativam nociceptores, sé estimulam as vias centrais que levam a dor.

Existem duas classes principais de nociceptores, a primeira inclui fibras aferentes (AJ)
de diametro médio, mielinizadas com velocidade de conducdo rapida, que transmitem a dor
rapida e bem localizada, ou sinais de dor aguda pulsatil, designada dor primaria (CUELLAR
et al, 2010). Essas diferem consideravelmente das fibras de maior didmetro (AP) e rapida
conducdo, que respondem a estimulos mecéanicos indcuos como um leve toque. A segunda
classe de nociceptores inclui fibras C ndo mielinizadas de pequeno didmetro e conducéo lenta,
gue sdo responsaveis pela transmissdo da dor difusa, também chamada de queimacdo
persistente ou dor secundaria (BASBAUM et al., 2009).

A fibra nervosa aferente primaria detecta estimulos ambientais (de natureza térmica,
mecanica ou quimica) e transduz essa informacdo na linguagem do sistema nervoso, ou seja,
corrente elétrica (BASBAUM et al., 2009). Na ultima década, muitas moléculas de transducéo
da nocicepcédo tém sido identificadas e 0 maior grupo de detectores de estimulos nocivos é a
familia dos receptores de potencial transitério (TRP) (CHENG; JI, 2008; PATAPOUTIAN;
TATE; WOOLF, 2009). Esses canais participam na geracéo de sensacfes dolorosas evocadas
por estimulos quimicos, térmicos e mecéanicos (LEVINE; ALESSANDRI-HABER, 2007). O
receptor de potencial transitério vaniloide 1 (TRPV1), originalmente chamado de receptor

vaniloide 1 e comumente referido como receptor da capsaicina, foi 0 primeiro descrito como



19

receptor polimodal ativado por trés estimulos dolorosos; compostos vaniloides (capsaicina,
resiniferatoxina), calor nocivo (> 43 °C) e pH baixo (< 5,9) (CATERINA; JULIUS, 2001,
TOMINAGA, 2007).

Outros receptores que participam da transducdo da nocicepcdo sdo 0s canais i6nicos
sensiveis ao &cido (ASICs), que sdo canais de cations insensiveis a voltagem (PETROFF et
al., 2008). Os ASICs sdo ativados por protons extracelulares e alguns estudos demonstraram
que a sua expressdo € aumentada por mediadores pro-inflamatorios, como fator de
crescimento do nervo (NGF), serotonina, interleucina 1 (IL-1) e bradicinina (MAMET et al.,
2002; VOILLEY etal., 2001).

Diversos sdo os mediadores inflamatorios que, quando liberados por macréfagos,
mastocitos, células endoteliais ou nervos traumatizados, ativam as fibras nervosas tipos Ad e
C, facilitando a transmissao dolorosa e as alterac@es inflamatorias periféricas (KRAYCHETE;
CALASANS; VALENTE, 2006). Dentre os mediadores inflamatérios (também denominados
algogénicos) incluidos neste grupo estdo a acetilcolina, bradicinina, histamina, serotonina,
leucotrieno (LT), fator de ativacdo plaquetario (PAF), ions potassio, prostaglandinas (PGs),
tromboxanos, interleucinas (ILs), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), NGF e recentemente
serinas proteases (VERGNOLLE, 2008).

Como mostrado na Figura 2 (p. 21), a lesdo tecidual e liberagdo de mediadores
quimicos locais como substancia P (SP), histamina, serotonina, bradicinina e PGs desencadeia
um processo de transmissdo do estimulo doloroso até niveis centrais. Estes mediadores
interagem com receptores especificos levando a sensibilizacdo ou ativacdo direta dos
nociceptores periféricos. Com isso, ocorre geracdo de potenciais de acdo que culminam na
liberacdo de neurotransmissores no corno dorsal da medula espinal, tais como SP, L-
glutamato, acido gama aminobutirico, peptideo intestinal vasoativo, colecistocinina,

somatostatina e peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) (MARCON, 2009).



Figura 2 - Percepcéo da dor.
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Esses neurotransmissores ativam neurdnios de segunda ordem e o sinal nociceptivo

ascende para regides do sistema limbico para o talamo, pelo trato espinotalamico. No talamo

ocorre a somatizacao do estimulo nocivo onde existe 0 componente emocional que discrimina

a dor. O talamo e o cortex séo regibes finais das proje¢des das vias de nocicepcao, o talamo

informa que existe sensacdo nociceptiva e o cortex discrimina o tipo de sensacdo (ROY et al.,

2009). Em resposta a estimulagdo nociceptiva ascendente, ocorre ativacdo de algumas vias

descendentes de controle da nocicepg¢do, culminando na liberagdo de substancias como

noradrenalina, serotonina e encefalinas na regido do corno dorsal medular, modulando assim
o sinal nociceptivo (BASBAUM et al., 2009).




21

1.2 Inflamacéo

A inflamacgdo é uma resposta dos tecidos conjuntivos vascularizados as agressoes 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, vermelhiddo, calor e dor, sinais cardinais da inflamacdo descritos por Cornelius
Celsus, um médico romano do século | d.C. Tais sinais, de fato, justificam o termo
“inflamagdo”, derivado do verbo latino inflammare, o que significa incendiar. J& a perda da
fungdo, quinto sinal clinico da inflamacdo, foi adicionada posteriormente por Rudolph
Virchow em 1858 (ALLER et al., 2007; SERHAN; SAVIL, 2005). A Figura 3 ilustra os cinco

sinais caracteristicos da inflamacao.

Figura 3 - llustracéo dos cinco sinais da inflamacéo: calor, rubor, tumor, dor e perda de funcéo.
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Fonte: DUNDER, 2009.
Nota: llustragdo médica da faculdade de medicina de St Bartholomeu.

N&o ha duvidas de que a resposta inflamatdria inicial a lesdo tecidual é uma resposta
positiva ao trauma que tem como objetivo principal eliminar o agente agressor e proteger o
organismo (COUTINHO; MUZITANO; COSTA, 2009). No entanto, durante a Gltima década
tornou-se amplamente aceito que a inflamacdo é uma forca motriz por tras de doencas
cronicas que tendem a levar & morte. Mais recentemente foi identificado um complexo
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oligomérico multiproteico denominado “inflamossoma”, responsavel pela ativacdo do
processo inflamatorio e inducdo de morte celular programada. Desde entdo, alguns trabalhos
mostram o envolvimento do inflamossoma com doengas metabolicas, como obesidade,
diabetes tipo 2 e gota, ja que cada vez mais se relaciona a inflamacao crénica com a etiologia
destas doencas (HENAO-MEJIA et al., 2012). Outros exemplos de desordens nas quais a
presenca de estados inflamatorios persistentes provocam um piora no quadro da doenca
incluem céncer, doenca de Alzheimer e aterosclerose (COUZIN-FRANKEL, 2010;
TRINCHIERI, 2012).

Na reacdo inflamatdria aguda, estagio inicial da resposta, predominam os eventos
vasculares/exsudativos, que sdo fendmenos inespecificos, isto €, constituem a fase inicial de
qualquer tipo de resposta inflamatdria. 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). Simultaneamente, mediadores quimicos como histamina, bradicinina,
PAF e LTs provocam aumento da permeabilidade das vénulas, que permitem a passagem de
um fluido rico em proteinas plasmaticas (exsudato) para o espaco extravascular, ocasionando
aumento da pressdo oncoética e retencdo de agua no intersticio, responsavel pelo edema. O
exsudato formado facilita a liberacdo de outros mediadores que amplificam a resposta
inflamatdria (GILROY et al., 2004). A dor, outro sinal caracteristico da inflamacgéo, pode
decorrer de diversos fatores que incluem: aumento da pressdo sobre tecidos e terminacdes
nervosas, lesdo das fibras nervosas, irritagdo por substancias produzidas por microorganismos
ou células lesadas e, também, pela a¢do de alguns mediadores inflamat6rios que intensificam
a dor associada a inflamacdo (BHANDARI et al., 2005; ROTH et al., 2009).

Concomitantemente aos eventos vasculares, diferentes tipos de células participam do
processo inflamatério, desempenhando fungdes distintas, mas muitas vezes sobrepostas. Na
fase celular ocorre a transmigracdo de leucocitos ao longo de um gradiente quimico, esse
evento celular é denominado de quimiotaxia (MEDZHITOV, 2008). Essa transmigracao
ocorre atraves da marginacdo (movimentacdo do neutrofilo do centro para a periferia do
vaso), rolamento (desaceleracdo do neutrdfilo através da ligacdo com moléculas de adeséo
chamadas selectinas), adesdo e diapedese (0 neutrdfilo atravessa o endotélio através de
jungdes entre as células) (Figura 4, p. 24) (MARSHALL et al., 2003). Quando os leucécitos
atingem o foco inflamatério, tornam-se ativados e tentam eliminar o patégeno liberando o

conteudo toxico de seus granulos, os quais incluem espécies reativas de oxigénio e nitrogénio
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(ROS), proteinases, catepsinas, elastases, mieloperoxidase, entre outros (MEDZHITOV,
2008).

Tanto substancias endégenas como exogenas podem agir como agentes quimiotaticos,
dentre as substancias endogenas estdo os componentes do sistema complemento como o Cba;
produtos da via da lipoxigenase (LOX), em especial o LTB4; PAF; e as citocinas,
principalmente as da familia das quimiocinas. Ou seja, inUmeros mediadores quimicos que se
originam de proteinas plasmaticas ou de células. Um bom exemplo de substancia exdgena é o
lipopolissacarideo (LPS), uma endotoxina bacteriana (SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY,
2004).

Figura 4 - Etapas do recrutamento de leucocitos para o sitio de inflamacao.
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Fonte: Autora, 2012 - Adaptado de NOURSHARGH; HORDIJK; SIXT, 2010.

A mobilizacdo adequada dos leucdcitos circulantes é fundamental para a defesa do
organismo, devido a sua capacidade fagocitica e de destruicdo do agente nocivo (LEES et al.,
2004). O tipo celular predominante nesta fase varia em fungdo do tempo e do tipo de
agressdo: nas primeiras 24 horas ap6s as agressdes, predominam os polimorfonucleares
(neutrdfilos, eosindfilos e basofilos), que sdo progressivamente substituidos pelos mondcitos
nas proximas 24-48 horas. No entanto, os linfocitos podem ser as primeiras células a chegar,
nas infeccdes virais, e, em alguns tipos de reacdes de hipersensibilidade, os eosinofilos séo

desde o inicio o principal tipo celular. Outras células tais como as células endoteliais,
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macrofagos, mastocitos e plaquetas também podem estar envolvidas (LAMANO, 2008;
SCHMID-SCHONBEIN, 2006).

Essas células quando ativadas iniciam um processo de sinalizagdo de vias
intracelulares culminando na sintese de mediadores que participam diretamente do processo
inflamatorio. Os mediadores da inflamacdo sdo substancias formadas e liberadas,
concomitante ou sequencialmente, no local da lesdo. Essas substancias estdo envolvidas na
geracdo e manutencdo dos eventos caracteristicos da reacao inflamatoria e interagem com
receptores especificos nas células alvo podendo, inclusive, estimular a liberacdo de outros
mediadores (MEDZHITOV, 2010; ZHOU et al., 2007). Dentre os mediadores da inflamacdo,
encontram-se histamina, bradicinina, metabdlitos do &cido araquidénico (PGs, TXs e LTs),
PAF, oxido nitrico (NO), neuropeptideos e citocinas (PASSOS et al., 2007).

Uma das principais vias que podem ser ativadas no processo inflamatorio é a do fator
nuclear-kB (NF-xB), que regula a expressdo de genes para muitas proteinas pro-inflamatorias.
Os produtos dos gens regulados pelo NF-kB como TNF-o IL-1 geram um efeito ciclico,
pois, além de serem ativados pelo NF-kB, eles também o ativam em outras células apds se
ligarem a receptores especificos, perpetuando a resposta inflamatéria. Enzimas inflamatorias
como a cicloxigenase — 2 indutiva (COX-2) e a 6xido nitrico sintase (iNOS) também séo
reguladas pelo NF-«kB (Figura 4) (HUTTI et al, 2007; SCHMID-SCHONBEIN, 2006).

Através de estimulos mecanicos, quimicos, fisicos ou por meio de outros mediadores,
como a bradicinina, os fosfolipidios de membranas liberam o &cido araquiddnico, a partir da
ativacdo da enzima fosfolipase A, (PLA;). O acido araquiddnico livre pode ser metabolizado
por duas classes principais de enzimas: cicloxigenases (COXs), sendo a isoforma COX-2
envolvida na inflamacdo iniciando a biossintese de PGs e TXs (prostanoides) e pelas LOXs,
originando a biossintese de LTs (Figura 4) (BOTTING, 2006).

Dentre as COXs, a COX-1 é constitutivamente expressa, ou seja, estd presente nas
células em condicdes fisioldgicas, principalmente nos vasos sanguineos, plagquetas, estbmago
e rins, sendo uma das responsaveis por manter as condi¢cbes de homeostase no organismo. A
COX-2, por outro lado, é geralmente ausente na maioria dos tecidos normais, mas pode ser
induzida por inimeros estimulos, como IL-1, TNF-a e demais mediadores inflamatorios. Ela
é também, responsavel pela producdo de concentracdes elevadas de prostanoides durante a
inflamacdo. Existe ainda, uma terceira isoforma de COX, a COX-3, que se encontra
distribuida principalmente no cértex cerebral, medula espinal e coracdo. Alguns estudos

sugerem que a inibicdo da COX-3 poderia representar o0 mecanismo central primario pelo qual
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os farmacos analgésicos e antipiréticos, como os AINEs, desenvolveriam suas atividades de
reducdo da dor e da febre (CHANDRASEKHARAN; DAI; ROQOS, 2002; HIKIJI et al., 2008).

Os prostanoides mais importantes na inflamacdo sdo: PGE,, PGD,, PGF,, PGl,
(prostaciclina) e TXA,. A prostaciclina possui acdo vasodilatadora, além de potencializar os
efeitos quimiotaticos e aumentar a permeabilidade de outros mediadores. As prostaglandinas
PGE,, PGD;, e PGF,, também sdo vasodilatadoras, além de exacerbarem o edema. Além
disso, as PGs também estdo envolvidas na patogenia da dor e da febre durante a inflamacéo,
como a PGE;, que torna a pele hipersensivel a estimulos dolorosos (PECCHI et al., 2009).

Os LTs, por sua vez, constituem uma familia de substancias produzidas a partir do
acido araquiddnico, por acdo da 5-LOX. Sdo enzimas citosolicas sollveis, encontradas
preferencialmente nos pulmdes, plaquetas, células endoteliais, mondcitos, mastocitos,
eosinofilos e linfocitos B (MONTUSHI et al., 2007). Dentre os LTs, o LTB, exerce potente
atividade quimiotatica para neutréfilos, eosindfilos e mondcitos, promovendo a migracéo
destes tipos celulares para o local afetado. Uma vez no sitio, os LTs ativam os leucdcitos,
promovendo a degranulacdo e a producdo de superoxidos, que contribuem para os danos
teciduais caracteristicos da inflamagdo. Alguns LTs como LC4, LD, e LE; aumentam a
permeabilidade vascular (COUTINHO; MUZITANO; COSTA, 2009; WIENECKE, 2008).

Outro mediador importante na vasodilatacdo € o NO, que é um géas soltvel derivado
do metabolismo da L-arginina por da acdo da enzima Oxido nitrico sintase (NOS), que pode
ser encontrada em trés isoformas, endotelial (eNOS) e neuronal (nNOS), que sdo
constitutivamente expressas, € a forma induzida (iNOS), que € produzida ap0s a ativacdo de
leucdcitos em condicdes inflamatdrias (VALLANCE; CHAN, 2001). O NO esté envolvido no
relaxamento vascular, na inibicdo da agregacdo plaquetaria e adesdo leucocitéria, na
neurotransmissao e nas atividades antimicrobiana e antitumoral dos macréfagos (ZOCCALL,
2007). Alguns de seus efeitos deletérios sdo decorrentes da acdo citotoxica de alguns de seus
metabolitos, que sdo capazes de danificar o DNA, os lipideos microbianos e as células
vizinhas saudaveis, sendo esse 0 mecanismo responsavel pela maioria dos processos
inflamatérios observados em doencas autoimunes (SZABO, 2003).

A histamina, mediador armazenado e liberado por mastécitos e baséfilos, € outro
mediador que exerce acao sobre células musculares lisas e células endoteliais, provocando
vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular. Esse mediador € encontrado em varios
tecidos, destacando-se os pulmdes, pele e trato gastrointestinal. Na pele, a histamina acarreta

uma resposta tripla, ocasionando vermelhiddo, edema e dilatagdo associada a vasodilatacéo
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indireta via estimulacdo por reflexos axonais. Ja no trato gastrointestinal a histamina é
essencial para a secrecdo acida (THURMOND; GELFAND; DUNFORD, 2008).

A bradicinina, mediador importante no processo inflamatorio, é um peptideo vasoativo
que provoca vasodilatagdo e aumento da permeabilidade vascular. Além disso, a bradicinina
exerce outros efeitos, dentre os quais se destaca a inducdo da liberacdo de mediadores
inflamatorios como os prostanoides, a partir de diversos tipos celulares, citocinas (IL-1 e
TNF-0) de macrdéfagos, além do NO liberado das células endoteliais vasculares (ELIIS;
FOZARD, 2002). Sua acao vasodilatadora resulta, em parte, pela producdo de PGl e pela
liberacdo de NO. Trata-se, também, de um potente mediador algico, acéo que é potencializada
pelas PGs (LEEB-LUNDBERG, 2005).

As citocinas sdo liberadas por uma variedade de células envolvidas na resposta
inflamatdria, incluindo macréfagos, neutrofilos e células endoteliais, possuindo diferentes
efeitos dependentes do tipo de citocina liberada e da célula envolvida. De um modo geral, as
citocinas influenciam a ativacdo, divisdo, apoptose e quimiotaxia celular. Elas podem também
estar envolvidas na diferenciacdo celular, na inflamacédo, na imunidade e no reparo tecidual
(PECCHI et al., 2009; HANADA,; YOSHIMURA, 2002). As citocinas sdo classificadas em
subgrupos, como: ILs, fatores de crescimento, quimiocinas, interferons e fatores
estimuladores de colbnia, ou ainda, podem ser classificadas conforme sua atividade biol6gica
como, por exemplo: pré-inflamatorias (IL-1, IL-6, IL-8 e TNF-a) e anti-inflamatérias (IL-
1RA, IL-4 e IL-10) (WONG; FISH, 2003).

Alguns exemplos importantes de citocinas incluem a IL-8, que atua como fator
quimiotéatico em atrair o neutrofilo e outras células para a o local da inflamacdo. Estéo
também, envolvidas nesse processo, as quimiocinas, que sdo fundamentais para os leucécitos,
pois atuam em seu crescimento, diferenciacdo e ativacdo, imprescindiveis para que ocorra
quimiotaxia (TOWNSEND; MCKENZIE, 2000). Outro fator bastante importante &€ o0 TNF-a,
que inibe a apoptose do neutréfilo elevando sua sobrevida no sitio de acdo. Adicionalmente,
citocinas pro-inflamatérias, como TNF-a e IL-1p, sdo importantes no processo da dor por
aumentarem a excitabilidade neuronal e a forca sinaptica, bem como, por aumentarem o
nimero destes receptores na membrana dos neurbnios (Figura 5) (STELLWAGEN;
MALENKA, 2006).

O fluxograma abaixo resume as principais vias e mediadores envolvidos no processo

inflamatorio.
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Figura 5 - Fluxograma da Cascata da Inflamac&o.
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Fonte: Autora, 2012 - Adaptado de DUNDER, 2009.

O estudo dos mecanismos e dos mediadores envolvidos nos processos dolorosos e
inflamatérios vem sendo alvo de numerosas pesquisas ao longo dos Ultimos anos
(BASBAUM et al.,, 2009; CAFFREY; FITZGERALD, 2012; HUA; CABOT, 2010;
KANAZAWA, 2012; MEDZHITQOV, 2010). Embora existam diversos produtos, de origem
natural ou sintética, utilizados para o tratamento desses processos, até 0 momento, ndo foi
identificado ainda o anti-inflamatorio ou analgésico ideal, quer seja pela limitacdo de sua
eficacia, quer seja pela amplitude dos seus efeitos adversos (GRIS et al., 2010). Neste aspecto,
é importante destacar que, muitos anti-inflamatdrios disponiveis atualmente sdo capazes de
induzir lesBes gastricas por inibirem a sintese de PGs, 0 que representa uma importante
limitacdo ao uso desses produtos. Dessa forma, a procura por substancias que apresentem
potente atividade anti-inflamatoria e efeitos adversos limitados continua sendo bastante
estimulada na comunidade cientifica. Assim, diversos modelos in vivo tém sido utilizados na
pesquisa de compostos com atividade anti-inflamatéria/antinociceptiva (VERGNOLLE,
2008).



28

1.3 Produtos Naturais de Origem Marinha

Entre as varias fontes para o desenvolvimento de farmacos os produtos naturais séo de
particular importancia. O uso desses produtos esta bem documentado ao longo da historia
humana e sua contribuicdo na industria farmacéutica vem sendo mostrada ao longo dos anos
em diversos trabalhos (BUTLER, 2008; HARVEY, 2008; NEWMAN; CRAGG, 2007).
Estima-se que 80% dos farmacos em uso sdo produtos naturais ou foram inspirados pela
natureza. Dessa forma, o homem tem obtido inovagdes para o seu beneficio na producéo de
farmacos, usando, copiando ou modificando substancias bioativas produzidas pelos seres
vivos (COSTA-LOTUFO; WILKE; JIMENEZ, 2009).

Neste contexto, 0S organismos terrestres sdo responsaveis por quase a totalidade
dessas substancias, enquanto que 0s organismos marinhos, apesar de muito promissores,
passaram a ser investigados apenas recentemente, quando comparados aos estudos com
produtos de origem terrestre (COSTA-LOTUFO; WILKE; JIMENEZ, 2009). O meio marinho
€ um reservatdrio excepcional de produtos naturais bioativos, muitos dos quais exibem
caracteristicas quimicas e estruturais ndo encontradas em produtos naturais terrestres
(SULLIVAN et al.,, 2010). O fato é que os organismos marinhos evoluiram mecanismos
bioquimicos e fisioldgicos que incluem a producdo de compostos bioativos para fins de
reproducdo, comunicacdo e protecdo contra infeccOes, predacdo e competicdo (YUAN;
WALSH, 2006). Devido as condicdes fisicas e quimicas adversas existentes no ambiente
marinho, quase todas as classes de organismos originados desse ambiente expdem uma
variedade de moléculas com caracteristicas estruturais complexas e potentes atividades
bioldgicas, que interagem em alvos celulares inusitados (NEWMAN; CRAGG, 2007).

Apesar da investigacdo sobre as propriedades farmacoldgicas dos produtos naturais
marinhos ser relativamente recente, ela levou a descoberta de muitos agentes
potentencialmente ativos considerados dignos de aplicacdo clinica, os quais demonstram a
importancia desses produtos e ilustram sua quimiodiversidade. O pesquisador Werner
Bergmann da Universidade de Yale (E.U.A.) foi um dos pioneiros, com a descoberta dos
nucleosideos espongouridina e espongotimidina derivados da esponja Tethya crypta
(BERGMANN; FEENEY, 1951). Anélogos sintéticos, como a adenina-arabinosideo (ara-A)
e a citosina-arabinosideo (ara-C) sdo até hoje utilizados na terapéutica como antiviral e
antineoplasico, respectivamente (NEWMAN; CRAGG, 2007). No entanto, apenas apos a
descoberta de grandes quantidades de prostaglandinas no octocoral Plexaura homomalla, em

1978, por Alfred J. Weinheimer e Robert L. Spraggins da Universidade de Oklahoma
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(E.U.A)) foi que o interesse e o0 investimento das industrias farmacéuticas em laboratérios de
pesquisa de produtos naturais na busca de novos farmacos de origem marinha foram
despertados (WEINHEIMER; SPRAGGINS, 1969). Desde entdo, bem mais de 14.000
diferentes produtos naturais de organismos marinhos tém sido descritos, centenas de patentes
descrevendo novos produtos naturais bioativos marinhos tém sido apresentadas e cerca de 10-
15 diferentes produtos naturais marinhos passaram por ensaios clinicos, principalmente nas
areas de cancer, dor ou doencas inflamatorias (PROKSCH; EDRADA; EBEL, 2003).

O peptideo conotoxina MVIIA (Ziconotide-), isolado do caracol marinho Conus
magus é o primeiro farmaco de origem marinha e foi liberado pela FDA, em 2004, para o
tratamento da dor cronica severa (WILLIAMS; DAY ; HEAVNER, 2008). Seu mecanismo de
acao consiste no bloqueio de canais do tipo N, que sdo canais de célcio dependentes de
voltagem expressos em nociceptores (RAUCK et al., 2009). owss rodutos naturais de origem
marinha sdo também promissores, como o sesquiterpeno manoalido, isolado de uma esponja
do Pacifico (Luffariella variabilis), essa substancia € um inibidor irreversivel da PLA,, e
encontra-se em fase de ensaios clinicos 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 ini-
bidor potente da enzima transcriptase reversa viral, tornando-se um dos poucos recursos
quimioterapicos contra este tipo de retrovirus (FAHMY et al., 2004). H& 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 estdo as macroalgas, que sdo recursos
biologicamente ativos da natureza (SULLIVAN et al., 2010).

1.3.1 Macroalgas Marinhas

Os organismos denominados “alga” constituem um grupo muito diverso quanto as
suas caracteristicas morfoldgicas, estruturais e metabdlicas, podendo ser encontradas nos mais
diversos ambientes aquaticos e terrestres umidos (REVIERS, 2006). Nos ambientes aquaticos,
sua distribuicdo esta relacionada com a temperatura e salinidade da agua, disponibilidade de
luz solar, correntes dos oceanos e condigdes fisicas e quimicas (RAVEN, EVERT,
EITCHOM, 1996).
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Alguns autores consideram as algas integrantes de trés reinos distintos: Monera,
Protista e Plantae. As algas azuis ou cianobactérias, organismos do reino Monera, s&o
unicelulares (embora existam formas pluricelulares de organizacdo simples), autétrofos ou
heterotrofos e suas células apresentam envoltdrio nuclear e organelas membranosas. No reino
Plantae sdo encontrados os organismos pluricelulares, eucariontes e autétrofos (VIDOTTI;
ROLLEMBERG, 2004).

Com relacdo 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 bentbnicos séo aqueles encontrados fixos a
um substrato sélido, sendo assim, necessitam competir por espaco, luz e nutrientes. Além
disso, esses organismos precisam defender-se de predadores e da coloniza¢do por outras
espécies competitivas ou microorganismos patdgenos. Por isso, esses seres frequentemente
sintetizam metabolitos secundéarios que atuam mecanismo quimico de defesa. Essas
substancias, independente da funcao para o 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). Embora a composicdo dos metabolitos secundarios de algas marinhas
seja, em partes, idéntica aquela de plantas e animais terrestres, a principal caracteristica dos de
origem marinha é a presenca de halogénios em sua estrutura (TEIXEIRA; KELECOM;
GOTTLIEB, 1991). As altas concentracdes de haletos presentes no meio marinho (CI°, 19.000
mg/L; Br’, 65 mg/L e 17103, 0,06 mg/L), permitem que as espécies que ali vivem incorporem
facilmente esses elementos em seus processos de metabolizacdo, sob a forma de ligacGes
covalentes. Essa incorporacdo de halogénio contribui para o aumento da diversidade e da
complexidade estrutural dessas substancias e € um processo raro na formagédo de metabolitos
em organismos terrestres (FENICAL, 1982).

Embora usualmente as macroalgas sejam usadas na producdo de agentes gelificantes
nas industrias de alimentos e farmacéutica, algumas revisdes 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). Além disso, Mayer e colaboradores (2011) identificaram diversas

atividades antimicrobianas em diferentes especies de algas marinhas, enquanto Jaswir e
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Monsur (2011) mostraram diversos compostos derivados de macroalgas com atividade anti-
inflamatoria.

De acordo com a classificacdo botanica, as macroalgas sdo agrupadas em divisdes, de
acordo com sua estrutura fisica, pigmentacdo, 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 denominacéo de algas verdes se deve ao fato delas
apresentarem uma maior quantidade de clorofila a e b, com relagéo aos outros pigmentos, na
mesma propor¢do que as plantas superiores (EL GAMAL, 2010; RAVEN; EVERT;
EITCHOM, 1996). Além disso, sdo conhecidas como produtoras de sesquiterpenos e
diterpenos, em sua maioria, produzidos por espécies de Caulerpa (PEREIRA; DA GAMA,
2008).

1.3.2 Considerag6es 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 o 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).

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 preparacGes brutas, extratos e metabolitos secundarios com
potenciais aplicac6es 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 etandlicos 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 metanolicos de



32

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 6 mostra alguns dos compostos quimicos encontrados no

género Caulerpa.

Figura 6 - Compostos quimicos identificados no género Caulerpa agrupados por classe.

COMPOSTOS QUIMICOS IDENTIFICADOS NO GENERO CAULERPA
34
k)
© ?
* / 19
20 /
15 / 8 9
10 / /1 5 ﬁ 5
1 3 3
| | ‘ y”
Alcaloides Esteroides  Fenilpropanoides Lipidios Terpenos Outros

Fonte: LORENZO, 2009.

Dentre os varios metabdlitos encontrados em algas do género Caulerpa, o mais
abundante é o sesquiterpeno caulerpenina, que pode ser encontrado em concentracdes de até
4% do peso seco 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 bisind6lico caulerpina,
constituinte isolado em cerca de vinte espécies de Caulerpa, que tem demonstrado atividade
antitumoral, antibacteriana, antifingica, anti-inflamatoria e antiviral em diferentes trabalhos
(GUVEN; PERCOT; SEZIK, 2010; SOUZA et al., 2009a; MACEDO et al., 2012). Estudos
com as espécies C. ashmeadii, C. paspaloides, C. lentillifera, C. racemosa e C. sertularioides
levaram ao isolamento de hidroxiamidas, cuja mistura é denominada caulerpicina (NIELSEN;
CARLE; CHRISTOPHERSENC, 1982; VEST; DAWES; ROMEO, 1983). Além desses,

outros metabdlitos encontrados no género incluem: a flexilina (BLACKMAN; WELLS,
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1978), o diterpeno trifarina e os esterdides 24-metil-colesterol e colesterol (HANDLEY;
BLACKMAN, 2001; LORENZO, 2009; PAUL; FENICAL, 1985).

Apesar da diversidade de trabalhos descrevendo atividades encontradas em diferentes
especies 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).

1.3.3 Considerages sobre as espécies C. mexicana e C. sertularioides

A C. mexicana Sond. ex Kuet é uma das espécies de algas mais comuns no litoral
brasileiro, principalmente na regido nordeste (SZE, 1997), sendo facilmente encontrada no
médio-litoral, faixa de terra sob acdo direta das marés, crescendo sobre rochas ou associadas a
outras algas. Essa espécie apresenta morfologia complexa, apresentando grande variacdo ao
longo do litoral, que leva a problemas graves em sua identificacdo. Devido a isso, segundo
Barata (2008), ha uma grande confusdo na diferenciacdo entre C. taxifolia e C. mexicana,
devendo a maior parte do que se tem identificado no Brasil como C. taxifolia ser corrigida
para C. mexicana. Apesar disso, esse problema pode ser contornado por meio de estudos
filogenéticos e taxondmicos detalhados, bem como por analises moleculares (BARATA,
2008). Sendo assim, é importante conhecer as caracteristicas préprias da C. mexicana, que
incluem: talo verde claro flacido, ramulos em forma de foice, com constric¢do na base e com
constantes sobreposicdes (Figura 7) (COPPEJANS et al., 2004).
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Figura 7 - C. mexicana Sond. ex Kuet.

Fonte: BARATA, 2008.

A C. sertularioides foi inicialmente identificada por Samuel Gottlieb Gmelin, em 1768
nas Indias Orientais, como Fucus sertularioides S.G. Gmel. No entanto, em 1905 foi
transferida para o género Caulerpa e passou a ser denominada como C. sertularioides (S.G.
Gmel.) Howe. Algumas espécies de Caulerpa possuem grande semelhanca morfoldgica entre
si como, por exemplo, a C. sertularioides que pode ser confundida com C. taxifolia, embora,
esta Gltima seja uma espécie altamente invasiva, ou seja, estabelece-se em abundancia
geografica interferindo na capacidade de sobrevivéncia de outras espécies ao seu redor, o0 que
ndo ocorre com a C. sertularioides (ELLIOTT, 2003). No entanto, C. sertularioides possui
folhas eretas, ocasionalmente ramificadas parecidas com uma pena de cor verde (Figura 8, p.
36) (LITTLER, D.; LITTLER, M. 2000). Essa espécie ¢ comumente utilizada na alimentacédo
em algumas localidades nas Filipinas, em saladas, retiradas diretamente do ambiente. Além
disso, esta alga também ¢é utilizada por seus produtos naturais no tratamento da hipertensdo e

tambeém como fontes de vitaminas e sais minerais (TRONO, 1999).
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Figura 8 - C. sertularioides (S.G. Gmel.) Howe
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Fonte: BARATA, 2008.

Essas espécies, C. mexicana e C. sertularioides, foram selecionadas para o presente
estudo tendo em vista a ocorréncia de atividade antinociceptiva e anti-inflamatdria em outras
espécies do mesmo género, tais como C. racemosa (SOUZA et al., 2009a) e C. kempfii
(MATTA et al.,, 2010). Além disso, essas atividades foram identificadas em metabdlitos
secundarios do género Caulerpa como caulerpenina, caulerpina e em uma lectina isolada da
espécie C. cupressoides (CENGIZ et al., 2010; SOUZA et al., 2009b; VANDERLEI et al.,
2010).

Dessa forma, em funcéo do crescente interesse pelo estudo farmacoldgico de produtos
oriundos de macroalgas marinhas, que possam ser utilizados como protétipos de farmacos,
fitofarmaco ou fitoterapico, este trabalho vem contribuir para o conhecimento do potencial

antinociceptivo e anti-inflamatério das macroalgas verdes C. mexicana e C. sertulari
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

= Investigar o potencial antinociceptivo e anti-inflamatorio dos extratos hexanico,
cloroférmico, acetato de etila e metandlico obtidos das espécies de macroalgas C.
mexicana e C. sertularioides e contribuir para o estudo cientifico de macroalgas

bentdnicas oriundas do nordeste brasileiro.

2.2 Objetivos Especificos

= Analisar a atividade antinociceptiva desses extratos nos modelos de contorcdo abdominal

induzida por &cido acético e nocicepc¢do induzida por formalina;
» Investigar uma possivel acdo central desses extratos no modelo de placa quente;

= Auvaliar a atividade anti-inflamatdria no modelo de peritonite induzida por carragenina
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material Botanico

3.1.1 Coleta e Classificacdo Botanica

Os extratos obtidos das macroalgas verdes C. mexicana e C. sertularioides foram
cedidos pela profa. Dra. Barbara Viviana de Oliveira Santos (DCF/CCS-UFPB) e pelo prof.
Dr. Jose Maria Barbosa Filho (DCF/CCS-UFPB), coordenador do projeto: Rede
Interinstitucional de Algas Bentbnicas, Edital: MCT-CNPg/MS-SCTIE-DECIT/CT- Saude —
N° 10/2006).

As macroalgas foram coletadas no litoral da Paraiba (regido da praia do Bessa),
durante marés de sizigia (-0,2 a 2,0 m) no ano de 2009 e identificadas pelo Prof. Dr. George
Emmanuel C. de Miranda do Laboratério de Algas Marinhas - LAM, Departamento de
Sistematica e Ecologia da UFPB, Jodo Pessoa - PB, Brasil. Apds a identificacdo as espécies
de C. mexicana (JPB 13985) e C. sertularioides (JPB 13983) foram depositadas no Herbario
Lauro Pires Xavier da UFPB.

3.1.2 Preparagéo e Obtencédo dos Extratos de C. mexicana e C. sertularioides

Apbs coleta e identificacdo, as macroalgas foram lavadas com &gua destilada e
separadas de outras espécies. Em seguida, foram pesadas e secas a temperatura ambiente (~25
°C). Foi utilizado cerca de 4-5 kg de material fresco, uma vez que essas algas apresentam uma
elevada porcentagem (~ 90%) de agua.

Para a obtencdo dos extratos foi realizada uma extracdo a quente, em aparelho de
Soxhlet, utilizando solventes de polaridade crescente como hexano, cloroférmio, acetato de
etila e metanol (Figura 9, p. 41). Nesse processo, 0 material remanescente de cada extragéo,
denominado de torta, foi extraido pelo solvente seguinte formando as sucessivas solucdes
extrativas, que passaram por um processo de evaporac¢do do solvente em evaporador rotativo,
a pressdo reduzida, com temperatura ndo superior a 50 °C. Estes procedimentos de preparagdo
e obtencdo dos extratos foram realizados no Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, do

Centro de Ciéncias da Saude (UFPB) pelo grupo do prof. José Maria Barbosa Filho.
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Figura 9 - Esquema do processo de obtencéo dos extratos hexanico, cloroférmico, acetato de
etila e metandlico das macroalgas C. mexicana e C. sertularioides em aparelho de Soxhlet.
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Fonte: Autora, 2012.

3.2 Ensaios Farmacologicos

3.2.1 Aprovacio pelo Comité de Etica

Todos os experimentos realizados neste trabalho foram aprovados previamente pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Alagoas, n°: 23065.002260/2011-21
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(ANEXO), e conduzidos de acordo com as normas estabelecidas pela Comissdo de Etica
Internacional para manuseio de animais em modelos de inflamacédo (ZIMMERMAN, 1983).

3.2.2 Animais

Nesse trabalho utilizou-se camundongos da linhagem Swiss de ambos 0s sexos,
pesando entre 25-30 g, com 6 a 8 semanas de idade, cedidos pelo Biotério Central da
Universidade Federal de Alagoas. Apos o periodo de desmame, os animais foram transferidos
para o Biotério do Instituto de Ciéncias Biologicas e da Saude - ICBS, onde foram mantidos
em gaiolas plasticas com livre acesso a dgua e racdo especial para roedores em ambiente com
temperatura e luminosidade controladas, obedecendo a um ciclo de 12 horas claro e 12 horas
escuro. Os animais foram mantidos no laboratério para aclimatacdo durante no minimo 1 dia
antes da realizacdo dos experimentos. Para cada experimento utilizou-se 6 animais por grupo,
0s quais foram deixados em jejum por 8 h antes do inicio dos experimentos com livre acesso a

agua. Logo ap06s os ensaios os animais foram sacrificados por deslocamento cervical.
3.2.3 Reagentes, Solugdes e Farmacos Utilizados

Foram utilizados nos diferentes ensaios os seguintes reagentes e solucdes: Acido
acetico P.A. e Formaldeido P.A. (Vetec); Azul de Tripan, Cloreto de Sodio — NaCl,
Carboximetilcelulose — CMC, Carragenina, Tween 80® (Sigma-Aldrich); Panético rapido
(Laborclin).

Além disso, os seguintes farmacos foram utilizados como padrdo: Dipirona (Sigma-
Aldrich), Indometacina (Merck) e Morfina (Cristalia, BR).

3.2.4 Extratos

Para os ensaios farmacoldgicos, foram utilizados os extratos hexanico (EH),
cloroférmico (EC), acetato de etila (EA) e metandlico (EM) obtidos das espécies C. mexicana
e C. sertularioides 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, que é a dose maxima preconizada por revistas como a Journal of

Ethnopharmacology em estudos de screening farmacoldgico.
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3.3 Avaliagdo da Atividade Antinociceptiva e Anti-Inflamatdria
3.3.1 Ensaio de Contor¢io Abdominal Induzida por Acido Acético

O protocolo experimental utilizado nesse ensaio foi semelhante ao proposto
originalmente por Collier e colaboradores (1968), com pequenas modificagdes. Nesse método,
a nocicepc¢do € induzida por acido acético 0,6%, que atua como um estimulo algico quando
injetado na cavidade peritoneal do camundongo. A resposta do animal ao estimulo €
representada por uma sequéncia de contrac6es da musculatura abdominal juntamente com a
extensdo dos membros inferiores (Figura 10).

Quarenta minutos antes da injecao do acido acético i.p, 0s animais foram tratados com
os extratos de C. mexicana, C. sertularioides ou dipirona (40 mg/kg, i.p.), farmaco padrdo. O
grupo controle recebeu o mesmo veiculo (CMC e Tween 80®) utilizado na suspensdo dos
extratos. Cinco minutos apds a administracdo do agente algico foi registrado o nimero de

contorcBes abdominais produzidas pelo animal durante 20 min.

Figura 10 - Contor¢do abdominal induzida por &cido acético.

-

Estimulo Leitura
Tratamento 4 . doacktico06%ip)
t=0 t=40° t=45 t=65

Fonte: MATTA, 2010.
Nota: Esquema do ensaio contor¢ao abdominal induzida por acido acético.
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3.3.2 Ensaio de Placa Quente

A atividade antinociceptiva central dos extratos de C. mexicana e C. sertularioides foi
avaliada utilizando o modelo da placa quente, descrito por Kuraishi e colaboradores (1983).
Os camundongos foram colocados em uma placa aquecida & 54 + 1,0 °C (Figura 11) 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 num intervalo de 30 minutos (pré-selecao), 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 o 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 o0s extratos, veiculo ou morfina (4,3 mg/kg, via s.c.), que foi utilizada como
farmaco padrdo, e ap6s um intervalo de 30 minutos novas medidas do tempo de laténcia

foram registradas em intervalos de 30 minutos até 2 h apds o tratamento.

Figura 11 - Ensaio de placa quente.

Estimulo (54 + 1 °C)

Pré-selecido Tratamento Poés - tratamento

30° t =30’ t=60" t=90’ t =120’

Fonte: MATTA, 2010.
Nota: Esquema do ensaio de placa quente.
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3.3.3 Ensaio de Nocicepg¢éo Induzida por Formalina

O procedimento utilizado para realizacdo desse ensaio foi similar ao descrito por
Hunskaar e Hole (1987). Esse ensaio é caracterizado por duas fases distintas: uma fase
neurogénica (12 fase) e outra inflamatdria (22 fase). Para isso, os camundongos receberam uma
injecdo subplantar (s.pl.) de 20 pl de formalina - formaldeido diluido em solucéo salina
(2,5%) - na face dorsal da pata traseira, quarenta minutos apds o tratamento com o0s extratos
de C. mexicana ou C. sertularioides, o farmaco padréo indometacina (35,7 mg/kg, v.0.,), ou 0
veiculo (CMC e Tween 80®). Apés a administracdo da formalina os animais foram
imediatamente colocados, individualmente, em um béquer e cronometrou-se 0 tempo que 0
animal permaneceu lambendo, mordendo ou batendo a pata, sendo esse tempo considerado
como indicativo de nocicepcao (Figura 12). Os primeiros 5 minutos cronometrados
representam a fase neurogénica do ensaio e os Ultimos 15 minutos representam a fase

inflamatoria, totalizando 30 minutos.

Figura 12 - Ensaio de nocicepc¢ao induzida por formalina.

Estimulo

Tratamento (20 pL formalina 2,5% s.pl) Leitura
t=0 t=40’ t=40-45 t=55_"70°

Fase neurgénica I Fase inflamatoria

Fonte: MATTA, 2010.
Nota: Esquema do ensaio de nocicep¢do induzida por formalina.
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3.3.4 Ensaio de Peritonite Induzida por Carragenina

Seguindo a metodologia descrita por Ferrandiz e Alcaraz (1991) os camundongos
foram tratados com os extratos de C. mexicana ou C. sertularioides, indometacina (35,7
mg/kg, v.0.) ou veiculo e ap6s 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. Apos 4 h da injecdo de carragenina, os animais foram sacrificados por deslocamento
cervical, e a cavidade peritoneal foi lavada com de 3 mL tampao fosfato salina pH 7,4 (PBS).
Apos a massagem do abdémem, o fluido peritoneal foi coletado (cerca de 2 mL) e a contagem

total das celulas foi realizada (Figura 13).

Figura 13 - Ensaio de peritonite induzida por carragenina.

Estimulo Sacrificio/ coleta  Contagemdas
Tratamento (250 pl carragenina 1%, i.p) do material células
= : =

Fonte: MATTA, 2010
Nota: Esquema do ensaio de peritonite induzida por carragenina.

Para a contagem do namero 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 diluigdo de

1:20. Dessa solucéo, 10 pl foram transferidos para a camara de Neubauer onde foi realizada a
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contagem (2 quadrantes) com auxilio de microscépio 6ptico em objetiva de 40x. O nimero de

células recrutadas foi obtido utilizando o calculo abaixo:

n° total de células

n° de células/mL = x fator de diluigdo x 10.000

n° de quadrantes contados

3.3.5 Andlise Estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da media, conforme
indicado nas legendas das tabelas e figuras e as diferengas estatisticas entre os grupos
experimentais e controle foram verificadas por Analise de Variancia (ANOVA) seguida pelo
teste de Dunnet. Os valores foram considerados significativos quando *p < 0,05, **p < 0,01 e

***pn < 0,001. As analises foram realizadas no tutorial GraphPad Prisma® verséo 5.1.
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4 RESULTADOS

4.1 Efeito Antinociceptivo e Anti-Inflamatério dos Extratos de C. mexicana e C.

sertularioides

4.1.1 Ensaio de Contorcio Abdominal Induzida por Acido Acético

No modelo de nocicepcdo induzida por acido acético (ensaio de contorcdo abdominal),
todos os extratos estudados de C. mexicana e C. sertularioides, administrados na dose de 100
mg/kg, v.0., induziram reducdo no numero de contor¢des abdominais (p < 0,001). O grupo
controle, tratado apenas com o veiculo, apresentou 35,5 + 1,6 contor¢bes abdominais,
enguanto os grupos tratados com os extratos de C. mexicana apresentaram 6,0 £ 1,4 (EH), 8,2
+ 23 (EC), 95+ 14 (EA) e 7,7 £ 0,7 (EM) contor¢bes abdominais, com as respectivas
porcentagens de inibicdo: 83,1%, 77,0%, 73,2% e 78,4%. A dipirona, farmaco padréo
utilizado, reduziu o nimero de contor¢des para 8,0 = 2,3 com porcentagem de inibicdo de
77,5%, quando comparada ao controle. A Tabela 1 mostra as porcentagens de inibicdo e a
média + E.P.M das contor¢Ges abdominais dos camundongos, enquanto a Figura 14 (p. 46)

expde esses valores na forma de grafico.

Tabela 1 - Efeito dos extratos de C. mexicana (100 mg/kg, v.0) em camundongos no ensaio de
contorcao abdominal induzida por &cido acético.

Tratamento NC de contorc¢des (média + E.P.M) % de inibicao
Veiculo 355+16 e
Dipirona 8,0 £2,3*** 77.5%

EH 6,0 £ 1,4 *** 83,1%
EC 8,2+ 23%*** 77,0%
EA 9,5+ 1,4*** 73,2%
EM 7,7+£0,7 *** 78,4%

Fonte: Autora, 2012.
Nota: ***p < 0,001: difere significativamente do controle (veiculo). Analise por ANOVA One Way seguida do
teste de Dunnet.
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Figura 14 - Efeito dos extratos de C. mexicana (100 mg/kg, v.0) no ensaio de contorcéo
abdominal induzida por &cido acético.

C. mexicana
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Fonte: Autora, 2012.

Notas: ***p < 0,001: 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 ndmero de
contorgdes abdominais.

Os grupos tratados com os extratos de C. sertularioides induziram 11,7 £ 2,0 (EH),
11,5+ 0,9 (EC), 13,7 £ 2,8 (EA) e 11,5 + 1,8 (EM) contor¢bes abdominais (p < 0,001), com
inibicdo de 66,5%, 67,0%, 60,7% e 67,0%, respectivamente, quando comparados com o grupo
tratado apenas com o veiculo, que apresentou 34,9 + 1,8 contorcGes. A dipirona induziu 5,8 +
1,7 contorgdes e 83,1% de inibicdo e ndo houve diferenca significativa entre o grupo tratado
com os EH, EC e EM e o tratado com dipirona (Tabela 2 e Figura 15, p. 47).

Tabela 2 - Efeito dos extratos de C. sertularioides (100 mg/kg, v.0) em camundongos no ensaio de
contor¢do abdominal induzida por &cido acético.

Tratamento N° de contorgdes (média + E.P.M) % de inibicao
Veiculo 349+18
Dipirona 5,8+ 1,7*** 83,1%

EH 11,7 £2,0 *** 66,5%
EC 11,5 +0,9 *** 67,0%
EA EVEPI 60,7%
EM 115+ 1,8 *** 67,0%

Fonte: Autora, 2012.
Nota: ***p < 0,001: difere significativamente do controle (veiculo) e *p < 0,05: difere do grupo tratado com
dipirona. Analise por ANOVA One Way seguida do teste de Dunnet.
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Figura 15 - Efeito dos extratos de C. sertularioides (100 mg/kg, v.0) no ensaio de contorcéo
abdominal induzida por &cido acético.
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Fonte: Autora, 2012.

Nota: ***p < 0,001: difere significativamente do controle (veiculo) e *p < 0,05: difere do grupo tratado com
dipirona 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 contor¢des abdominais.

4.1.2 Ensaio de Placa Quente

No ensaio de placa quente (54 + 1 °C) o tratamento com o0s extratos de C. mexicana,
na dose de 100 mg/kg, aumentou o tempo de permanéncia do animal sobre a placa quente,
guando comparado ao controle, com significancia estatistica em diferentes tempos. Todos 0s
extratos induziram aumento no tempo de laténcia ao calor 60 min apds a sua administracéo.
Apo6s 90 min de tratamento, apenas os EH e EM aumentaram esse tempo. Enquanto os EA e
EM foram capazes de aumentar o tempo de permanéncias desses animais na placa quente até
120 min apds o tratamento (Tabela 3, p. 48). Ainda nesse ensaio, a morfina (4,3 mg/kg, s.c.),
utilizada como farmaco padrdo, provocou um aumento (p < 0,001) no tempo de laténcia dos
animais na placa no periodo de 30 a 120 minutos. Por outro lado, nenhum extrato oriundo da

C. sertularioides foi ativo de maneira significativa nesse ensaio (dados ndo mostrados).
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Tabela 3 - Efeito dos extratos de C. mexicana (100 mg/kg, v.0.) e morfina (4,3 mg/kg, s.c.) no
ensaio de placa quente.

Pré-tratamento Pos-tratamento
Tratamento 0 min 30 min 30 min 60 min 90 min 120 min
Veiculo 14+03 22+06 1,8+0,2 32403 28403 26+05

Morfina  69+04 5803 | 12,8+04*** 103+0,8%%* 07 +0,7%%* 07+ 0,0%**

EH 2,7+0,3 28+0,6 46+0,7 5,8 +0,9** 59+ 1,0%* 5,1+0,8
EC 2,71x0,2 3,705 44%10 57 +0,7** 3606 39+£1,0
EA 1,7+04 34+03 3,1+05 5,3 £ 0,9%** 41+05 5,9+ 1,3***
EM 35%£0,5 30+04 45%0,3 5,4 £ 0,6*** 51+£08** 54+04**

Fonte: Autora, 2012.

Nota:**p < 0,01 e ***p < 0,001: 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 tempo em
segundos que o animal permaneceu sobre a placa quente.

4.1.3 Ensaio de Nocicepcao Induzida por Formalina

Na primeira fase desse ensaio, 0 tempo em segundos que o animal passou lambendo a
pata em resposta a injecdo de formalina (s.pl.) foi de 69,4 £ 1,9 s no grupo controle. Apds o
tratamento com os extratos de C. mexicana esse tempo foi reduzido de maneira significativa
para4l,2 £3,9s (EH), 47,1+ 2,7s (EC), 27,2+ 4,3s (EA), e 34,1 £5,5s (EM), com inibicéo
de 40,6%, 32,1%, 60,8% e 50,9%, respectivamente. Além disso, houve diferenca estatistica
entre os grupos tratados com os extratos EA e EM e o tratado com indometacina. A Tabela 4
mostra as médias + E.P.M. dos tempos de lambida dos animais avaliados neste ensaio e a
Figura 16 (p. 49) representa esses valores na forma de gréfico.

Tabela 4 — Efeito dos extratos de C. mexicana na (100 mg/kg, v.0) fase neurogénica do ensaio de
nocicepc¢ao induzida por formalina.

Tratamento Tempo de lambida (média + E.P.M) % de inibicéo
Veiculo 694+19
Indometacina 51,0 + 6,6* 26,5%
EH 41,2 + 3,9*** 40,6%
EC 47,1 £2,7** 32,1%
EA 27,2 + 4,3*** ## 60,8%
EM 34,1 £ 55%%* " 50,9%

Fonte: Autora, 2012.
Nota: *p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001: difere significativamente do controle (veiculo) e “p < 0,05 e * p <
0,001: difere do grupo tratado com indometacina. Analise por ANOVA One Way seguida do teste de Dunnet.
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Figura 16 - Efeito dos extratos de C. mexicana (100 mg/kg, v.0.) e indometacina (35,7 mg/kg, v.0.)
na fase neurogénica do ensaio de nocicepcao induzida por formalina.

C. mexicana - Fase Neurogénica
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Fonte: Autora, 2012.

Nota: *p < 0,05,**p < 0,01, ***p < 0,001: difere significativamente do controle (veiculo) e *p < 0,05 e **p <
0,001: difere do grupo tratado com indometacina quando 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.

Ainda na primeira fase desse ensaio, com relagdo aos extratos de C. sertularioides
avaliados, apenas o0 EC e 0 EA reduziram o tempo de lambida da pata (43,6 + 5,7 se 41,3 +
4,3 s, respectivamente) com significancia estatistica quando comparados ao grupo controle
(69,4 £ 1,9 s). A Tabela 5 mostra a média = E.P.M do tempo de lambida de cada grupo
avaliado e suas respectivas porcentagens de inibi¢do. J& a Figura 17 (p. 50) mostra um grafico

representando esses valores.

Tabela 5 - Efeito dos extratos de C. sertularioides (100 mg/kg, v.0) na fase neurogénica do ensaio
de nocicepgéo induzida por formalina.

Tratamento Tempo de lambida (média + E.P.M) % de inibig&o
Veiculo 694+19 e
Indometacina 51,7 +4,3* 25,5%
EH 53,2+45 23,4%
EC 43,6 £ 5,7*%** 37,2%
EA 41,3 + 4,3*** 40,5%
EM 529+6,5 23,8%

Fonte: Autora, 2012.
Nota: *p < 0,05 e ***p < 0,001: difere significativamente do controle (veiculo). Analise por ANOVA One Way
seguida do teste de Dunnet.



50

Figura 17 - Efeito dos extratos de C. sertularioides (100 mg/kg, v.0.) e indometacina (35,7 mg/kg,
v.0.) na fase neurogénica do ensaio de nocicep¢ao induzida por formalina.
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Fonte: Autora, 2012.

Nota: *p < 0,05 e ***p < 0,001: difere significativamente do controle (veiculo) quando 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.

Na segunda fase do ensaio de nocicepcdo induzida por formalina no grupo tratado
apenas com o veiculo, 0s animais passaram 232,6 + 25,4 s lambendo a pata em resposta ao
estimulo nocivo, enquanto o tratamento com os extratos de C. mexicana reduziu esse tempo,
de maneira significante, para 126,1 + 12,1 s (EH), 144,4 £+ 53 s (EC), 57,5+ 11,8 s (EA) e
97,2 + 10,8 s (EM), com inibicdo de 45,8%, 37,9%, 75,3% e 58,2%, respectivamente,
enquanto o grupo controle (veiculo) passou 232,6 + 25,4 s lambendo a pata inflamada e o
grupo tratado com indometacina 109,5 + 14,2 s com inibicdo de 52,9% (Tabela 6 e Figura 18,
p. 51).

Tabela 6 - Efeito dos extratos de C. mexicana (100 mg/kg, v.0) na fase inflamatéria do ensaio de
nocicepcao induzida por formalina.

Tratamento Tempo de lambida (média £ E.P.M) % de inibi¢do
Veiculo 2326+254 e
Indometacina 109,5 + 14,2%** 52,9%
EH 126,1 £ 12,1** 45,8%
EC 144,4 £ 5,3** 37,9%
EA 57,5+ 11,8*** 75,3%
EM 97,2 + 10,8*** 58,2%

Fonte: Autora, 2012.
Nota: **p < 0,01 e ***p < 0,001: difere significativamente do controle (veiculo). Analise por ANOVA One
Way seguida do teste de Dunnet.
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Figura 18 - Efeito antinociceptivo dos extratos de C. mexicana (100 mg/kg, v.0.) e indometacina
(35,7 mg/kg, v.0.) na fase inflamatéria do ensaio de nocicep¢ao induzida por formalina.
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Fonte: Autora, 2012.

Nota: **p < 0,01 e ***p < 0,001: difere significativamente do controle (veiculo) quando 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.

Com relagéo aos extratos de C. sertularioides, avaliados na segunda fase do ensaio de
formalina, o EC ndo foi ativo, enquanto o EH, EA e EM reduziram o tempo que 0s animais
passaram lambendo a pata estimulada (p < 0,001). Enquanto o grupo tratado com o veiculo
passou 232,6 + 25,4 s lambendo a pata, 0s grupos tratados passaram: 122,1 + 8,9 s (EH); 83,8
+19,1s (EA) e 102,7 £ 18,0 s (EM) com inibicéo de 47,5%, 64,0%, 55,8%, respectivamente.
O farmaco padrdo indometacina reduziu esse tempo para 109,5 + 14,2 s, inibindo 52,9% da
resposta quando comparada ao grupo controle. A Tabela 7 e a Figura 19 (p. 52) representam

esses valores.

Tabela 7 - Efeito dos extratos de C. sertularioides (100 mg/kg, v.0) na fase inflamatdria do ensaio
de nocicepg¢do induzida por formalina.

Tratamento Tempo de lambida (média + E.P.M) % de inibicao
Veiculo 2326+254 e
Indometacina 109,5 + 14,2%** 52,9%
EH 122,1 + 8,9** 47,5%
EC 223,6 £ 35,5 3.9%
EA 83,8 £ 19,1*** 64,0%
EM 102,7 + 18,0*** 55,8%

Fonte: Autora, 2012.
Nota: **p < 0,01 e ***p < 0,001: difere significativamente do controle (veiculo). Andlise por ANOVA One
Way seguida do teste de Dunnet.
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Figura 19 - Efeito antinociceptivo dos extratos de C. sertularioides (100 mg/kg, v.0.) e
indometacina (35,7 mg/kg, v.0.) na fase inflamatéria do ensaio de nocicep¢do induzida por
formalina.
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Fonte: Autora, 2012.

Nota: **p < 0,01 e ***p < 0,001: difere significativamente do controle (veiculo) quando 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.

4.1.4 Ensaio de Peritonite Induzida por Carragenina

No ensaio de peritonite todos os extratos de C. mexicana reduziram a migracao celular
induzida por carragenina (p < 0,001). O grupo estimulado apenas com o agente flogistico
apresentou migracéo leucocitaria para a cavidade peritoneal de 17,4 + 0,6 x 10%/mL, enquanto
0s grupos tratados com o0s extratos reduziram esse nimero para: 12,1 + 0,5 x 10%/mL (EH),
10,6 + 0,1 x 10%mL (EC), 13,3 + 0,9 x 10°mL (EA), 10,7 + 0,4 x 10%/mL (EM) com inibic&o
de 30,5%, 39,1%, 23,6% e 38,5%, respectivamente. Nesse ensaio, a indometacina inibiu
65,5% da migracdo leucocitéaria para a cavidade peritoneal. A Tabela 8 e a Figura 20 (p. 53)

mostram esses valores.
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Tabela 8 - Efeito dos extratos de C. mexicana (100 mg/kg, v.0) no namero de leucdcitos
recrutados em camundongos no ensaio de peritonite induzida por carragenina.

Tratamento  N°de leucécitos x 10°/mL (média+ E.P.M) % de inibic&o

Veiculo 3605 e
Carragenina 174+06 e
Indometacina 6,0 £ 0,4*** 65,5%

EH 12,1 £ 0,5*** 30,5%
EC 10,6 £ 0,1*** 39,1%
EA 13,3 + 0,9%** 23,6%
EM 10,7 £ 0,4*** 38,5%

Fonte: Autora, 2012.
Nota: ***p < 0,001: difere significativamente do controle (veiculo). Andalise por ANOVA One Way seguida do
teste de Dunnet.

Figura 20 - Efeito dos extratos de C. mexicana (100 mg/kg, v.0.) e da indometacina (35,7 mg/kg,
v.0.) no ensaio de peritonite induzida por carragenina em camundongos.
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Nota: ***p < 0,001: 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
namero de leucécitos (x 10%/mL).

Ainda nesse ensaio, 0s extratos de C. sertularioides avaliados reduziram o nimero de
leucdcitos que migraram para a cavidade peritoneal de forma estatisticamente significativa.
No grupo tratado apenas com carragenina o nimero de células que migraram foi de 17,4 + 0,6
x 10° células/mL, ja nos grupos tratados esse niimero foi reduzido para 6,6 + 0,8 x 10°/mL
(EH), 11,0 + 0,7 x 10°mL (EC), 4,9 + 0,4 x 10°/mL (EA) e 8,8 + 1,7 x 10°mL (EM) com
inibicdo de 62,1%, 36,8%, 71,8% e 49,4% respectivamente, quando comparados ao grupo que

recebeu apenas a carragenina. A indometacina induziu migracéo de 6,0 £ 0,4 x 10° células/mL
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com inibicdo de 65,5% e houve diferenca significante entre esse grupo e o tratado com o EA
(Tabela 9 e Figura 21).

Tabela 9 - Efeito dos extratos de C. sertularioides (100 mg/kg, v.0) no nimero de leucécitos
recrutados em camundongos no ensaio de peritonite induzida por carragenina.

Tratamento N° de leucdcitos x 10°/mL (média + E.P.M) % de inibicéo
Veiculo 3605
Carragenina 174+06 e
Indometacina 6,0 £ 0,4*** 65,5%
EH 6,6 £ 0,8*** 62,1%
EC 11,0 £ 0,7*** 36,8%
EA 4,9 + 0,4%** " 71,8%
EM 8,8+ 1,7*** 49,4%

Fonte: Autora, 2012.
Nota: ***p < 0,001: difere significativamente do controle (veiculo) e **p < 0,001: difere do grupo tratado com
indometacina. Analise por ANOVA One Way seguida do teste de Dunnet.

Figura 21 — Efeito dos extratos de C. sertularioides (100 mg/kg, v.0.) e da indometacina (35,7
mg/kg, v.0.) no ensaio de peritonite induzida por carragenina em camundongos.
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Fonte: Autora, 2012.

Nota: ***p < 0,001: difere significativamente do controle (veiculo) e “*p < 0,001: difere do grupo tratado com
indometacina 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 leucdcitos (x 10%/mL).



55

5 DISCUSSAO

51 Avaliacdo da Atividade Antinociceptiva e Anti-Inflamatoria dos Extratos de C.
mexicana e C. sertularioides

Diversos modelos de nocicepcéo e inflamacdo em animais de laboratorios podem ser
utilizados para avaliar a atividade analgésica e anti-inflamatoria de extratos e compostos
obtidos de produtos naturais (BASBAUM; JULIUS, 2006). Embora mensurar o nivel de dor
em animais ndo seja facil, quando submetidos a um estimulo nociceptivo, os animais sdo
capazes de exibir respostas comportamentais, motoras e fisiologicas semelhantes as
observadas em humanos. Essas respostas sdo estudadas e comparadas na presenca de
farmacos reconhecidamente analgésicos que interferem no processo fisioldgico da dor, o que
permite inferir que um animal esta experimentando uma resposta algica (LAPA et al., 2003;
PERAZA et al., 2007).

Segundo Le Bars, Gozarium, e Cadden (2001) os testes denominados algesimétricos
apresentam uma série de limitacbes mostrando uma variabilidade de respostas oferecidas
pelos animais ao experimentador, que podem ser decorrentes da influéncia ambiental, do
estresse devido a manipulacdo e/ou a alteraces da temperatura local e da idade dos animais,
dentre outros fatores. Para evitar tais variacbes 0s grupos de animais foram selecionados
dentro de uma mesma faixa etaria e nas mesmas condi¢cdes ambientais. E importante destacar
gue os modelos de nocicepcdo e inflamacdo devem apresentar caracteristicas proprias que
devem ser consideradas tais como reprodutibilidade, simplicidade, validade dos resultados
obtidos e principalmente, sua correlagcdo com estudos clinicos (PIETROVSKI, 2004).

Embora nos ultimos anos o interesse para 0 uso clinico de novas substancias com
atividade anti-inflamatoria e analgésica tenha aumentado significativamente, poucos estudos
cientificos sobre as atividades antinociceptiva e anti-inflamatéria em derivados de macroalgas
marinhas foram descritos. No entanto, a evidenciacdo cientifica destes efeitos em uma espécie
do género Caulerpa e em um de seus metabdlitos determinou a escolha das espécies C.
mexicana e C. sertularioides para o presente estudo (SOUZA et al., 2009a, 2009b).

Assim, o efeito antinociceptivo dos EH, EC, EA e EM obtidos dessas espécies de C.
mexicana e C. sertularioides foi investigado utilizando modelos classicos de nocicepgéo,
induzidos por estimulos quimicos como o de contor¢bes abdominais induzidas por &cido
acético (COLLIER et al, 1968) e nocicepcao induzida por formalina (HUNSKAAR; HOLE,

1987), bem como por estimulo térmico como o teste da placa quente (KURAISHI et al.,
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1983). Além disso, foi utilizado o ensaio de peritonite induzida por carragenina
(FERRANDIZ; ALCARAZ, 1991), que é um modelo de migracdo celular, para investigar

também a atividade anti-inflamatoria desses extratos.

5.1.1 Ensaio de Contor¢do Abdominal Induzida por Acido Acético

O ensaio de contor¢bes abdominais induzidas pelo acido acético é descrito como um
tipico modelo de nocicepcdo simples, pouco especifico, mas com boa sensibilidade,
permitindo avaliar a atividade de varias substancias que atuam tanto a nivel central como
periférico, sendo uma ferramenta de screening farmacoldgico para deteccdo e avaliacdo de
novos agentes com atividade antinociceptiva e anti-inflamatéria (IKEDA et al., 2001;
PARVEEN et al., 2007). Além disso, os resultados obtidos com diversas classes de
substancias analgésicas neste modelo mostram uma boa correlagdo com a acdo analgésica
encontrada em outros modelos pré-clinicos, bem como em estudos clinicos (LE BARS;
GOZARIUM; CADDEN, 2001).

Nesse modelo, a administracdo de um agente irritante para a membrana serosa, Como o
acido acético, quando injetado por via intraperitoneal induz nocicepgdo caracteristica e um
movimento estereotipico caracterizado por contracfes abdominais, reducdo e incoordenacdo
da atividade motora. Estes movimentos sdo considerados reflexos e evidenciam a dor
inflamatdria visceral (LE BARS; GOZARIUM; CADDEN, 2001). Isso ocorre porque 0 acido
acetico atua de forma indireta causando a liberacdo de mediadores enddgenos que estimulam
neurbnios nociceptivos sensiveis tantos a anti-inflamatérios como a analgésicos opioides
(FISCHER et al., 2008). A sensibilizagdo de nociceptores ocorre por liberagdo e/ou producéo
de mediadores como histamina, serotonina, bradicinina, citocinas, NO e, principalmente,
prostaglandinas. Nesse modelo ha também inducdo da liberacdo de TNF-a, IL-1p e IL-8, por
macrofagos e basofilos residentes na cavidade peritoneal. Outro componente importante da
dor produzida nesse modelo sdo as quimiocinas, que medeiam a participagdo do sistema
simpatico na algesia (VERRI et al., 2006).

Além de ser influenciada por esses mediadores inflamatorios, a nocicepgdo promovida
pelo &cido acético também pode ser mediada pela dissociacdo dos protons presentes nesse
agente, que estimulam os canais TRPV1 e ASICs localizados nos neurdnios aferentes
primarios (COUTAUX et al., 2005; JULIUS; BASBAUM, 2001).

Entretanto, as PGs sdo os principais mediadores inflamatorios causadores da algesia,

por tornar as fibras aferentes nociceptivas potencialmente sensivel aos diversos mediadores,
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resultando em contor¢es abdominais nos animais (SANTOS; VEDANA; FREITAS, 1998).
Dessa forma esse modelo esta associado a liberacdo de prostanoides de maneia geral, ao
aumento dos niveis de PGE; e PGF,, nos fluidos peritoneais, assim como, produtos da via das
lipoxigenases (PARVEEN et al., 2007), podendo relacionar a atividade nesse modelo a uma
maior inibi¢cdo da COX periférica, como demonstrado por diversos autores (BALLOU et al.,
2000, ZAKARIA et al., 2006, 2007).

Nesse sentido, a dor abdominal induzia por acido acético pode ser prevenida por
diversos agentes terapéuticos cuja acdo € inibir a liberacdo de medidores do processo
doloroso, como € o caso dos AINEs, que exercem seus efeitos analgésicos e anti-
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 blogueadores neuromusculares e sedativos também podem atuar
nesse modelo, o que poderia resultar em uma interpretacdo equivocada dos resultados
(MIRANDA et al., 2008).

Os resultados obtidos nesse ensaio mostram que os EH, EC, EA e EM tanto de C.
mexicana como de C. sertularioides (100 mg/kg, v.0.), apresentam atividade antinociceptiva
no ensaio de contor¢do abdominal induzida por &cido acético em camundongos, com efeito
semelhante ao do farmaco padrdo dipirona na dose de 40 mg/kg (Figura 14, p. 46 e Figura 15,
p. 47). Além disso, o tratamento por via oral e seu consequente efeito indicam que 0s
componentes ativos presentes nesses extratos sao bem absorvidos pelo trato gastrointestinal.

Esses resultados podem ser comparados com o0s encontrados por Vanderlei e
colaboradores (2010) que identificaram atividade antinociceptiva e anti-inflamatoria em uma
lectina isolada da C. cupressoides, a qual inibiu as contor¢bes abdominais de forma
significativa e 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 metanolico 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. kempfii, da qual os extratos hexanico, acetato de etila e
metanolico inibiram 76,7%, 83,9% e 90,8% da resposta nociceptiva no ensaio de contor¢ao
abdominal (MATTA et al., 2010).

Isso indica a presenca de componentes, tais como metabolitos secundarios, com

atividade antinociceptiva ou também anti-inflamatoria em macroalgas do género Caulerpa,
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dada a atividade de outras espécies nesse ensaio. Além disso, sugere-se que o provavel efeito
antinociceptivo causado pelo tratamento com os extratos de C. mexicana e C. sertularioides
pode ser decorrente da inibicdo direta da liberacdo de mediadores induzidos pelo acido
acetico; pela inibicdo da migracdo de células que exacerbariam o processo doloroso; por
inibicdo direta de COX; ou mesmo modulando centralmente a transmissdo nociceptiva por
inibicdo dos canais TRPV1 e ASIC.

5.1.2 Ensaio de Placa Quente

Em estudos de screening farmacoldgico de compostos com propriedades analgésicas,
¢ comum investigar o envolvimento do sistema opioide. Um dos principais motivos para essa
busca é o objetivo de se chegar a um farmaco com propriedades terapéuticas semelhantes as
da morfina, mas desprovido de efeitos adversos indesejaveis que limitam seu uso na
terapéutica, principalmente no que diz respeito a tolerancia e a dependéncia (GRIS et al.,
2010; WILLIAMS et al., 2004).

Para avaliar o perfil antinociceptivo central dos extratos de C. mexicana e C.
sertularioides foi utilizado o modelo de placa quente. Nesse ensaio, apenas os EH, EC, EA e
EM de C. mexicana foram ativos por via oral em diferentes tempos (Tabela 3, p. 48). De
maneira que o EM foi o Unico que aumentou a laténcia do animal na placa até 120 min, da
mesma forma que a morfina, enquanto o EH perdeu seu efeito 90 min apds o tratamento. O
fato do EA ter apresentado seus efeitos em tempos alternados sugere que interferentes da
prépria constituicdo desse extrato poderdo estar ocultando um melhor desempenho do mesmo.

Ainda nesse ensaio, o farmaco padrdo morfina, que é um analgésico opioide, causou
um aumento significativo no tempo de laténcia do animal na placa em todos os intervalos de
tempo avaliados ap6s sua administracdo. Embora os extratos de C. mexicana sO tenham
iniciado seus efeitos 60 min ap6s o tratamento, vale lembrar que se trata de vias de
administracdo distintas. Sendo assim, é de se esperar que a morfina, administrada por via
subcuténea, inicie seus efeitos antes de substancias administradas por via oral.

Utilizando esse mesmo modelo de nocicepcao téermica, Souza e colaboradores (2009a)
avaliaram a atividade dos extratos de C. racemosa, dos quais 0s extratos cloroformico e
acetato de etila foram ativos. Além disso, o metabdlito secundario caulerpina também foi
ativo nesse ensaio, aumentando o tempo de laténcia dos animais na placa 60, 90 e 120 min

apos o tratamento (SOUZA et al., 2009b). Comparando esses resultados, sugere-se que a
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caulerpina pode ser um dos constituintes responsaveis pelo efeito central dos extratos de C.
mexicana nesse ensaio.

No ensaio de placa quente, o estimulo térmico induz dois tipos de comportamento no
camundongo: retirada ou lambida da pata. Ambos sdo resultantes da ativacdo direta dos
nociceptores pelo calor, que irdo conduzir o estimulo doloroso ao corno dorsal da medula
espinal e posteriormente aos centros corticais (LE BARS; GOZARIUM; CADDEN, 2001). O
calor é capaz ativar receptores vaniloides, especificamente os receptores TRPV-1 (limiar de
ativacdo em torno de 43 °C) e TRPV-2 (limiar de ativacdo em torno de 52 °C) (JULIUS;
BASBAUM, 2001). Esses receptores sdo canais idnicos que, quando ativados, promovem 0
influxo de Ca”*, despolarizando a fibra nervosa e ativando a abertura de canais de Na*
dependentes de voltagem, que disparam os potenciais de acdo (ZIEGLGANSBERGER,;
BERTHELE; TOLLE, 2005). Farmacos analgésicos opioides e anestésicos gerais aumentam o
tempo de permanéncia dos animais na placa quente, resultado que € avaliado como
antinocicepcéo central (LE BARS; GOZARIUM; CADDEN, 2001).

A antinocicepcéo central pode ser resultante ndo apenas da inibicdo das vias opioides,
mas também da inibicdo da COX-3, uma isoforma de COX encontrada no cérebro que
compartilha  caracteristicas  estruturais e cataliticas com a COX-1 e 2
(CHANDRASEKHARAN; DAI; ROOS, 2002). Estudos mostram que o paracetamol e a
dipirona, farmacos analgésicos, causam antinocicep¢do por inibirem preferencialmente COX-
3, diminuindo, assim, a sintese de PGE, (BOTTING; AYOUB, 2005; SCHWAB et al., 2003).
Confirmando essa hipotese, Bisson (1991) demonstrou a eficicia do paracetamol (105 e 315
mg/kg) no ensaio de placa quente, que aumentou o tempo de laténcia dos animais na placa de
maneira dependente de dose.

Diante do exposto, os resultados obtidos nesse experimento sugerem que 0s extratos
de C. mexicana, aqui estudados, provavelmente apresentam atividade analgésica central,
podendo estar atuando pela via opioide e/ou inibindo potenciais de acdo gerados a partir da
abertura de receptores vaniloides. E possivel sugerir, também, que a possivel atividade
analgeésica central desses extratos pode ocorrer por um inibicdo de COX-3, ja que estudos
recentes realizados em nosso laboratério indicam que o alcaléide bisindélico caleurpina,
metabolito secundario de espécies de Caulerpa, possui atividade inibidora de COX (dados

ndo publicados).
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5.1.3 Ensaio de Nocicepcao Induzida por Formalina

Com o objetivo de confirmar e melhor compreender a atividade antinociceptiva desses
extratos foi realizado o ensaio de nocicepcdo induzida por formalina, que permite avaliar a
nocicepcao de origem neurogénica e de origem inflamatéria. O ensaio de nocicepcao induzida
por formalina € um modelo quimico de nocicep¢do que fornece uma resposta mais especifica
quando comparado ao modelo de contorcdo abdominal induzida por &cido 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 apos injuria de um
tecido (TJOLSEN et al., 1992). A formalina administrada pela via s.pl. produz dor intensa,
revelada por respostas motoras bem caracterizadas (vigorosas lambidas, mordidas e batidas na
pata), cuja quantificacdo permite que se avalie a intensidade da resposta nociceptiva
(DUBUISSON; DENNIS, 1997; TIGLSEN et al. 1992).

A principal caracteristica desse teste é o fato de que o animal apresenta duas fases
diferentes de nocicepcéo frente ao mesmo estimulo, o que permite avaliar dois tipos distintos
de dor, central e periférica (TJJLSEN et al., 1992). As duas fases do teste sdo chamadas
respectivamente de fase neurogénica e de fase inflamatdria. A nocicepgdo neurogénica (fase
inicial) inicia-se imediatamente apds a injecdo de formalina, dura cerca de 5 min e,
provavelmente, resulta do efeito irritante direto sobre os nociceptores ativando as fibras
aferentes primarias (C ¢ AJ), acarretando na liberacdo de neuropeptideos como SP e CGRP
em terminais centrais e mediadores periféricos como a bradicinina em terminacdes periféricas
(GONCALVES et al. 2008, MURNO, 2009). Além disso, foi demonstrado por McNamara e
colaboradores (2007), o envolvimento dos TRPV1 na resposta nociceptiva a formalina.

Na medula, a mediacdo ocorre principalmente através da liberacdo de SP e
aminoacidos excitatorios, como glutamato, que produzem respostas denominadas em
conjunto de dor neurogénica (MAMET; LAZDUNSKI; VOILLEY, 2003). Ap6s a primeira
fase, ha um periodo de 5 a 10 min no qual os animais apresentam um reduzido
comportamento sugestivo de nocicepcdo, devido a ativacdo da via inibitdria descendente
(SWEITZER et al., 2004).

Nesse ensaio, todos os extratos de C. mexicana foram ativos na fase neurogénica,
destacando-se 0s EA e EM, que apresentaram inibicdo superior a 50%, quando comparados ao
controle. Por outro lado, apenas os EC e EA de C. sertularioides foram ativos nessa fase com
significancia estatistica (Figuras 16, p. 49 e 17, p. 50). Esses valores podem ser comparados

com os encontrados por Vanderlei e colaboradores (2010) ao testar a atividade de uma lectina
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obtida de C. cupressoides (27 mg/kg, v.0.), que inibiu 45% da resposta do animal nesse
mesmo ensaio. Podemos também comparar esses dados com 0s obtidos por nosso grupo ao
avaliar o extrato metandlico e as fases n-butandlica e cloroférmica da C. racemosa, com
inibicdo de 51,8%, 35,1% e 32,7%, respectivamente (SOUZA et al., 2009a). Esses resultados
somados aos obtidos anteriormente indicam que mecanismos centrais podem estar envolvidos
na atividade antinociceptiva dos extratos de C. mexicana.

Farmacos que atuam primariamente como analgésicos de acao central, como opioides
e agonistas das vias descendentes, inibem a dor em ambas as fases do ensaio de nocicepgéo
induzida por formalina (SULAIMAN et al., 2008). Em 1997, Simonine colaboradores
demonstraram que animais “knock-out” para o receptor opioide k ndo sdo capazes de alterar a
nocicep¢do induzida por formalina na primeira fase desse teste. Assim, a atividade
apresentada pelos EH, EC, EA e EM da C. mexicana na fase neurogénica desse ensaio,
somada ao efeito dos mesmos no teste de placa quente, indica que pode estar ocorrendo
antagonismo de receptores opioides de TRPV-1 localizados nas fibras aferentes. Sugere-se
também uma acdo direta sobre as fibras aferentes nociceptivas, que venha a reduzir o limiar
de estimulacao dos neurdnios do corno dorsal (CUI et al., 2006; SMIDERLE et al., 2008).

A segunda fase da resposta nociceptiva do ensaio de formalina é iniciada
aproximadamente 10 min apds a injecdo de formalina e dura cerca de 15 min. Nessa fase
tardia, mediadores inflamatorios sdo formados nos tecidos periféricos, tais como citocinas,
bradicinina, prostaglandinas, substancia P, NO, serotonina e histamina, induzindo mudancas
funcionais nos neurénios do corno dorsal que, ao longo do tempo, promovem sensibilizacdo
da transmissdo em nivel espinal. Isso indica que o processo de inflamacgdo periférica esta
envolvido na segunda fase do ensaio de formalina (OLIVEIRA; SOUZA; ALMEIRA, 2008).

Nessa fase do teste todos os extratos de C. mexicana foram ativos com diferentes
perfis de inibicdo (Figura 18, p. 51). Esses resultados mostram que tais extratos contém
diferentes substancias que parecem estar atuando sobre o0 processo nociceptivo sob
mecanismos distintos, podendo estar agindo além da via central por mecanismos periféricos.
Com relacdo aos extratos de C. sertularioides, todos, com exce¢do do EC, foram ativos com
efeito semelhante ao do farmaco padrdo nesse ensaio (Figura 19, p. 52). Vale destacar ainda
que o EA de ambas as espécies induziu elevada inibicdo da resposta antinociceptiva em
ambas as fases, se destacando mais que a indometacina na fase inflamatdria, na qual AINEs
apresentam uma boa resposta. Essa maior inibigdo da fase inflamatoria pelo EA é comparavel
com os dados obtidos por Souza e colaboradores (2009a), que testaram diferentes extratos de

C. racemosa e também encontraram atividade significativa para o extrato acetato de etila, com
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inibicdo de 75,4%. Esses resultados indicam que o EA obtido de diferentes espécies de
Caulerpa pode conter uma ou mais substancias com atividade antinociceptiva associada a
inflamacéo.

Dessa forma, é possivel sugerir que o efeito dos extratos de C. mexicana e C.
sertularioides na fase inflamatoria do ensaio de nocicepcéao induzida por formalina pode estar
relacionado a inibicdo de COX e/ou da producgdo de serotonina, de citocinas inflamatdrias ou
outros mediadores inflamatérios (CALIXTO et al., 2000; CHICHORRO; LORENZETTI;
ZAMPRONIO, 2004).

5.1.4 Ensaio de Peritonite Induzida por Carragenina

Uma vez que os extratos de C. mexicana e C. sertularioides apresentaram atividade
significativa na fase inflamatéria do modelo de nocicepc¢do induzida por formalina foi
investigada também a atividade anti-inflamatoria dos mesmos utilizando o ensaio de
peritonite induzida por carragenina. Esse, € um modelo experimental de inflamacéo aguda,
bem caracterizado, empregado largamente para testar novas terapias anti-inflamatérias por
permitir a quantificar a migracdo celular e sua correlagio com diferentes mediadores
inflamat6rios (MONTANHER ET al., 2007).

A carragenina € uma mistura de polissacarideos extraida de algas marinhas do género
Rhodophyceae que quando aplicada na cavidade peritoneal induz uma resposta inflamatéria
caracterizada por intensa exsudacdo plasmatica e migracdo de células, particularmente de
neutréfilos. Essa migracdo é decorrente da grande estimulacdo da liberacdo de mediadores
inflamatérios como as prostaglandinas, principalmente, histamina, bradicinina,
neuropeptideos e NO (DI ROSA, 1972; PAULINO ET al., 2008).

A utilizacdo do fluido peritoneal de camundongos se deve ao fato desse material ser
excelente para o estudo de leucdcitos extravasculares. Um dos motivos, é que o niumero de
células livres do fluido peritoneal é praticamente constante em camundongos nédo estimulados,
embora mudancas rapidas e dramaticas na populacdo celular possam ocorrer em motivo da
manipulagdo experimental, o sistema se reequilibra e a populacgdo celular tende a retornar as
medidas normais, assim, o fluido peritoneal do camundongo parece estar sob controle de
mecanismos homeostaticos. Além disso, o fluido peritoneal do camundongo ndo estimulado
contém poucos neutrdéfilos, fato que facilita detectar e medir o influxo de qualquer nimero de
células (MARTINS, 1989).
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J& estd bem fundamentado que a inflamacdo induzida por carragenina pode ser
bloqueada por um pré-tratamento com AINEs, que s&o inibidores da COX e
consequentemente reduzem a biossintese de prostaglandinas (FARSAM ET al., 2000). Nesse
ensaio, os tratamentos com os EH, EC, EA e EM de C. mexicana e C. sertularioides
reduziram de maneira significante a migracdo leucocitaria 4 h ap6s a administracdo de
carragenina (Figura 20, p. 53 e Figura 21, p. 54). Vale destacar ainda que o EA de C.
sertularioides apresentou inibicdo superior a do farmaco padrao indometacina.

Esses resultados corroboram com os anteriores obtidos na fase inflamatdria do ensaio
de formalina, indicando que componentes presentes nos extratos de C. mexicana C.
sertularioides parecem possuir atividade anti-inflamatéria. Complementando esses resultados,
em um trabalho realizado por Bitencourt e colaboradores (2011), os extratos metanolico e
aquoso de C. mexicana foram incapazes de estimular a producdo de citocinas pro-
inflamatorias como IL-6, IL-12 e TNF-a in vitro e inibiram a formac&o de citocinas induzidas
por LPS in vivo, apresentando atividade anti-inflamatoria em diferentes modelos de
inflamacdo. Isso indica que a inibi¢do da migracdo leucocitaria pelos extratos de C. mexicana
encontrada no presente estudo pode ocorrer por inibicao de citocinas inflamatdrias.

Além disso, a inibi¢do da migracdo leucocitaria também pode ser atribuida a presenca
de caulerpina, que inibiu o recrutamento leucocitario induzido por carragenina com 48% de
inibicdo (SOUZA et al., 2009b) e pode estar atuando reduzindo a formacéo de prostaglandinas
via inibicdo de COX (dados ndo publicados). Por outro lado, foi também descrita a atividade
inibidora de PLA; no género Caulerpa (OKUDA et al., 1999), o que pode ser responsavel por
inibir toda a cascata de producdo de PGs e outros mediadores inflamatérios.

Outro metabdlito que pode estar atuando nesse processo é a caulerpenina, um
sesquiterpeno encontrado em espécies de Caulerpa, ja isolado de C. sertularioides e C.
mexicana (MEYER; PAUL, 1992; PAUL; FENICAL, 1985), que apresentou atividade
inibidora de LOX em um trabalho realizado por Cengiz e colaboradores (2010). A inibicéo
dessa enzima impede, pelo menos em parte, a migracdo leucocitaria, ja que a LOX catalisa a
conversdo de acido araquiddnico em LTB,4, que é um potente quimiotatico para leucdcitos,
levando & aderéncia dessas células as paredes dos vasos, degranulacdo e liberacdo de
superdxido (O,¢)) (WERZ; STEINHILBER, 2006). Dessa forma, € possivel atribuir parte do
efeito na migracao leucocitaria desses extratos a presenca de caulerpenina.

Com base nesses dados e nos resultados encontrados neste estudo, as espécies C.
mexicana e C. sertularioides, parecem possuir atividade anti-inflamatéria, embora ndo se

conheca exatamente seus mecanismos. No entanto, eles podem estar agindo via inibi¢ao direta
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de COX; inibindo a producdo de PGs e outros mediadores inflamatdrios via inibi¢do de PLA,;
inibindo a migracéo leucocitaria via inibi¢cdo de LOX e/ou inibindo diretamente a formacéo de
citocinas inflamatdrias.

Além disso, sabe-se que espécies reativas de oxigénio (ROS) incluindo moléculas tais
como perdxido de hidrogénio, superoxido, radicais hidroxila e NO tém sido implicados na
lesdo tecidual e no desenvolvimento da resposta inflamatoria e dolorosa. Alguns estudos tém
demonstrado propriedades antioxidantes em algas verdes, sendo as do género Caulerpa, como
a C. sertularioides, as que apresentam altos niveis de inibicdo de ROS (SANTOSO et al.,
2004; ZUBIA; ROBLEDO; FREILE-PELEGRIN, 2007).

ROS sdo moléculas altamente reativas envolvidas em vérias fun¢des bioldgicas e sdo
produzidas em condi¢6es inflamatorias por leucécitos ativados (KIM et al., 2009). Além de
seu papel defensivo como microbicida, os ROS estdo entre os mais potentes estimulos
responsaveis pelo aumento da permeabilidade vascular, estimulacdo de agentes quimiotaticos
(LTB4) e oxidagdo do DNA. Dessa forma, ROS desregulam a fungéo celular e induzem o
dano tecidual, que, por sua vez, aumentam o estado inflamatério (ROOME et al., 2008).
Assim, dado que compostos antioxidantes podem atenuar a resposta inflamatéria e
nociceptiva, o efeito anti-inflamatério dos extratos de C. sertularioides pode ser atribuido,
pelo menos em parte, a uma acdo antioxidante.

Para sustentar essa hipotese, foi identificada atividade antioxidante no sesquiterpeno
caulerpenina (CENTENO, 2008). Além disso, a presenca de alcaloides indélicos como a
caulerpina, em espécies de Caulerpa, indica que o efeito anti-inflamatério dessas algas
decorra de uma acao antioxidante, pois, tem sido sugerido que a atividade inibidora de COX 1
e 2 dos AINES, como a indometacina e o etodolaco (derivados inddlicos), se deva
parcialmente a habilidade de sequestrar ROS e espécies reativas de nitrogénio. Este efeito
antioxidante também foi observado em varios outros derivados indolicos (FERNANDES et
al., 2004).

Em resumo, os resultados obtidos no presente trabalho demonstram que extratos de C.
mexicana apresentam atividade antinociceptiva central e periférica com perfil anti-
inflamatorio. Tais atividades podem ser mediadas por inibicdo de COX periférica e central
e/ou inibicdo direta de mediadores inflamatérios. Os extratos de C. sertularioides
apresentaram propriedades antinociceptiva periférica e anti-inflamatoria, que provavelmente
se deve a inibicdo de COX, LOX ou de ROS. E possivel atribuir essas atividades a presenca

de metabdlitos secundarios presentes nesses extratos, que possivelmente estdo atuando de
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forma sinérgica. Alguns desses metabdlitos j& foram identificados e algumas de suas
atividades bioldgicas ja foram descritas, como visto anteriormente.

Além dos metabolitos secundarios caulepina e caulerpenina, certamente, outras
substancias também podem ser responsaveis pelos efeitos encontrados nesses extratos. Os
terpenos constituem uma das classes de metab6litos mais abundante no género Caulerpa e
possuem atividade anti-inflamatdria e analgésica ja identificada em outras espécies de plantas
(LUKHOBA; SIMMONDS; PATON, 2006; MACHADO et al., 2011; MARQUES et al.,
2011). Outros metabdlitos como os alcaloides também devem ser responsaveis pelos efeitos
anti-inflamatorios e antinociceptivos de C. mexicana e C. sertularioides, ja que diversos
trabalhos mostram a atividade analgésica e anti-inflamatéria de alcaloides (BARBOSA-
FILHO ET al., 2006)
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6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos nesse trabalho permitem concluir que os EH, EC, EA e EM da
macroalga C. mexicana, apresentaram atividade antinociceptiva central e periférica, nos
modelos de contorcdo abdominal induzida por acido acetico e teste de placa quente,
confirmada pelo ensaio de nocicep¢do induzida por formalina e os extratos de C.
sertularioides apresentaram propriedade antinociceptiva periférica nesses mesmos ensaios.
Ambas as especies apresentaram perfil anti-inflamatdrio na fase inflamatoria da nocicepcéo
induzida por formalina e essa atividade, por sua vez, foi comprovada pelo ensaio de peritonite
induzida por carragenina, no qual os extratos de C. mexicana e C. sertularioides inibiram a
migracdo celular. No entanto, outros estudos sdo necessarios para identificar os mecanismos
de acdo desses extratos.

Dessa forma, este trabalho contribui para o conhecimento do potencial terapéutico
dessas espécies, podendo sugerir uma aplicabilidade como produto natural marinho para
preparacdo de fitoterapico e/ou como fonte de compostos biologicamente ativos que possam

servir como prototipo de farmacos ou fitofarmacos.
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atividade anti-inflamatéria e antinociceptiva de estratos de maroalgas bent6nicas
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