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SOUZA, E.T. Avaliagcdo do potencial antinociceptivo e antiinflamatério da alga benténica Caulerpa
racemosa (Forssk.) J. Agardh (Caulerpaceae). 2011. 125 f. (Mestrado em Ciéncias da Saide) Universidade
Federal de Alagoas, 2011.

RESUMO

Caulerpa racemosa pertence a familia Caulerpaceae, conhecida no Nordeste brasileiro como
grampo-do-mar ou caviar-verde e é amplamente distribuida nas regides tropicais e
subtropicais. Neste trabalho, buscou-se investigar a atividade antinociceptiva e
antiinflamatdria do extrato metandélico bruto (EMB), das fases cloroférmica, acetato de etila,
n-butandlica e de um alcaloide isolado (caulerpina) da alga Caulerpa racemosa. Os
experimentos foram realizados em camundongos Swiss (n=6) usando modelos de nocicepc¢éo
e inflamacéo. Para caracterizar o mecanismo de a¢édo da caulerpina responsavel por sua acao
antinociceptiva e antiinflamatdria foi utilizado o ensaio de inibi¢cdo de COX in vitro. O EMB,
as fases cloroférmica, acetato de etila, n-butandlica (100 mg/kg, v.0) e o alcaloide caulerpina
(100 pmol/kg, v.0) reduziram a nocicepgao produzida por acido acético em 76,9%, 70,5%,
76,1%, 47,4% e 78%, respectivamente. Os dados mostram que, no teste de contorcdo a Dlsg
calculada da caulerpina foi de 0,24 umol/kg, e da dipirona, firmaco padrao, 0,12 pmol/kg. A
caulerpina e a dipirona apresentaram poténcia e eficacia equivalentes, visto que atingiram
eficdcia méxima e Dlsp na mesma ordem de grandeza (umol/kg). Na fase neurogénica do teste
de formalina, o tratamento com o EMB, com a fase cloroférmica, fase n-butandlica e
caulerpina reduziram a nocicepc¢éo gerada pela aplicacdo de formalina com uma porcentagem
de inibicdo de 51,8%, 31,5%, 36,1% e 31,8%, respectivamente. Apenas a fase de acetato ndo
promoveu inibicdo da resposta nesta fase. Por outro lado, quando avaliamos a fase
inflamatdria, a fase acetato mostrou-se a mais ativa, com inibicdo de 74,9%, seguido da
indometacina e caulerpina com 49,7% e 45,4% de inibicdo, respectivamente. No teste de
placa quente o tratamento com as fases cloroférmica, acetato de etila e caulerpina
aumentaram de forma estatisticamente significativa o tempo de laténcia do animal sobre a
placa nos tempos de 150, 90-120 e 90-150, respectivamente. Estes resultados sugerem que
essas fases e a caulerpina apresentam uma atividade antinociceptiva central, sem alterar a
atividade motora, observado no teste de “rota rod”. Além disso, a caulerpina foi capaz de
inibir significativamente o edema de orelha induzido por capsaicina em 55,8%, apresentando
uma atividade antiinflamatoria no teste de peritonite induzida por carragenina, inibindo
significativamente o recrutamento celular em 48,3%. Na contagem diferencial de leucdcitos
para confirmar a atividade da caulerpina no recrutamento celular observou-se uma inibicéo de
forma efetiva da mobilizagdo celular de leucdcitos polimorfonucleares (neutréfilos) e um
aumento de mondcitos quando comparados ao controle tratado apenas com carragenina.
Além disso, a caulerpina foi capaz de inibir, significantemente COX-1, com um perfil de
inibicdo parecido com o observado para indometacina na concentragdo de 0,2 uM. Estes
resultados inferem que 0 EMB, as fases e a caulerpina apresentam atividade antinociceptiva, a
caulerpina apresenta atividade antiinflamatéria como demonstrado nos ensaios de peritonite e
edema de orelha e seu mecanismo de ag&o € via inibi¢cdo de COX-1.

Palavras-chave: Caulerpa racemosa. Caulerpina. Algas marinhas. Antinociceptiva.
Antiinflamatoria. COX.



SOUZA, E.T. Evaluation of the potential antinociceptive and antiinflammatory of the benthic alga
Caulerpa racemosa (Forssk.) J. Agardh (Caulerpaceae). 2011. 125 f. (Mestrado em Ciéncias da Saude)
Universidade Federal de Alagoas, 2011.

ABSTRACT

Caulerpa racemosa Caulerpaceae belongs to the family, known as the Brazilian Northeast as
grampo-do-mar or caviar-verde and is widely distributed in tropical and subtropical regions.
In this study, we attempted to investigate the antinociceptive and anti-inflammatory actions of
crude methanol extract (CME), phases chloroform, ethyl acetate, n-butanol and an alkaloid
isolated from Caulerpa racemosa. The experiments were conducted on Swiss mice (n = 6)
using models of nociception and inflammation. To characterize the mechanism responsible
for these antinociceptive and antiinflammatory actions of caulerpin, COX inhibitor screening
assay kit in vitro. The CME, the phases chloroform, ethyl acetate, n-butanol (100 mg/kg, p.o.)
and alkaloid caulerpin (100 umol/kg, p.o.) reduced the nociception produced by acetic acid in
76.9%, 70.5%, 76.1 %, 47.4% and 78%, respectively. The data show that in the writhing test
caulerpin calculated 1Dsp was 0.24 umol/kg, and dipyrone, drug standard, 0.12 pmol/kg. The
caulerpin and dipyrone showed equivalent potency and efficacy, given that reached maximum
efficiency and 1Ds in the same order of magnitude (umol/kg). In the neurogenic phase of the
formalin test, treatment with CME, with the phase of chloroform, n-butanol phase and
caulerpin reduced nociception generated by the application of formalin, with an inhibition
percentage of 51.8%, 31.5% 36.1% and 31.8% respectively. Just a phase acetate didn’t
promote inhibition of response at this phase. On the other hand, when we evaluate the
inflammatory phase, the phase acetate proved to be the most active, with inhibition of 74.9%,
followed by indomethacin and caulerpin with 49.7% and 45.4% inhibition, respectively. In
the hot plate test the treatment with phases chloroform, ethyl acetate and caulerpin has
significantly increased the latency of the animal on the plate in times of 150, 90-120 and 90-
150, respectively. This results suggests that these phases and caulerpin exhibits a central
antinociceptive activity, without changing the motor activity (seen in the rotarod test). In
addition, caulerpin was able to significantly inhibit capsaicin-induced ear edema in 55.8%, an
anti-inflammatory activity in the test of carrageenan-induced peritonitis, significantly
inhibiting the number of recruit cells in 48.3%. In the leukocyte count to confirm the activity
of caulerpin cell recruitment observed an inhibition effectively mobilizing cellular
polymorphonuclear leukocytes (neutrophils) and an increase in monocytes compared to
control treated only with carrageenan. In addition, caulerpin was able to inhibit COX-1
significantly, with an inhibition profile similar to that observed for indomethacin at a
concentration of 0.2 uUM. These results infer that the CME, the phases and caulerpin have
antinociceptive activity, the caulerpin features antiinflammatory activity as demonstrated in
the experimental peritonitis and ear edema and its mechanism of action is via inhibition of
COX-1.

Keywords: Caulerpa racemosa. Caulerpin. Antinociceptive. Antiinflammatory. Seaweeds.
COX.
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1 INTRODUCAO

Os produtos naturais sdo utilizados pela humanidade desde tempos imemoriais. A
busca por alivio e cura de doengas pela ingestdo de ervas e folhas talvez tenha sido uma das
primeiras formas de utilizacdo. A grande investigacdo por produtos naturais oriundos do
reino vegetal resultou em grande evolugdo na aplicacdo destes insumos, contribuindo com a
melhoria da saude humana (Newman e Cragg, 2007). No entanto, apesar da infinita
diversidade vegetal e de todo seu potencial bioldgico agregado, novas fontes de produtos
naturais vém ganhando destaque nas Ultimas décadas (Clardy e Walsh, 2004). Neste contexto,
0 oceano — um macro ambiente equilibrado, auto-suficiente e relativamente pouco explorado
— causou efeito profundo na quimica de produtos naturais. Este ambiente tornou-se alvo de
pesquisas visando a descoberta de substancias potencialmente bioativas para fins
terapéuticos, dentre outros (Kossuga et al., 2007). Ainda, deve ser ressaltada a utilizacdo de
metabolitos marinhos nas industrias alimenticia, inseticida e cosmética, o que justifica os
esforcos continuos de profissionais nesta nova linha de pesquisa (Cardozo et al., 2007).

Sendo assim, 0s organismos marinhos representam uma valiosa fonte de novos
compostos. A associa¢do da biodiversidade do ambiente marinho e a diversidade quimica
constituem um recurso praticamente ilimitado de novas substancias ativas no dominio do
desenvolvimento de produtos bioativos.

A farmacologia de produtos marinhos apresenta atualmente mais de 35.000 derivados
marinhos provenientes de amostras bioldgicas, com cerca de 150 compostos tdxicos contra
células tumorais (Arif et al., 2004). Também foi observado um grande aumento nos estudos
sobre a farmacologia antiinflamatdria dos compostos marinhos, como a astaxantina, bolina
quinona, cacospongionolida B, clatriol B, conicamina, cicloanfilecteno 2, elisabetadiona,
placo hipaforina, &cido pirdvico A, B metilpiruvato, cadenolido C, petrocortina A,
petrosespongiolida MR, pseudopterosina N, pseudopterosina R, seco-pseudopterosina E
(Mayer et al., 2007).

No Brasil, a pesquisa de produtos naturais marinhos iniciou por volta de 1962, no
Instituto de Pesquisa Agricola do Rio de Janeiro. Posteriormente, 6rgdos federais como a
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA) e Fundacdo Oswaldo Cruz —
FIOCRUZ comecgaram a desenvolver investigacdes cientificas nesta area. Em 1976, ap6s uma
década de pesquisa em produtos naturais marinhos, os laboratorios farmacéuticos Silva
Aradjo Roussel S.A (SARSA) do Rio de Janeiro, formaram uma equipe multidisciplinar com

quimicos, bidlogos e farmacologistas que durante 5 anos realizaram uma triagem de mais de
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500 extratos de esponjas, anémonas do mar, estrelas do mar e varias algas. Estudos brasileiros

concentraram-se principalmente em invertebrados (Equinodermos, Celenterados, Poriferas,
Tunicados e Moluscos) e em algas pardas, verdes e vermelhas. O estudo de 60 organismos
diferentes levou ao isolamento de mais de 110 metabdlitos identificados, como esteroides,
diterpenos e sesquiterpenos, além de terpenos superiores, lipidios, derivados da
dibromotirosina, etc (Kelecom, 1997).

Reconhecendo a importancia destes produtos como fonte inigualavel de diversidade
estrutural de constituintes quimicos das mais variadas classes, capaz de construir moléculas de
alta complexidade estrutural, com absoluta quimio, regio e estereosseletividade como a
riqueza da nossa flora marinha, o Laboratorio de Tecnologia Farmacéutica Professor Delby
Fernandes de Medeiros da Universidade Federal da Paraiba através do projeto “Rede
Interinstitucional de Algas Bentbnicas” aprovado pelo Edital: MCT-CNPg/MS-SCTIE-
DECIT/CT- Salude — N° 10/2006 juntamente com o Laboratério de Farmacologia e
Imunidade/UFAL optou por buscar também nas algas, a possibilidade de descoberta de
prototipos que poderdo servir como candidatos a novos farmacos.

No Nordeste especialmente, sdo poucos os estudos efetuados com este proposito.
Tendo em vista a disponibilidade e a diversidade da nossa biomassa, torna-se imperativo que
estudos prospectivos sejam realizados, objetivando a identificacdo de potenciais compostos
oriundos de macroalgas marinhas com atividade farmacoldgica. Mais de 2.400 produtos
naturais tém sido isolados de algas, especialmente as rodoficeas (algas vermelhas), feoficeas
(algas marrons ou marrom) e cloroficeas (algas verdes), onde a maioria delas, a partir de
populacdes tropicais e subtropicais (Lee, 1989).

Sdo reconhecidas varias divisdes de algas destacando-se as Cyanobacteria,
Glaucophyta, Euglenophyta, Cryptophyta, Haptophyta, Dinophyta (dinoflagelados),
Ochrophyta (englobando as diatoméaceas, algas pardas e outras), Rhodophyta (algas
vermelhas) e Chlorophyta (algas verdes), as quais sdo classificadas segundo critérios
quimicos citoldgicos e morfolégicos, de acordo com os tipos e as combinagfes de pigmentos
fotossensibilizantes presentes, a natureza quimica das substancias de reserva e das paredes
celulares, a auséncia ou a presenca de flagelos, o padréo e o curso da mitose e da citocinese, a
presenca ou a auséncia de membrana no reticulo endoplasmaético e o tipo e a complexidade de
ciclo de vida (Lee, 1989; Hoeck, et al.,1997).

As algas verdes estdo inseridas no filo Chlorophyta constituindo o maior e mais
diversificado grupo de algas, tanto em nivel de espécie, como também de padrbes

morfolGgicos, estruturais e reprodutivos (Oliveira-Carvalho et al., 2003). O filo encontra-se
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representado por 17.000 espécies (Oliveira-Carvalho, 2008). Estas algas sdo extremamente

abundantes nos ambientes aquaticos, onde é um dos mais importantes componentes do
plancton sendo responsaveis pela maior parte da produgdo de oxigénio molecular disponivel
no planeta a partir da fotossintese. Habitando aguas doces ou salgadas, solos Umidos ou
troncos, estes organismos podem tambeém estabelecer relagfes de mutualismo com outros
seres vivos, como os fungos, formando os liquens (Vidotti; Rollemberg, 2004). As cloroficeas
marinhas ocorrem, em sua maioria, em aguas pouco profundas. No entanto, nos mares
tropicais e subtropicais alguns de seus representantes sdo encontrados a profundidades em
torno de 100 m. Algumas ordens sdo predominantemente marinhas, como Bryopsidales,
dentre as quais se destacam o género Caulerpa que é caracteristico da flora dos mares
tropicais (Pereira et al., 2002).

As algas sdo importantes fontes bioldgicas de produtos naturais biologicamente ativos
e estruturalmente incomuns, mas sdo poucos os estudos realizados com essa finalidade,
principalmente no Brasil, entdo, a intencdo deste estudo foi avaliar as propriedades
antinociceptiva e antiinflamatoria do extrato metandlico bruto (EMB), das fases cloroférmica,
acetato de etila, n-butandlica e um alcaloide isolado de Caulerpa racemosa (caulerpina) em
modelos animais. Devido ao fato da fase cloroférmica ter apresentado maior rendimento, esta
foi selecionada para fracionamento, utilizando coluna em sephadex LH-20, que levou ao
isolamento e identificacdo do alcaloide de nucleo indolico, caulerpina. Testes farmacoldgicos
também foram utilizados para verificar se este alcaloide apresenta atividade antinociceptiva e

antiinflamatdria, bem como para pesquisar seus provaveis mecanismos de agao.
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2 JUSTIFICATIVA

Reconhecendo a importancia das algas no que diz respeito a fonte de constituintes
quimicos das mais variadas classes, o potencial terapéutico de diversos compostos marinhos e
a riqueza da nossa flora marinha, optou por buscar também nas algas, a possibilidade da
descoberta de novo farmaco, ou prototipo, através da extracdo, isolamento e caracterizacao
estrutural dos seus constituintes quimicos, empregando para tanto, métodos extrativos,
cromatograficos e espectométricos respectivamente.

As algas macroscopicas (bentdnicas) marinhas vém despertando a atencdo da
comunidade cientifica pela grande potencialidade como produtoras de substancias quimicas
de interesse medico-farmacoldgico (Mayer et al., 2005; Mayer et al., 2007). No entanto, no
Brasil, em especial no nordeste, sdo poucos os estudos efetuados com este propdsito. Tendo
em vista a disponibilidade e a diversidade da nossa biomassa, torna-se imperativo que estudos
prospectivos sejam realizados, objetivando a identificacdo de potenciais compostos oriundos
de macroalgas marinhas com atividade farmacoldgica.

Dessa forma, em funcdo do crescente interesse pelo estudo das algas, somados a
relevancia de um estudo que investigue de forma mais ampla seus efeitos sobre a resposta
nociceptiva e inflamatdria induzidas por diferentes estimulos, esta proposta vem contribuir
para o conhecimento do potencial terapéutico de algas do género Caulerpa, podendo sugerir
uma aplicabilidade biotecnoldgica para as mesmas como protétipo de farmaco alternativo
com propriedades antiinflamatdrias, analgésicas e imunomoduladoras para varias condices

fisioldgicas e patoldgicas.

Sendo assim, a realizacdo desta dissertacdo, na utilizacdo racional e cientifica de
recursos da flora marinha, especialmente de espécies de Caulerpa do litoral paraibano através
de trabalhos em colaboracdo com outras areas cientificas correlatas que possibilitem o estudo
de espécies farmacologicamente ativas, justifica-se:

e para expandir os conhecimentos da flora marinha da regido onde as coletas foram
realizadas;

 pela obtencdo de novos protdtipos de farmacos oriundos de produtos naturais,
fortalecendo dessa forma a infra-estrutura da instituicdo de pesquisa e dos grupos

envolvidos na proposta;
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« pelo fato de outras espécies do mesmo género apresentar atividade antinociceptiva e

antiinflamatdria, tais como: Caulerpa cupressoides, Caulerpa mexicana, Caulerpa
sertularioides.
epela espécie Caulerpa racemosa ndo apresentar estudos com a atividade

antinoniceptiva e antiinflamatoria.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial antinociceptivo e antiinflamatorio do extrato metanolico bruto
(EMB), das fases cloroférmica, acetato de etila, n-butandlica e do alcaloide isolado de

Caulerpa racemosa (caulerpina) em camundongos contribuindo para o estudo desta alga.

3.2 Objetivos Especificos

* Avaliar a atividade antinociceptiva do EMB, fases e caulerpina, obtidos a partir da
alga marinha C. racemosa (Caulerpaceae) nos modelos de contor¢do abdominal induzida por
acido acético e nocicepc¢do induzida por formaling;

* Investigar uma possivel acdo antinociceptiva central no modelo de placa quente e
“rota-rod”;

* Investigar a atividade antiinflamatoria, pelos métodos de edema de orelha induzido
por capsaicina e migragao celular induzida por carragenina da caulerpina;

* Avaliar a atividade inibitoria de COX-1/COX-2 in vitro da caulerpina.
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4 REVISAO DA LITERATURA

4.1 Consideragdes sobre dor e nocicepgao

Até meados da década de 60, no século passado, dor era considerada uma resposta
sensorial inevitavel a lesdo tecidual. As outras dimensfes da experiéncia dolorosa, como
componente afetivo, cognitivo, diferencas genéticas e ansiedade, eram pouco estudadas
(Gozzani, 2003).

O comité de taxionomia da Associacdo Internacional para o Estudo da Dor (IASP,
1986) conceitua a dor como “uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel, que ¢é
decorrente ou descrita em termos de lesdes teciduais” (Tracey; Mantyh, 2007). A dor
fisiologica é um reflexo protetor do organismo, para evitar uma injaria ou dano tecidual.
Frente a lesdo tecidual a dor patoldgica providenciard condicGes para a cicatrizagdo. Uma vez
instalada a injdria pode se introduzir o conceito de dor patoldgica que, segundo sua origem,
pode ser classificada como nociceptiva (somatica ou visceral) ou neuropatica. A nocicepcao é
o componente fisioldégico da dor e compreende 0s processos de transducdo, transmissdo e
modulacdo do estimulo nociceptivo. Uma vez instalado o estimulo nociceptivo, diversas
alteracdes neuroenddcrinas acontecem, promovendo um estado de hiperexcitabilidade do
sistema nervoso central (SNC) e periférico (Klaumann et al., 2008).

Entretanto, muitas vezes a dor manifesta-se mesmo na auséncia de agressoes teciduais
vigentes, tal como ocorre em doentes com neuropatia periférica ou central e em certas
afeccdes psicopatoldgicas (Mosso; Krugr, 1972). Em doentes com dor intensa ou prolongada
ocorrem modificacBes anatbmicas, eletrofisiologicas e neuroquimicas significativas das vias
nervosas periféricas e dos nucleos e tratos implicados no processamento sensitivo. Ha
evidéncias de que estas modificacbes morfofuncionais estejam correlacionadas com a dor
persistente (Waisbrod et. al., 1984). A dor € dividida em duas categorias principais: a dor
aguda e a cronica, mas existe ainda a dor neuropatica.

A dor aguda ou nociceptiva é um tipo de alerta rapido instruindo os neurénios motores
do sistema nervoso central para minimizar detectados danos fisicos. E mediada por
nociceptores, em fibras Ad e C, facilitando a transmissdo dolorosa e as alteracOes
inflamatdrias periféricas e, consequentemente, o quadro de hiperalgesia (Ribeiro et al., 2002,;
Kraychete et al., 2006). Estes nociceptores sdo terminagdes nervosas livres que finalizam logo
abaixo da pele, nos tenddes, articulacbes e nos 6rgdos do corpo. Eles servem para detectar a

dor cuténea, dor somética e visceral. A nocicepcdo pode ser associada a danos nos nervos



26
causados pelo trauma, doencas como a diabetes, sindrome do intestino irritdvel, cancer em

estagio tardio, ou os efeitos tdxicos da quimioterapia. Ela geralmente responde bem ao
tratamento com opioides e aintiinflamatérios ndo esteroidais (AINEs) (Lamont; Tranquilli,
2000; Muir 11 et al., 2001).

A dor crobnica, no entanto, ndo apresenta nenhuma funcdo bioldgica, pois ndo é um
sintoma de um processo de doenga, mas € um processo da doencga em si. Existem dois tipos de
dor cronica: dor nociceptiva inflamatoria e dor neuropatica. Dor nociceptiva inflamatoria esta
associada ao dano tecidual e ao processo inflamatorio. E adaptativa na medida em que
provoca reacOes fisioldgicas que promovem cura (Lamont; Tranquilli, 2000; Muir 11 et al.,
2001).

A dor neuropética é produzida por uma lesdo dos neurdnios do sistema nervoso
periférico e central e envolve a sensibilizagdo desses sistemas. Na sensibilizacdo periférica, ha
um aumento na estimulacdo dos nociceptores periféricos que amplifica os sinais de dor no
sistema nervoso central. Na sensibilizacdo central, os neurbnios que se originam no corno
dorsal da medula espinhal se hiperestimulada, aumentando os sinais de dor ao cérebro,
melhorando assim a sensacdo de dor. E mais comumente associado com alodinia e
hiperalgesia cronica (Pisera, 2005; Schaible, 2006).

O componente fisiolégico da dor é chamado nocicepcao, que consiste dos processos
de transducéo, transmissdo e modulacdo de sinais neurais gerados em resposta a um estimulo
nocivo externo. De forma simplificada, pode ser considerado como uma cadeia de trés-
neurdnios, com o neurdnio de primeira ordem originado na periferia e projetando-se para a
medula espinhal, o neurénio de segunda ordem ascende pela medula espinhal e o neurdnio de
terceira ordem projeta-se para o cortex cerebral (Messlinger, 1997; Tranquilli, 2004).

Os dois sistemas de modulacdo nociceptiva mais importantes sdo mediados por
receptores NMDA (N-Metil-D-Aspartato) e opioides, distribuidos por toda extensdo do SNC.
O N-metil-D-aspartato é um receptor ionotrépico bastante complexo e depende da acdo do
glutamato. Representam um subgrupo de receptores opiaceos do tipo sigma que blogueiam os
reflexos nociceptivos espinais. Os receptores NMDA possuem um sitio alostérico de ligacao
para a glicina que deve ser ocupado para a abertura eficiente do canal e um sitio dentro do
préprio canal ao qual se liga o ion magnésio de maneira dependente de voltagem. A
dependéncia de voltagem positiva da condutdncia do canal e a alta permeabilidade de
conduténcia ao ions calcio sdo importantes na excitotoxicidade e plasticidade neuronal
(Cochila; Alford, 1999; Liu et. al., 1997).


http://decs.bvs.br/cgi-bin/wxis1660.exe/decsserver/?IsisScript=../cgi-bin/decsserver/decsserver.xis&previous_page=homepage&task=exact_term&interface_language=p&search_language=p&search_exp=Sítio%20Alostérico
http://decs.bvs.br/cgi-bin/wxis1660.exe/decsserver/?IsisScript=../cgi-bin/decsserver/decsserver.xis&previous_page=homepage&task=exact_term&interface_language=p&search_language=p&search_exp=Glicina
http://decs.bvs.br/cgi-bin/wxis1660.exe/decsserver/?IsisScript=../cgi-bin/decsserver/decsserver.xis&previous_page=homepage&task=exact_term&interface_language=p&search_language=p&search_exp=Magnésio
http://decs.bvs.br/cgi-bin/wxis1660.exe/decsserver/?IsisScript=../cgi-bin/decsserver/decsserver.xis&previous_page=homepage&task=exact_term&interface_language=p&search_language=p&search_exp=Permeabilidade
http://decs.bvs.br/cgi-bin/wxis1660.exe/decsserver/?IsisScript=../cgi-bin/decsserver/decsserver.xis&previous_page=homepage&task=exact_term&interface_language=p&search_language=p&search_exp=Íons
http://decs.bvs.br/cgi-bin/wxis1660.exe/decsserver/?IsisScript=../cgi-bin/decsserver/decsserver.xis&previous_page=homepage&task=exact_term&interface_language=p&search_language=p&search_exp=Cálcio
http://decs.bvs.br/cgi-bin/wxis1660.exe/decsserver/?IsisScript=../cgi-bin/decsserver/decsserver.xis&previous_page=homepage&task=exact_term&interface_language=p&search_language=p&search_exp=Plasticidade%20Neuronal
http://decs.bvs.br/cgi-bin/wxis1660.exe/decsserver/?IsisScript=../cgi-bin/decsserver/decsserver.xis&previous_page=homepage&task=exact_term&interface_language=p&search_language=p&search_exp=Plasticidade%20Neuronal
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Entre os trés principais subtipos de receptores opioides, os receptores (L € 6 podem

inibir ou potencializar eventos mediados pelos receptores NMDA, enquanto o receptor K
antagoniza a atividade mediada por receptores NMDA. (Riedel; Neeck, 2001). Ultimamente
muitas moléculas de transducdo da nocicepg¢do tem sido identificadas e o maior grupo de
detectores de estimulos nocivos € a familia dos potenciais receptores transientes (TRPS)
(Cheng; Ji, 2008, Patapoutian et. al., 2009). Esses canais participam na geracdo de sensagdes
dolorosas evocadas por estimulos quimicos, térmicos e mecénicos (Levine; Alessandri-Haber,
2007). O receptor de potencial transitério vaniloide 1 (TRPV1), originalmente chamado de
receptor vaniloide 1 (VR1) e comumente referido como receptor da capsaicina, foi o primeiro
descrito como 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 nocicepc¢do sdo 0s canais i6nicos
sensiveis ao acido (ASICs), que sdo canais de cations insensiveis a voltagem (Petroff et al.,
2008). Os ASICs séo ativados por prétons extracelulares e alguns estudos demonstraram que
a sua expressao é aumentada por mediadores pro-inflamatérios, como fator de crescimento do
nervo (NGF), serotonina, interleucina-1 (IL-1) e bradicinina (Voilley et al., 2001, Mamet et
al., 2002).

Como mostrado na Figura 1, a lesdo tecidual e liberacdo de mediadores quimicos
locais como substancia P, histamina, serotonina, bradicinina e prostaglandinas desencadeiam
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, gerando assim potenciais de acdo que culminam na liberacdo de
neurotransmissores como substancia P, L-glutamato, acido gama aminobutirico (GABA),
peptidio intestinal vasoativo (VIP), colecistocinina (CCK-8), somatostatina e peptidio
relacionado ao gen da calcitonina (CGRP), no corno dorsal da medula espinhal (Marcon,
2009).
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Figura 1: Diagrama esquematico do mecanismo de transmissdo e percepcdo da dor. Adaptado de Marcon, 2009.

Esses neurotransmissores ativam neuronios de segunda ordem e o sinal nociceptivo
ascende para regides do sistema limbico principalmente para o tdlamo, especialmente pelo
trato espinotaldmico. No tdlamo ocorre a somatizacdo do estimulo nocivo onde existe o
componente emocional que discrimina a dor. O tdlamo e o cortex sdo regides finais da
projecdo das vias de nocicep¢do. O tdlamo informa que existe sensacdo nociceptiva, e 0
cortex discrimina o tipo de sensacdo nociceptiva (Roy et al., 2009). Em resposta a estimulagéo
nociceptiva ascendente, ocorre ativacdo de algumas vias descendentes de controle da
nocicepc¢do, culminando na liberacdo de noradrenalina, serotonina e encefalinas na regido do
corno dorsal medular, modulando assim o sinal nociceptivo (Basbaum et al., 2009).

Um dos desafios para os pesquisadores e clinicos € que a dor cronica possa envolver
uma mistura de ambos os componentes inflamatorios e neuropaticos, pois em dor nociceptiva
inflamatoria, a inflamacéo pode danificar os neurdnios e produzir dor neuropética. Da mesma
forma, a lesdo neuronal pode causar uma reacdo inflamatdria (inflamag@o neurogénica), que

contribui para a dor inflamatdria.
4.2 Aspectos da inflamacéo e da dor

A palavra inflamacao ¢ derivada do “estado de se estar inflamado”. Inflamar significa

“colocar fogo” o que implica na cor vermelha, na possibilidade de aquecimento e na geracdo
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de dor (Trowbrigde; EmLing, 1996). Tal resposta inflamatoria € um mecanismo benéfico e

fisioldgico pelo qual o organismo se defende contra infecgdes e tenta reparar danos teciduais
ou perda de funcdo (Lawrence et al., 2002). Dessa forma, o processo inflamatério agudo pode
ser definido como um conjunto de alteracGes bioquimicas e celulares que ocorrem em
resposta a estimulos inespecificos, tais como infec¢des ou danos teciduais (Hansson, 2005).
As reaces inflamatorias locais caracterizam-se por aumento do fluxo sanguineo e da
permeabilidade vascular, seguida de dilatagdo venular e acimulo de células do processo
inflamatorio, caracterizando os quatro sinais tipicos da presenca de inflamagdo: rubor
(hiperemia), tumor (edema), calor (aumento da temperatura local) e dor, como descritas por
Cornelius Celsus, no inicio da era Cristd (Gilroy et al., 2004). O quinto sinal da inflamacéo,
que é a perda da funcdo do tecido ou Orgdo lesado, associado com reacdes cronicas foi
descrito posteriormente por Virchow no século XIX (citado em Kalisch, 1975).

O calor e o rubor originam-se da abertura de novos capilares normalmente
hipofuncionantes e aumento do fluxo sanguineo para a regido. O edema é gerado pelo
aumento da permeabilidade vascular e pela infiltracdo leucocitaria. A perda de funcédo é a
consequéncia do somatério de varios fatores, especialmente edema e dor. A dor inflamatéria
depende do acumulo local de substancias bioldgicas que atuam sobre as terminagcdes nervosas
(Montenegro; Fecchio, 2010).

As causas que levam a inflamacdo sdo inUmeras e de natureza variavel. Séo
reconhecidos os seguintes tipos de agentes que causam inflamacao: agentes bioldgicos (como
virus, bactérias, protozoarios); agentes quimicos (como 4&cidos, terebentina, Alcalis,
formaldeido, carragenina); agentes fisicos (como calor excessivo, radiacdo ultravioleta e
ionizante, eletricidade, frio exagerado, traumatismos, fraturas, incisdes) e agentes imunes
(exposicdo a antigenos provocando ativacdo da resposta imunoldgica do hospedeiro)
(Montenegro; Fecchio, 2010).

Os componentes basicos de um processo inflamatério envolvem eventos vasculares e
celulares, mediadores derivados de células e da ativacdo plasmatica, que produzem os sinais
classicos da inflamacdo descritos anteriormente. As alteragdes vasculares iniciam-se
imediatamente e desenvolvem-se durante as primeiras horas ap6s o estimulo inflamatorio.
Elas consistem em vasodilatagdo, aumento do fluxo sanguineo, aumento da permeabilidade
vascular e exsudagdo de plasma (Williams et al., 1983). Em condi¢cbes normais a
microcirculacdo apresenta baixissima permeabilidade a macromoléculas. As proteinas
plasmaticas circulam muito lentamente entre sangue e tecidos e retornam ao sangue atraves

dos vasos linfaticos. Esta situagdo muda dramaticamente durante o processo inflamatério. A
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microcirculacdo torna-se permeavel a macromoléculas e fluidos vindos do sangue, causando

edema tecidual (Gilroy et al., 2004).

Os eventos celulares sdo marcados pela saida das células circulantes da luz do vaso e a
migracdo de leucdcitos para o sitio inflamatorio. Esse fendmeno segue algumas fases como
captura, rolamento dos leucocitos pelo endotélio, adesdo firme e transmigracdo (Figura 2)
(Munro, 1993; Springer, 1994; Wahl et al., 1996). Todas estas etapas do processo de
migracdo leucocitaria sdo dependentes da expressdo pelos leucdcitos e pelas células
endoteliais de moléculas denominadas moléculas de adesdo e de mediadores quimiotaticos
(Springer, 1994; Weber, 2003). A mobilizacdo adequada dos leucocitos circulantes para o
sitio inflamado é fundamental para a defesa do organismo, ja que estas células podem
desenvolver suas acdes de fagocitose e destruicdo de agentes patogénicos levando a resolucao
do processo. Os leucdcitos circulantes migram seletivamente e em nimero significativo para o
tecido inflamado no decorrer do processo. Em uma resposta inflamatdria aguda, e logo nos
estagios iniciais, ha acumulo predominante de neutréfilos, enquanto que as células
mononucleares sdo observadas mais tardiamente durante a fase aguda, bem como nos
processos crénicos. A migracdo de eosinéfilos também pode ocorrer em processos
inflamatorios, estando principalmente associada a processos alérgicos e infeccBes parasitarias.
Algumas das células envolvidas ja estdo presentes no tecido afetado tais como: células
endoteliais, células mesoteliais, mastocitos, eosinofilos, macréfagos e alguns linfocitos
(Sibille; Reynolds, 1990; Sampson 2000; Broche; Tellado, 2001; Boyton; Openshaw, 2002).
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Figura 2: llustracdo das etapas do recrutamento leucocitario no processo inflamatdrio, mostrando participagdo
de quimiocinas e moléculas de adesdo (Adaptado de Abbas; Lichtman; Pillai, 2008)
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A inflamacdo compreende trés fases: a inflamacdo aguda, a resposta imune e a

inflamacdo crénica. A inflamagcdo aguda compreende a resposta inicial a lesdo tecidual;
mediada pela liberagdo de substancias como histamina, serotonina, bradicinina,
prostaglandinas e leucotrienos, e, em geral, precede o desenvolvimento da resposta imune.
Elas se caracterizam pelo predominio de fenémenos exsudativos consequentes das alteragdes
da permeabilidade vascular, permitindo a formacdo do edema localizado, bem como o
acumulo de fibrina e leucécitos (Montenegro; Fecchio, 2010).

A resposta imune aparece quando as células imunologicamente competentes sao
ativadas em resposta a organismos estranhos ou substancias antigénicas, as quais sdo liberadas
durante a resposta inflamatoria aguda ou crénica (Montenegro; Fecchio, 2010). Essa resposta
exige imunidade inata e, em alguns casos, uma resposta imune adaptativa, que sdo os dois
principais componentes integrantes do sistema de defesa do hospedeiro. A imunidade inata
ndo sé atua como primeira linha de defesa contra injaria, mas apds o reconhecimento de um
estimulo adequado, fornece os sinais necessarios para instruir o sistema imune adaptativo para
desenvolver uma resposta que tende a limitar os efeitos da agressdo (Lawrence et al., 2002).

A resposta inflamatdria aguda termina quando a homeostase é restabelecida, ap6s
eliminacdo do estimulo nocivo. No entanto, quando o fator de risco continua a existir, a
inflamacdo aguda deixa de ser um evento benéfico e evolui para inflamacdo crénica
(Lawrence et al., 2002; Schmid-Schonbein, 2006; Wu e Wu, 2007; Kielland; Carlsen, 2010).

A inflamacdo cronica envolve a liberagdo de diversos mediadores que ndo sao
proeminentes na resposta imune, e podemos citar o interferon e interleucinas. Nas
inflamacGes cronicas, aléem dos fendmenos exsudativos, estdo presentes os fenémenos
produtivos, que consistem na proliferacdo de vasos e fibroblastos, como também na migracéo
e proliferacdo de mondcitos e linfocitos (Silva et al., 2002).

Além da dor derivada do processo inflamat6rio, podemos citar outros tipos de dor
como nociceptiva, neurogénica e a neuropatica (Millan, 1999). Além disso, outras
manifestacbes dolorosas como a hiperalgesia (sensibilidade exacerbada a um estimulo
doloroso) ou a alodinia (dor em resposta @ um estimulo ndo doloroso), séo frequentes em
pacientes acometidos de dor. Em termos de duracdo, a dor pode ser aguda ou cronica. A dor
aguda estd associada com uma lesdo tecidual recente, ativacdo de nociceptores e pode
desaparecer até mesmo antes da cura do dano tecidual (Carr; Goudas, 1999; Park; Vasko,
2005). Por outro lado, a dor cronica pode se perpetuar por meses ou anos, se caracteriza em
relacdo a persisténcia e alteracGes adaptativas, o que muitas vezes dificulta o tratamento
(ladarola; Caudle, 1997; Besson, 1999).
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A percepcdo dolorosa a um determinado estimulo nocivo tem como propdésito

bioldgico alertar o organismo sobre algum perigo no ambiente, incluindo a resposta
comportamental de proteger o organismo contra uma possivel lesdo (Cheng et al., 2008). A
transmissao da dor envolve uma interacdo complexa de estruturas centrais e periféricas desde
a pele, visceras ou outros tecidos até o cortex cerebral (Furst, 1999). Os estimulos nocivos tais
como calor, frio, compressdo intensa ou substancias quimicas enddgenas ou exogenas
potencialmente nocivas, ativam as terminac@es nervosas livres e periféricas de fibras aferentes
sensoriais delgadas do tipo C e Ad, chamadas de nociceptores. Estas fibras sdo formadas por
neurdnios cujos corpos celulares encontram-se nos ganglios da raiz dorsal (DRG) e
trigeminal, e sdo responsaveis pela conducdo das informacgdes nociceptivas até o corno dorsal
da medula espinhal e o nacleo trigeminal pars caudalis na ponte, respectivamente (Dray;
Perkins, 1997; Russo; Brose, 1998; Besson, 1999, Park; Vasko, 2005). Imediatamente, um
reflexo mediado pela medula espinhal é desencadeado no intuito de remover a regido do
corpo ameacada (Watkins; Maier, 2002). Nas laminas superficiais do corno dorsal da medula
espinhal, as terminagdes dos nociceptores liberam varios neurotransmissores que estimulam
neuronios de segunda ordem. Estes neurdnios formam vias que irdo distribuir informagdes
para circuitos cerebrais responsaveis pela producdo das sensa¢Bes dolorosas (Craig, 2003;
Hunt; Mantyh, 2001; Park; Vasko, 2005).

Embora diversos mecanismos moleculares envolvidos na sensibilizacdo central
tenham sido estabelecidos recentemente, aqueles responsaveis pela sensibilizacdo periférica
ainda ndo foram completamente elucidados. Entretanto, o conhecimento da biologia
molecular acerca dos diversos receptores e vias transducionais envolvidos na génese da
nocicep¢do permitiram um extraordinario progresso no entendimento do mecanismo de acéo
de diversos neurotransmissores e, consequentemente, de farmacos que atuam na modulagao
central e periférica da nocicepcdo. Os mecanismos envolvidos na transducgao neuroquimica da
dor geralmente envolvem a interacdo dos mediadores inflamatérios e/ou nociceptivos com
canais i0nicos operados por receptor, receptores associados a tirosina quinase, ou com
receptores acoplados a proteinas G (Rang et al., 1994; Levine; Taiwo, 1994; Wood; Docherty,
1997; Millan, 1999; Park; Vasko, 2005).

Esses mediadores sdo substancias formadas e liberadas, concomitante ou
sequencialmente ap6s o estimulo desencadeador do processo inflamatorio, ocorrendo a
liberacdo dos mesmos, que podem originar-se do plasma, das células ou dos tecidos
lesionados. Essas substancias estdo envolvidas na geracdo e manutencdo dos eventos

caracteristicos da reacdo inflamatoria e interagem com receptores especificos nas células-
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alvos podendo, inclusive, estimular a liberacdo de outros mediadores (Zhou et al., 2007,

Medzhitov, 2010). Quando liberados por macrofagos, mastdcitos, células endoteliais ou
nervos traumatizados, ativam as fibras nervosas tipos Ad e C, facilitando a transmissao
dolorosa e as alteracBes inflamatorias periféricas (Kraychete et. al., 2006). Dentre o0s
mediadores da inflamacdo (também denominados algogénicos), encontram-se as aminas
vasoativas (histamina e serotonina); proteases plasmaticas (sistema de cinina — bradicinina,
sistema do complemento); eicosanoides; proteases lisossomicas; fatores ativadores das
plaquetas (PAF); quimiocinas, citocinas, 6xido nitrico dentre muitos outros (Kumar et al.,
2005; Albertine et al., 2004). Cada mediador com seu papel especifico, atuando em estagios
definidos da reacédo inflamatéria (De Paola, 1988).

Uma das principais vias que podem ser ativadas no processo inflamatério € a do fator
nuclear-kB (NF-xB), que regula a expressdo de genes para muitas proteinas pro-inflamatorias.
Os produtos dos genes regulados pelo NF-kB como TNF- o e IL-1p geram um efeito ciclico,
pois, além de serem ativados pelo NF-kB, eles também o ativam em outras células apos se
ligarem a receptores especificos, perpetuando a resposta inflamatéria. Enzimas inflamatorias
como a cicloxigenase — 2 indutiva (COX-2) e a sintase do Oxido nitrico induzivel (iNOS)
também sdo reguladas pelo NF-kB (Schmid-Schonbein, 2006, Hutti et al., 2007).

Através de estimulos mecanicos, quimicos, fisicos ou através de outros mediadores,
como a bradicinina, os fosfolipidios de membranas liberam o &cido araquidonico, a partir da
ativagdo da enzima fosfolipase A, (PLA;). O &cido araquiddnico (AA) livre pode ser
metabolizado por duas vias enzimaticas diferentes: (1) a vida da cicloxigenase, na qual produz
as prostaglandinas (PG) e os tramboxanos (TX) e (2) e a via da lipoxigenase, que da inicio a
sintese de leucotrienos e outros compostos. A cicloxigenase € uma enzima bifuncional, com
atividades distintas: a acdo principal catalisa a ciclizacdo oxidativa do acido araquidénico,
produzindo a PGG2 e a acdo da prostaglandina G/H sintase converte PGG2 em PGH2. A
PGH2 é entdo metabolizada por isomerases especificas, originando PGE2, prostaciclinas
(PGI2), TXA2, PGD2 e PGF2. Porém, essas etapas subsequentes do metabolismo do &cido
araquidénico diferem entre as celulas. Nas plaquetas, induzem a sintese do TXA2, no
endotélio vascular, a sintese da PGI2, nos macrofagos, principalmente a sintese da PGE2 e
nos mastocitos a sintese de PGD2 (Figura 3) (Safayhi, 1997; Fitzgerald, 2003).
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Figura 3. Biossintese dos produtos do &cido araquid6nico. Adaptado de Biningham et al., 2006; Werz e
Steinhilber, 2006.

A resposta inflamatoria é acompanhada da liberacdo de eicosanoides que estdo
presentes nesses locais, destacando-se a PGE2 e PGI2. Em areas de inflamacdo aguda, a
PGE2 e PGI2 sdo geradas pelos tecidos e vasos sanguineos locais, e a PGD2 pelos mastocitos.
Em inflamacGes crénicas, as células da serie mondcito-macrofago também liberam PGE2
(Simmons et al., 2004; Botting, 2006).

Os eicosanoides estimulam algumas respostas da seguinte maneira: as PGE2, PGI2 e
PDG2, sdo potentes vasodilatadores, e agem sinergicamente com outras substancias
vasoativas como a bradicinina e a histamina. Essa acdo contribui para a formacéo do eritema e
aumento do fluxo sanguineo em éareas de inflacdo aguda. As prostaglandinas da série E

também sdo responsaveis pela inducéo de febre, sendo encontradas concentracdes elevadas
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em infeccbes, com evidéncias de que o aumento na temperatura induzido por agentes

enddgenos seja mediado pela PGE2 (Simmons et al., 2004).

4.3 Consideraces sobre farmacos analgésicos e antiinflamatorios

Inimeros analgésicos periféricos podem apresentar, além da atividade analgésica,
propriedades antiinflamatdria, antipirética e antiagregante plaquetéria, sendo denominados
como agentes antiinflamatdrios, pois agem no processo de reducédo da reacdo inflamatdria por
inibirem a liberacdo de prostaglandinas, atuando em etapas pré-estabelecidas na via do &cido
araquidénico (Rang et al.,, 2007; Goodman; Gilman, 2007). Os principais agentes
antiinflamatérios sdo representados pelos antiinflamatorios ndo esteroidais (AINES) e
glicocorticoides (Rang et al., 2007).

Atualmente, varios medicamentos encontram-se disponiveis para uso clinico como
analgesicos e/ou antiinflamatdrios, como os corticosteroides, os opioides e os AINEs. Os
glicocorticoides possuem grande amplitude de a¢bes farmacoldgicas, dentre elas, seus efeitos
antiinflamatérios e imunosupressores, inibindo tanto as manifestacfes iniciais quanto as
tardias do processo inflamatério (Adcock et al., 2005). Apesar destas classes de substancias
apresentarem excelentes propriedades antiinflamatérias (com excecdo dos opioides) e serem
utilizadas na terapéutica clinica, seu uso produz importantes efeitos colaterais. Tal fato
encoraja a busca por substancias com menos efeitos indesejaveis e com maior seletividade de
acdo antiinflamatdria e/ou analgésica.

Os corticosteroides constituem a terapia antiinflamatoria mais eficaz para muitas
doencas inflamatorias crénicas, como asma. Os corticoides tém sido considerados como
agentes inibidores da producdo de prostaglandinas, pela acdo inibitéria que exercem sobre a
PLA,, por meio da liberacdo de lipocortina-1, que é um mediador protéico antiinflamatério. O
resultado final da acdo destes antiinflamatdrios é a parcial ou total reducdo da liberacdo dos
mediadores pré-inflamatérios. A lipocortina-1 atua sequestrando o substrato fosfolipidico,
além de inibir diretamente a PLA,. Os glicocorticoides exdgenos inibem também a expressdo
da COX-2, reduzindo a geracdo de prostanoides nas células inflamatorias, porém exercem
pouco ou nenhum efeito sobre a enzima constitutiva COX-1 (Barnes, 1993; Ong et al., 2007).

No mecanismo cléssico de acdo, os glicocorticoides se ligam a um receptor localizado
no citoplasma das células-alvo, atraveés de sua porcdo carboxi-terminal. O receptor de
glicocorticoide (RG) inativado esta ligado a um complexo protéico que inclui duas proteinas

termolabeis de 90 kDa (hsp 90), uma imunofilina de 59 kDa e vérias outras proteinas. Apés a
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ligacdo entre o RG e o glicocorticoide, ocorre a dissociacao das hsp90, expondo dois sinais de

localizagd@o nuclear, e permitindo que o complexo ativado se mova rapidamente para dentro
do nucleo e se liga ao DNA. Dentro do nucleo, o complexo RG-glicocorticoide se liga a sitios
de ligagdo no DNA chamados elementos de resposta de glicocorticoides (ERG) (Damiani et
al., 2001).

Em relacdo aos AINEs, sua principal molécula-alvo é a enzima COX. A inibicdo da
atividade das COXs (COX-1 constitutiva, COX-2 induzida, ou ambas) € um dos principais
mecanismos de acdo de diversos farmacos, analgésicos e antiinflamatorios, especialmente os
AINEs como o &cido acetilsalicilico (aspirina®) e a indometacina. Desta forma, seu efeito
prostaglandina E2 (PGE2), PGD2 e PGI2, bem como dos tromboxanos (TXs) (Safayhi, 1997;
Fitzgerald, 2003).

Como a COX-2 é uma enzima expressa por células envolvidas em processos
inflamatdrios, foi correlacionada como sendo a maior responsavel pela producdo de
prostanoides nos processos inflamatorios e dolorosos. Assim, foram desenvolvidos inibidores
seletivos da COX-2 de primeira geragéo, incluindo o celecoxib (Celebrex®; Pharmacia), e 0
rofecoxib (Vioxx®; Merck) que foram aprovados pela “Food and Drug Administration”
(FDA) para o tratamento da artrite (Fitzgerald, 2003). Foram desenvolvidos também o0s
inibidores seletivos para COX-2 de segunda geracdo como o valdecoxib® (Bextra; Pfizer),
etoricoxib® (Arcoxia; Merck) e o lumiracoxib® (Prexige; Novartis) (Fitzgerald, 2003).

Entretanto, um estudo demonstrava que o0 Vioxx® pode causar sérios eventos
cardiovasculares como ataque cardiaco e infarto (Bombardier et al., 2002). Apesar disto, a
comercializacdo do Vioxx® continuou e ap6s 18 meses de uso continuo, varios individuos
experimentaram o0s eventos cardiovasculares descritos anteriormente. Fitzgerald (2003)
demonstrou que rofecoxib e o celecoxib reduziam alem dos niveis de PGE2, os niveis de
prostaciclina (PGI12).

Anteriormente, a producdo da PGI2 parecia ser realizada somente pela COX-1,
entretanto esta proposicdo estava completamente errada, uma vez que foi demonstrado que a
COX-2 ¢ a principal produtora de PGI2 (Fitzgerald, 2004). A PGI2 pode causar inibicdo da
agregacdo plaquetaria, indugdo da vasodilatacdo e prevencdo a proliferacdo cardiovascular em
células musculares lisas in vitro. Os inibidores ndo seletivos de COX inibem tanto sintese de
PGI2 como também de tromboxano A2, enquanto que os inibidores seletivos da COX-2
inibem somente a producdo da PGI2. A producdo de tromboxano A2 fica intacta podendo

induzir a agregacao plaquetaria, vasoconstricdo e proliferacdo vascular. Em longo prazo a
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reducdo da PGI2 e o0 aumento da tromboxano devem predispor os pacientes ao risco de infarto

do miocardio e outros problemas cardiovasculares. Assim, a Merck anunciou a retirada
voluntaria do mercado, em todo o mundo, do medicamento Vioxx®, indicado para o
tratamento da artrite e dor aguda.

Por outro lado, o mecanismo pelo qual atuam os farmacos antiinflamatérios
esteroidais, como a dexametasona e a hidrocortisona, esta relacionado principalmente a
inibicdo da migracdo celular para a &rea afetada, atraves da supressdo da expressdo de
moléculas de adesdo, ou da inducdo da sintese de uma proteina inibidora de fosfolipase A2
(enzima responsavel pela liberacdo de &cido araquidénico e consequentemente da ativacédo da
producdo de PGs, tromboxano e leucotrienos) a anexina-1 (também conhecida como
lipocortina). Um outro mecanismo de acdo dos corticosteroides ocorre atraves da ativacdo de
receptores nucleares para glicocorticoides que regulam a transcricdo de alguns genes de
resposta primaria, incluindo os que expressam a COX-2 e o sintase éxido nitrico. O complexo
esteroide-receptor também é capaz de promover inibicao da transcricao de um grande nimero
de citocinas envolvidas na inflamacao crénica, destacando-se principalmente a interleucina- 1
(IL-1) e o fator de necrose tumoral (TNF-a). Além disso, os corticosteroides podem ainda
promover uma repressdo da sintese dos receptores das citocinas, como dos receptores da IL-2
(Barnes; Adcok, 1993; Flower; Rothwell, 1994; VVane; Botting, 1998; Millan, 1999).

Assim, outros mecanismos de acdo podem ser evidenciados para farmacos analgésicos
e antiinflamatdrios como: 1) atuacdo como falsos substratos: analogos de precursores naturais
dos acidos graxos podem servir de inibidores competitivos da formacdo de PGs e produtos da
acao das lipoxigenases; 2) Atuacdo em receptores de mediadores inflamatdrios; 3) blogueio
de canais de calcio ou inibindo a calmodulina, diminuindo, assim, a liberacdo de acido
araquidonico e sua consequente metabolizacdo; 4) inibicdo de espécies reativas de oxigénio e
de nitrogénio e a peroxidacdo lipidica; 5) atuacdo também por imunossupressao ou por
imunoestimulacdo, estimulando a fagocitose e assim, promovendo aumento da remocao de
moléculas que provocam danos ao tecido afetado (Barnes; Adcok, 1993; Flower; Rothwell,
1994; Vane; Botting, 1998; Millan, 1999).

4.3.1 Antiinflamatorios ndo-esteroidais
Estima-se que, somente nos Estados Unidos, aproximadamente 50 milhdes de pessoas

aplicam em torno de 5 a 10 bilhGes de ddlares por ano no consumo de antiiflamatorios ndo
esteroides (Dubois et al.,1998).
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Os farmacos antiinflamatorios ndo-esteroides (AINES) inibem as enzimas

cicloxigenase e sdo usados para gerenciar uma variedade de condicGes agudas e cronicas
associadas a dor e/ou inflamacéo. Todos 0S AINEs inibem
as enzimas COX 1 e 2, mas a maioria dos AINEs, que tém sido desenvolvidos nos ultimos
anos mostram uma maior atividade como inibidores da COX 2. Estes AINEs mais recentes
sdo frequentemente referidos como inibidores seletivos COX-2 ou simplesmente como
"coxibes" (Vane; Botting, 1995).

Todos os AINEs, incluindo os farmacos tradicionais ndo-seletivos da subclasse dos
inibidores seletivos da cicloxigenase-2 (COX-2), sdo antiinflamatorios, analgésicos e
antipiréticos. Os AINES constituem um grupo quimicamente heterogéneo de acidos organicos
gue compartilhnam de determinadas acOes terapéuticas e efeitos adversos. A aspirina® também
inibe a enzima COX, mas de uma forma molecularmente distinta da competitiva, reversivel,
inibidores de sitio ativo e muitas vezes sdo distinguidas dos AINEs. Da mesma forma, o
paracetamol, que é antipirético e analgésico, mas desprovido de atividade antiinflamatoria,
também se convencionou segregado do grupo apesar da sua partilha na atividade de AINE
com outras ac¢Oes pertinentes para a sua a¢do clinica in vivo (Vane; Botting, 1995).

As prostaglandinas sdo liberadas sempre que as células sdo danificadas, e aspirina® e
tNSAIDs inibem sua sintese em todos os tipos de células. No entanto, a aspirina® e o
tNSAIDs geralmente ndo inibem a formacdo de outros mediadores inflamatérios, incluindo
eicosanoides, tais como os LTs. Embora os efeitos clinicos desses farmacos sdo explicaveis
em termos de inibicdo da sintese de prostaglandinas, importantes diferencas inter e intra-
individual na resposta clinica sdo conhecidas. Em concentragdes mais elevadas, AINES
também sdo conhecidos por reduzir a producdo de radicais superdxido, induzem apoptose,
inibe a expressao de moléculas de adesao, diminuicdo de 6xido nitrico sintetase, diminuicdo
de citocinas pro-inflamatoérias (por exemplo, TNF-a, IL-1), modificam a atividade dos
linfdcitos, e alteram as funcdes da membrana celular. No entanto, ha opinides divergentes
sobre se essas agBes podem contribuir para a atividade antiinflamatéria dos AINES nas
concentracdes realizadas durante o tratamento (Carvalho et al., 2004). Assim, doses
terapéuticas de aspirina® e outros AINEs reduzem a biossintese de prostaglandinas pelo
blogueio da COX, e ndo ha uma correlacdo razoavelmente boa entre a poténcia dos inibidores
da COX e atividade antiinflamatéria (Carvalho et al., 2004).

Atualmente, sabe-se que existem trés isoformas de ciclooxigenase, chamadas de
ciclooxigenase-1 (COX-1), ciclooxigenase-2 (COX-2) e a ciclooxigenase-3 (COX-3)

(Botting, 2000). A primeira (COX-1) € expressa constitutivamente na maioria das células,
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independente de estimulo lesivo, presente em condi¢es fisiologicas principalmente nos vasos

sanguineos, plaquetas, estdbmago e rins. A COX-2 ndo é encontrada normalmente, mas pode
ser induzida na presenca de citocinas (interleucina-1, interleucina-2 ¢ do fator a de necrose
tumoral), ésteres do forbol, fatores de crescimento e endotoxinas, sendo expressa
caracteristicamente por celulas envolvidas no processo inflamatorio, como macrofagos,
monocitos e sinovidcitos. Por outro lado, a expressdo da COX-2 pode ser inibida por
glicocorticoides, interleucina-4, interleucina-13 e interleucina-10, enquanto que a
prostaglandina E2 (PGE2) promove regulacdo crescente (up-regulation) na expressao da
COX-2 (Carvalho et al., 2004). A COX-3 possivelmente uma variante da COX-1 (pois €
derivada do mesmo gene dessa isorforma), encontra-se distribuida principalmente no cértex
cerebral, medula espinhal e coracdo, sendo mais sensivel ao acetaminofeno (paracetamol) do
que a COX-1 e COX-2. Postulou-se que a inibicdo da COX-3 poderia representar o
mecanismo central priméario pelo qual os farmacos analgésicos e antipiréticos do tipo AINEs
desenvolveriam suas atividades de reducéo da dor e da febre (Chandrasekharan et al., 2002).

A aspirina® e os AINEs inibem as enzimas COX e a producéo de prostaglandinas, que
n&o inibem as vias lipoxigenase do metabolismo do AA e, portanto, ndo suprimem a formacéo
de LT. A aspirina® modifica covalentemente COX-1 e COX-2, inibindo a atividade da COX
irreversivel. Este € um importante distincdo de todos os AINES, porque a duracdo dos efeitos
da aspirina® esta relacionada com a taxa de rotatividade da COX em tecidos diferentes do
alvo. A duracdo do efeito dos AINEs ndo-aspirina, que inibem competitivamente os sitios
ativos das enzimas COX, diz respeito mais diretamente ao curso do tempo de disposi¢do do
farmaco. Assim, as consequéncias da inibicdo da COX plaquetaria (COX-1) passa para a vida
da plaqueta. A Inibicdo da formacdo de COX-1 plaquetéaria dependente de TXA,, portanto, é
cumulativo com doses repetidas de aspirina® (pelo menos téo baixo quanto 30 mg/dia) e leva
cerca de 8-12 dias (o tempo de giro de plaquetas) para recuperar, uma vez que a terapia for
interrompida (Vane; Botting, 1995).

Todos os AINE, incluindo inibidores selectivos seletivos de COX-2, sdo antitérmicos,
analgesicos e antiinflamatorias, a excecdo € o paracetamol, que € antipirético e analgésico,
mas € desprovido de atividade antiinflamatoria (Goodman; Gilman, 2007). Quando utilizados
como analgésicos, esses farmacoss normalmente sé sdo eficazes contra a dor de intensidade
baixa a moderada, tais como dor de dente. Embora a sua eficacia maxima é geralmente muito
menor do que os opioides, os AINEs tém a depressdo respiratdria e do desenvolvimento de
dependéncia fisica vistos com o0s opiaceos. Os AINEs ndo mudam a percep¢do das

modalidades sensoriais além da dor. Dor cronica pds-operatéria ou dor decorrente da
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inflamacéo € bem controlada particularmente pelos AINES, enquanto que a dor decorrente das

visceras ocas geralmente ndo é aliviada. Uma excecdo a isso € a dor menstrual. Os AINES
encontram a sua aplicagéo clinica como chefe de agentes antiinflamatdrios no tratamento de
lesBes musculo-esqueléticas, como a artrite reumatoide e osteoartrose. Em geral, os AINEs
proporcionam apenas alivio sintomatico da dor e inflamagcdo associada com a doenca
(Goodman; Gilman, 2007).

4.4 Consideragdes sobre a importancia dos produtos naturais marinhos

Os produtos naturais tém sido a maior fonte de inspiracdo para diversas areas da
qguimica e da ciéncia de um modo geral. Usando, copiando ou modificando as moléculas
sintetizadas pelos seres vivos, o0 homem tem obtido inovag¢fes para o seu beneficio em
diversas areas e, entre elas, a producdo de farmacos. Sabe-se que 0s organismos terrestres sao
0S responsaveis por quase a totalidade dessas substancias, porém, apesar da infinita
diversidade vegetal e de todo seu potencial biologico agregado, novas fontes de produtos
naturais vém ganhando destaque nas Ultimas décadas (Kossuga et al., 2007). Neste contexto, 0
oceano, um macro ambiente equilibrado, auto-suficiente e relativamente pouco explorado,
causou efeito profundo na quimica de produtos naturais. Este ambiente tornou-se alvo de
pesquisas visando a descoberta de substancias potencialmente bioativas para fins terapéuticos
(Felicio et al., 2008).

Até os anos 50, este ecossistema escapou do interesse dos cientistas de produtos
naturais, entretanto, desde a descoberta dos nucleosidios com atividade antiviral,
espongourina e espongotimidina, isolados da esponja Tethya crypta (Bergmann; Feeney,
1951) os produtos naturais de origem marinha vem despertando o interesse de companhias
farmacéuticas e instituicGes de pesquisa acerca das possiveis propriedades farmacolédgicas dos
produtos naturais de origem marinha (Proksch et al., 2003; Barreiro; Fraga, 2008). Esses
nucleosidios tiveram sua participacdo histérica no desenvolvimento de farmacos de origem
marinha visto que ambas inspiraram a sintese de moléculas como a citosina arabinosidio [ara-
C (Citarabina®)] e a adenina arabinosidio [ara-A (Vidarabina®)], farmacos com acOes
anticancer e antiviral, respectivamente, e que serviram como moléculas prototipas na sintese
do farmaco anti-HIV, azidotimidina ou AZT (Suckling, 1991).

Apesar do reduzido numero de farmacos de origem marinha, a diversidade quimica
desses produtos associada a pluralidade dos alvos terapéuticos oferece perspectivas

inovadoras na abordagem clinica de vérias patologias. Atualmente, existe um ndmero
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consideravel de substancias candidatas a farmacos em fase de testes pré-clinicos e clinicos

que podem reconhecer alguns alvos terapéuticos como canais iénicos, enzimas, microtubulos,
DNA, lisossomos, calmodulina, proteossomos, além de indugdo de estresse oxidativo e
modulacdo do sistema imunolégico, o que ressalta o potencial destas moléculas na cura de
doencas (Quadro 1). Desta forma, as conquistas e o progresso da pesquisa de produtos
naturais marinhos ja fazem honrado o seu lugar na industria farmacéutica, e a promessa de
farmacos de origem marinha tornou-se, definitivamente uma realidade (Costa-Lotufo et al.,
2009).



Quadro 1. Farmacos de origem marinha atualmente comercializados (Fonte: Costa-Lotufo et al., 2009)
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Farmaco

Organismo marinho

Mecanismo de acao

Utilizado

Isolado da  ascidia
mediterrénea Amplidium

albicans.

Inibicdo da sintese de DNA e proteinas, levando
ao bloqueio da divisao celular, e enfraquecimento
da angiogénese tumoral pela diminuicdo da
secrecdo de VEGF e da expressdo do receptor
VEGF-rl e a inibicho da enzima ornitina-
descarboxilase. Inducdo de apoptose celular por

diversas vias.

Comentarios:  desenvolvido pela indUstria

farmacéutica PharmaMar.

- tumor de estdmago, péncreas, bexiga

Kahalalido F

Isolado do  molusco

Elysia rufescens.

Alteragcdo da funcdo basal da membrana dos
lisossomos, induzindo morte celular por oncose.
Comentarios:  desenvolvido pela indUstria

farmacéutica PharmaMar.

- carcinoma hepatocelular, melanoma
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Discodermolido

Isolado da  esponja
marinha  Discordemia
dissoluta.

Estabiliza os microttbulos levando a parada na fase G2
do ciclo celular, seguido de morte celular por apoptose.

Comentarios:desenvolvido pela indUstria farmacéutica

Novartis Pharmaceuticals.

- tumores sélidos

OH

H3C|:HEC]I14)Y

NH5*Cr

Espisulosina

Isolada  do  molusco
Mactromeris.

Desestabilizacdo  dos  flamentos de  actina,
possivelmente devido a interagdo com receptores de
esfngolipideos e modulagéo de

proteinas Rho.

Comentarios: desenvolvido pela industria
farmacéutica PharmaMar.

- tumores sélidos

Zalypsis

Isolada  do  molusco
Jorunna funebris

Liga-se ao DNA e induz acimulo de células nas fases
G1/GO0, seguido de morte por apoptose, sem, contudo,

ativar o ponto de checagem de “dano em DNA”.

Comentarios: desenvolvido pela industria
farmacéutica PharmaMar.

- tumores de mama, préstata, estbmago e

linfoma




44

= MH N=",
HN S L

Dicetopiperazina

Isolado da alga
Aspergillus SP.

Bloqueio da polimerizagdo da B-tubulina soltvel no
citosol com notdéria seletividade para células
endoteliais imaturas em proliferagdo, responsaveis pela

neovascularizacéo tumoral.

Comentarios: desenvolvido pela industria
farmacéutica Nereus Pharmaceuticals.

- linfomas e tumores sélidos avangados

Isolada do actinomiceto
marinho Salinospora

tropica.

Inibicdo irreversivel da funcdo catalitica das 3
subunidades (CT-L, C-L e T-L) do proteossomo 20S.

Comentarios: desenvolvido pela industria

farmacéutica Nereus Pharmaceuticals.

- tumores do péancreas, melanona e

mielomas multiplos

d
B-lactona salinosporamida A
HOOH
@% o &
HO :
OH 7 ™CHa)sCH
O HN f._)lfl 2)24CH3
(CHZ)43CHy
OH

KRN7000

Isolado da esponja
marinha Agelas

mauritianus.

Modula a resposta imune ativando e estimulando o
crescimento de células natural killer.

Comentarios: desenvolvido pela industria
farmacéutica Kirin Brewery Pharmaceuticals.

- mieloma e tumores sélidos
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A historia do estudo de produtos naturais marinhos demonstra que por volta de 1960

houve um grande investimento por parte das industrias farmacéuticas na busca de substancias
bioativas a partir dos organismos que vivem nos oceanos. Além da popularizacdo do
mergulho autdbnomo e do desenvolvimento de equipamentos para coleta em maiores
profundidades, a descoberta de grandes quantidades de prostaglandinas em um octocoral
(Plexaura homomalla) despertou o interesse nas pesquisas em produtos naturais marinhos
(Weinheimer; Spraggins, 1969; Valmsen et al., 2001; Schneider et al., 2002).

Pode-se dizer que a quimica de produtos naturais marinhos era incipiente na década de
1970, que se desenvolveu rapidamente nos anos 80 e amadureceu na década passada. Em
1975 ja existiam trés linhas paralelas de pesquisa: estudo de toxinas marinhas, de substancias
com potencial medicinal e de quimica na ecologia marinha (Faulkner, 2000).

No inicio desses estudos houve grandes interesses por toxinas marinhas, devido a alta
toxicidade por organismos marinhos encontrada pelas tropas americanas no Pacifico durante a
Segunda Guerra Mundial. Mas, apo0s trés décadas de pesquisa, observam-se substancias com
atividade cardiovascular, antiviral, antitumoral, antimitotica, antifungica, citotdxica,
neurotoxica, antiinflamatoria e antibidtica (Kelecom, 1991).

Em relacdo as toxinas, poucas sdo usadas com fins medicinais, mas principalmente
como ferramentas em estudos neurofisiolégicos e em pesquisas moleculares de
neuroreceptores. A tetrodotoxina (TTX), isolada primeiramente do ovario de um peixe, Fugus
rubipes (Yokoo, 1950), mas caracterizada como de origem bacteriana (Yasumoto et al., 1989)
e a saxitoxina (STX), obtida do mexilhdo Saxidomus giganteus (Schuett; Rapoport, 1962),
mas proveniente da dieta com um dinoflagelado Gonyaulax spp. (Hashimoto, 1979) séo
exemplos de neurotoxinas marinhas ndo proteicas que blogueiam canais de sddio
especificamente, promovendo paralisia do sistema nervoso periférico (Shimizu, 1978).

Outras potentes toxinas séo as palitoxinas poli-hidroxiladas com acdo blogueadora de
canais ionicos (Kaul, 1981) isoladas do zoantideos do género Palythoa (Moore; Scheuer,
1971); as latrunculinas, macrolideos citotoxicos isolados de esponjas (Kashman et al., 1985);
a lofotoxina, diterpeno com efeito paralisante proveniente de um celenterado; o glicosideo
esteroidal com atividade ictiotoxica e repelente de tubardo isolado do peixe Pardachirus
pavoninus (Tashibana et al., 1984); os alcaloides ind6licos neurotdxicos do tipo surugatoxina
isolados do molusco Babylonia jap6nica (Kosuge et al., 1982), mas de origem bacteriana
(Kosuge et al., 1985) e uma serie de saponinas neurotoxicas produzidas por estrelas-do-mar e

pepinos-do-mar (Burnell; Apsimon, 1983).
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Ja em relacdo as substancias com atividades cardiovasculares, as esponjas marinhas

séo as maiores fontes destes metabdlitos. A atividade vasodilatadora é associada a uma série
de alcaloides 1-oxo-quinolizidina, as xestoesponginas (Endo et al., 1986) e aos nucleosidios
doridosina, isoguanisina e espongosina (Kaul, 1982). Ainda com relacdo a atividade anti-
hipertensiva temos o 12-epi-escalaradial, um sesterpeno isolado da Hyrtios erecta (Quinn et
al., 1980). Outros celenterados produzem compostos cardiotoxicos como as palitoxinas (Kaul,
1981) e o0 &cido subergorgico (sesquiterpeno) da gorgdnia Subergorgoia suberosa (Groweiss
et al.,, 1985). Utilizando os extratos de Ulva lactuca, Caulerpa peltata, C. racemosa,
Chaetomorpha linum, entre outras espécies descobriu a atividade inseticida sobre o controle
da maléria, filariose, dengue e febre amarela (Thangam; Kathiresan, 1991), destaca-se a
fucoidana proveniente de Macrocystes pyrifera, com atividade antitumoral (Mayer; Hamann,
2005; Yamamoto et al., 1974), glicosidios esteroidais isolados da alga verde Codium iyengarii
Borgesen com atividade antibacteriana (Ali et al., 2002) e extratos de Amansia multifida
também com atividade antibacteriana (Lima-Filho et al., 2002).

O aumento das fundacdes para a pesquisa do cancer e os desafios para um tratamento
eficiente para infecgdes por herpes e para a AIDS levaram a descoberta de grande nimero de
substancias de origem marinha com atividades antitumorais, citotoxicas, antivirais e
promotoras de tumores. Atualmente esta é a area que mais vem crescendo na quimica de
produtos marinhos (Mayer; Lehmann, 2001). Entre muitas substancias ja descobertas, temos

alguns exemplos classicos apresentados no quadro 2.

Quadro 2: Organismos marinhos com atividades antitumorais, citotdxicas, antivirais e promotoras de tumor.

Organismos Substancias ativas Referéncias
espongotimidina
Esponja espongogouridina Cohen, 1963
ara A
Antitumoral Octoco_rgl _ punaglandinas Baker; Erspamer, 1963
Telesto riisei clavulonas

Iguchi et al., 1986

Clavularia inflata bromo-indovulonas
Brlozoa_l . briostatina-1 Pettit et al., 1982
Bugula neritina
Tunicado . . .
Trididdemnum solidum didemnima-B Rinehart et al., 1981
Tunicado eudistominas Munro et al., 1989
Esponja . -
Mycale SP micalamida-A Perry et al., 1988
Antiviral Tunicado eudistomina-C Rinehart, 1989
Esponja . -
Mycale SP micalamida-A Munro et al., 1989
Esponja avarol Minale et al., 1974
Dysdea avara
Citotoxica Tunicado didemnima-B Rinehart et al., 1981

Trididdemnum solidum




47

Esponja avarol Minale et al., 1974
Dysdea avara
Promotora de Dinoflagelado acido ocadaico Suganuma et al., 1988
tumor Alga verde-a}zulada Lyngbya lingbitatoxina-A Cardinellaetal., 1979
majuscula

Muitas substancias de origem marinha possuem mais de uma atividade. Os derivados
prolina do acido cainico e do &cido domoico, ambos isolados primeiramente de uma alga
vermelha (Murakami et al., 1953; Takemoto et al., 1966) possuem atividade anti-helmintica.
O é&cido cainico é utilizado como modelo experimental para doenca de Huntington (Scheuer,
1989). J& o é&cido domdico é um potente agonista glutamatérgico induzindo sintomas
neurolégicos, como a amnésia (Hockin, 1989).

Em relacdo a substancias com atividade antiinflamatoéria, novos compostos tém sido
descobertos. O sesterpeno manoalido, da esponja Luffariella variabilis (De Silva; Scheuer,
1980), inibiu a sindrome induzida por fenilquinona (Jacobs et al., 1985) e mostrou-se mais
potente que a indometacina, mas menos que a hidrocortisona e atua inibindo irreversivelmente
a enzima fosfolipase A. Similarmente, as pseudopterosinas, uma série de diterpenos
glicosilados da gorgbnia Pseudopterogorgia elisabethae (Look et al., 1986), exibiram
atividades antiinflamatorias e analgésicas (Fenical, 1987).

O estudo de substancias quimicas produzidas pelas espécies marinhas € uma
ferramenta fundamental para a compreensdo da evolucdo e da manutencdo das comunidades
marinhas nos diferentes oceanos (Hay; Fenical, 1997). Apesar de haver estudos em ecologia
quimica terrestre, somente no inicio dos anos 80 é que o papel ecoldgico de substancias
organicas do ambiente marinho comecou a ser desvendado (Paul, 1992; Pawlik, 1993; Hay,
1996; Millar; Haynes, 1998). Este caminho antevé que as maiores contribui¢cdes para o futuro
vao resultar dos estudos associados entre microorganismos marinhos e biotecnologia, levando

para a comunidade cientifica o potencial dos oceanos (Kelecom, 1991).

4.4.1 ConsideracOes Gerais Sobre Algas

O termo algas, lato sensu, compreende um agrupamento artificial de organismos que
tém muito pouca coisa em comum a ndo ser o fato de serem predominantemente aquaticos.
Por esta razéo sdo grupos polifiléticos e ndo constituem uma categoria taxondmica definida,
mas sim um amontoado de categorias dispares, tdo diversas que chegam a ser classificadas em

2 ou 3 reinos diferentes, tradicionalmente conhecidos como monera, protista e plantae, ou
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ainda com diferentes denominacfes em outros sistemas apoiados em dados de biologia

molecular (Sogin et al., 1989; Bhattacharya; Medlin, 1998).

Neste ambiente aquatico, as algas podem fazer parte dos bentos (individuos fixos no
substrato) ou plancton (individuos suspensos na agua). A faixa litoranea que as algas bénticas
habitam pode estar dividida em: supralitoral, mesolitoral e infralitoral. O supralitoral
corresponde a faixa mais alta do litoral, nunca ficando submerso. O mesolitoral pode estar
temporariamente descoberto nas marés-baixas. Ja o infralitoral corresponde a faixa que nunca
fica exposta ao ar (Horta, 2000).

As algas seriam 0s organismos mais antigos do planeta, havendo evidéncias de sua
existéncia no periodo pré-cambriano (3,5 bilhGes de anos, aproximadamente). As algas
possivelmente foram as responsaveis pela producdo e acimulo de oxigénio na atmosfera
primitiva e hoje se sabe que sdo organismos que deram origem a todos os outros vegetais
existentes atualmente (Horta, 2000).

Harvey (1836) classificou as algas baseando-se na sua composicdo pigmentar e esta
persiste até hoje. Dentre as principais linhagens eucarioticas podemos citar: Chlorophyta
(algas verdes), Euglenofita (alga flagelada), Rhodophyta (algas vermelhas) e Phaeophyta
(algas pardas), Bacillariofita (diatomé&ceas) e Dinofita (dinoflagelados). Além da classificagdo
proposta por Harvey, temos o sistema de classificacdo baseado na distribui¢do dos pigmentos

e 0s produtos de reserva (quadro 3) (Lee, 1989).

Quadro 3: Distribuicdo dos pigmentos e produto de reserva nas diferentes divisdes de algas.

3 PRODUTOS
DIVISAO CLOROFILA PIGMENTO DE RESERVA

Chlorophyta ab carotenoides e xantofilas amido
(verdes)

Rhodophyta ad carotenoides amido das florideas

(vermelhas)

Phaeophyta ac fucoxantina Oleos e polissacarideo
(pardas)

Fonte: Lee, 1989

O gréafico 1 demonstra o nimero de espécies encontradas nos estados do litoral
brasileiro, acrescido de Atol das Rocas (RO), Arquipélago de Fernando de Noronha (FN) e
Ilha Trindade (TR). As espécies foram agrupadas conforme a classificagdo proposta por
Harvey (1836).
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Grafico 1: Distribuicdo dos tdxons de algas no litoral brasileiro.
Fonte: Figueiredo et al., 2008

4.5 Consideragdes sobre a Familia Caulerpaceae o género Caulerpa (J. V. Lamour)

Durante muitos anos a familia Caulerpaceae foi incluida na ordem Siphonales até que
Feldmam (1946), baseando-se na morfologia das plantas e da parede celular, divide as
Siphonales em Caulerpales e Eusiphonales (Brayner et. al., 2008). Os trabalhos mais recentes
consideram Caulerpaceae como membro de Bryopsidales (Oliveira et al. 2005; De Clerk et al.
2005; Wynne 2005).

A familia Caulerpaceae abriga, atualmente, os géneros Caulerpa e Caulerpella
(Brayner et. al., 2008). Por apresentar apenas uma espécie, o género Caulerpella tem pouca
contribuicdo nos estudos da familia Caulerpaceae, sendo o género Caulerpa amplamente
estudado e responsavel pelos dados da familia. O género Caulerpa foi proposto por J.V.
Lamouroux em 1809 permaneceu, por quase dois séculos, desde a sua validagcdo por Kutzing
(1843), como o Unico género da familia Caulerpaceae, porém Prud’homme e Lokhorst
(Wynne, 2005) propuseram um novo género para esta familia, nomeado Caulerpella. Este
novo género se diferencia de Caulerpa, segundo os autores, por apresentar reproducdo nao
holocérpica, pois apresentava ramos especiais para a producdo de células reprodutivas que
eram separados do restante do talo por uma parede celular (Brayner et. al., 2008).

O género Caulerpa compreende espécies morfologicamente complexas, cujos limites
de separacao tém sido bastante confusos, como podem ser expressos no quadro 4. Espécies de

Caulerpa distribuem-se em regides tropicais a subtropicais do mundo, mas algumas espécies
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se estendem no mar mediterraneo e em regides temperadas da Austrdlia (Figura 4)

(Kevekordes et al., 2006).

Quadro 4: Classificacdo Taxondmica da espécie Caulerpa racemosal.

Dominio Eucariota

Reino Plantae

Subreino Viridaeplantae

Filo (Diviséo) Chlorophyta

Classe Bryopsidophyceae

Ordem Bryopsidales

Familia Caulerpaceae (86 espécies)

Género Caulerpa

Espécie Caulerpa racemosa (Forsskal)
J. Agardh

Fonte: www.algaebase.org

Figura 4: Distribui¢do do género Caulerpa no mundo.
Fonte: http://www.discoverlife.org/mp/20m?kind=Caulerpa (acessado 18/10/2010)

No Brasil, o género Caulerpa estd representado por 38 taxons. Um estudo feito no
litoral pernambucano na costa de Pernambuco e Arquipélago de Fernando de Noronha
observou que esse género apresenta uma grande diversidade taxondmica. Este fato se justifica
porque a costa do referido Estado, se encontra inserida na regido tropical, considerada uma
das mais representativas em diversidade especifica do litoral brasileiro (Brayner et al., 2008).

As algas do género Caulerpa foram definidas como sendo formadas por tronco
cilindrico, horizontal, que originava rizoides para baixo e estruturas semelhantes a folhas para


http://www.algaebase.org/
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cima. O nome vem do grego e significa Caulus “tronco” e erpos “crescer ao longo do solo”. A

primeira espécie foi descrita por Samuel Gottlieb Gmelin em 1768 nas indias Orientais e
identitificada como Fucus sertularioides S.G. Gmel., hoje Caulerpa sertularioides (S.G.
Gmel.) M. Howe” (Barata, 2008). O género Caulerpa é caracterizado por possuir espécies que
apresentam talo com crescimento através de por¢des rizomatosas ou estoloniferas, das quais
partem, em direcdo oposta ao substrato, ramos eretos ou assimiladores de formas variadas e,
em direcdo ao substrato, filamentos rizoidais (Barata, 2008).

O ndmero de espécies de Caulerpa ¢ um dado controverso e varia bastante na
literatura. Dumay e colaboradores em 2002 considerou 100 espécies espalhadas pelo mundo,
sendo as espécies Caulerpa cupressoides, Caulerpa mexicana, Caulerpa racemosa e
Caulerpa sertularioides (Figura 5) as mais comuns no litoral brasileiro formando extensas
areas verdes na zona entre marés (Joly; 1965; Sze, 1997). Todas as espécies sdao marinhas,
ocorrendo no médio e infralitoral, geralmente em regides tropicais e subtropicais” (Barata,

2008).

Figura 5: Imagens das espécies de C. cupressoides (A), C. mexicana (B), C. sertularioides (C) e C. racemosa
(D) (Adaptado de Barata, 2008)

Para o Brasil sdo citadas 19 espécies de Caulerpa, além de 26 variedades e formas,
num total de 45 taxons infraespecificos conhecidos. Baseados em levantamentos floristicos
realizados em varios locais da costa do Brasil, é possivel observar que as espécies do género
Caulerpa parecem preferir as dguas quentes da regido tropical do pais, sendo que a maioria
das espécies se encontra concentrada nos estados da regido nordeste (Barata, 2008).
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4.6 Levantamento quimico e famacologico do género Caulerpa J.V. Lamour.

Segundo levantamento realizado no banco de dados NAtural PRoducts ALERT
(NAPRALERT), em abril de 2009, ndo sdo encontrados relatos, na literatura, do uso na
medicina popular de espécies de Caulerpa. O género Caulerpa € composto por diferentes
classes de substancias, entretanto, as que apresentam maior prevaléncia sdo os alcaloides,
terpenoides e esteroides (Quadro 5). O composto marjoritario deste género é o alcaloide
ind6lico caulerpina (1), este por sua vez esta presente em vinte espécies, podendo citar C.
Ashmeadii, C. Lamourouxii, C. Lentillifera, C. Mexicana (Schwede et al., 1987), C. peltata
(Capon, et al., 1983.), C. racemosa (Ayyad; Badria, 1994.), C. sertulariodes (Raub et al.,
1987.; Xu et al., 1998). Estudos com as espécies C. ashmeadii, C. paspaloides, C. lentillifera,
C. racemosa var. Uvifera, C. sertulariodes, levaram ao isolamento de hidroxi-amidas, cuja
mistura é denominada caulerpircina (3) (Vest et al., 1983; Nielsen et al., 1982). Outros
compostos que apresentam relevancia no género, sao 0s sesquiterpenos caulerpenina (4),
metabolito majoritario da Caulerpa taxifolia (Amico et al., 1978) e flexilina (10) (Blackman;
Wells, 1978), o esteroide colesterol (6) (Xu et al., 1997), o esteroide R-sitosterol (7)
(Anjaneyulu et al., 1991), o colestenol (8), o diterpeno trifarina (5) (Paul; Fenical, 1985;
Handley; Blackman, 2001), o acido caulerpinico (2) e o 24-metil-colesterol (9).

Vaérios estudos tém demonstrado o potencial terapéutico de diversas espécies de
Caulerpa, isto é confirmado através de levantamento bibliografico, que mostra que os extratos
testados de muitas espécies apresentam um amplo espectro de atividades, incluindo atividade
antibacteriana (Albuquerque et al., 1983; Sridhar et al., 1984; Usmanghani et al., 1984; Perez
et al., 1990), atividade antifungica (Albuquerque et al., 1983; Usmanghani et al., 1984; Perez
et al., 1990), antiviral (Premanthan et al., 1994 ; Premanthan et al., 1995), atividade
antitumoral (Nakamura et al., 1997), atividade repelente (Thangam et al.,1993), atividade
anticrutaceo (Ara et al., 1999).

Os dados fitoquimicos foram compilados em um grafico demonstrando os relatos de

compostos isolados identificados no género Caulerpa e agrupados por classes (Grafico 2).



Quadro 5: Estruturas quimicas de compostos isolados de espécies do género Caulerpa

CO,H
(2) &cido caulerpinico

C. racemosa
C. sertularioides

(1) caulerpina
C. Ashmeadii
C. Lamourouxi
C. Lentillifera
C. Mexicana
C. peltata
C. racemosa
C. sertulariodes

AcO

NN = AcO
N OAC N x

(4) Caulerpenina (5) trifarina

C. prolifera C. br_owrﬂi
C. taxifolia C. trifaria.
C. trifaria

=

OAc

(3) caulerpicina
C. ashmeadii
C. paspaloides
C. lentillifera
C. racemosa

(6) colesterol

C. racemosa
C. taxifolia
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Fonte: NAPRALERT
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(7) B-sitosterol
C. racemosa

(8) colestenol

C. sertularioides

OAc

(20) flexilina

Tl

OMe

(9)24-metil, colesterol
C. sertularioides

54



55
COMPOSTOS QUIMICOS IDENTIFICADOS NO GENERO CALUERPA

y 34

Alcaldides Esterdides Fenilpropanodides Lipidios Terpenos Outros

Grafico 2 — Compostos quimicos identificados no género Caulerpa agrupados por classe.

4.7 Consideracdes Sobre a Espécie Caulerpa racemosa (Forssk.) J. Agardh

A espécie Caulerpa racemosa é encontrada no médio litoral, crescendo sobre a rocha
ou associadas a outras algas, apresentam talo verde claro, de consisténcia firme; ramos
assimiladores longos, cobertos, total ou espacadamente, por ramulos pedunculados, com &pice
dilatado e globoide, ou podem ser curtissimos, apresentando ramulos raros, algumas vezes
sésseis (Barata, 2008).

Segundo levantamento realizado por Barata (2008) esta macroalga Caulerpa racemosa
(Figura 6,7 e 8) é encontrada representada nos estados nordestinos do Piaui, Ceara, Rio
Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas e Bahia. Em nivel mundial relata-se a sua
existéncia no Oceano Pacifico Ocidental, Ilhas do Pacifico, Oceano Atlantico Ocidental, Ilhas

do Atlantico, Oceano indico, e Mar Mediterraneo.
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Figura 6. Caulerpa racemosa em seu hébitat Figura 7. Caulerpa racemosa inteira

Foto: George Emmanuel Cavalcanti de Miranda Fonte: http://www.algaebase.org/webpictures/Fig.88.jpg
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Figura 8. Ramulo de Caulerpa racemosa
Fonte: http://www.algaebase.org/search/images/detail/?img_id=36804esk=0

Na literatura sdo encontrados ensaios farmacolégicos que incluem testes
antibacterianos, antifangicos (Perez, 1990; Albuquerque, 1983; Usmanghani, 1984),
antileveduriformes (Perez, 1990; Albuquerque, 1983) e antiviral (Premanthan, 1995).

Thangam e Kathiresan (1993) relataram a atividade repelente contra 0 mosquito Aedes
aegypti do extrato acetato e fraca atividade citotdxica do extrato metandlico. Em estudo
realizado por Ara e colaboradores (1999) foi demonstrado que em testes para medir a DLsg
contra 0 microcrusticeo Artemia salina ndo apresentou atividade estatisticamente
significativa.

A literatura relata o isolamento de diversos compostos de C. racemosa, 0s quais estdo

relacionados no quadro 6.

Quadro 6. Compostos identificados na espécie Caulepa racemosa

CLASSE NOME DO COMPOSTO

Acido sulfénico Acido 3,3-dimetil propiénicosulfénio

Acido caulerpinico

Caulerpicina

Caulerpina

Acido monometil éster caulerpinico
Glicina-betaina

Taurobetaina

Alcaloides

Benzenoide 1,5-difenil-penta-1,4-dieno

Brassicasterol

Diidro Brassicasterol
Colesterol
24-metileno-colasterol
Trans-22-deidro-colesterol
Clerosterol

Clionasterol

Fucosterol

Poriferasterol

B-sitosterol

Esteroides
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Trans cinamil-1-fenil-2-propenil eter
Cinamil-3-fenil-1-propenil eter
Diidrocinamato de cinamil

Eter cinamilico

Fenilpropanoides

Proteina beta-alanina

Acido 10-ceto-3,7,11-trimetil dodecandico
Terpenos Cis-Fitol

Trans-Fitol

4.8 Caulerpina

A caulerpina (Figura 9), composto majoritario isolado de espécies de Caulerpa, é um
alcaloide bisinddlico que apresenta um anel ciclico extra de oito carbonos com dois grupos
carboxila entre os dois anéis indolicos que sdo incorporados, diretamente, dois grupamentos
ésteres, que sinteticamente podem ser convertidos através de reacdes bastante eficientes tanto
do ponto de vista sintético quanto da viabilidade na obtencdo de uma série de derivados
potencialmente ativos.

A estrutura da caulerpina foi primeiramente proposta (Aguilar-Santos, 1968, 1970), e
posteriormente revista por Maiti e colaboradores, 1978. Sua estrutura cristalina foi estudada
por Lu e colaboradores. O contetdo da caulerpina em Caulerpa sp. é de 15% para C.
lentilifera, de 5% para C. racemosa, 2% para C.microphysa e 8% para C. sertulorioides
(\Vairappan, 2004).

Existem opinides diferentes sobre a toxicidade da caulerpina. Os sintomas foram
observados apds a ingestdo do género Caulerpa (Aguilar-Santos e Doty, 1968). A caulerpina
apresentou baixa toxicidade no trabalho de Vidal e colaboradores (1984), onde os animais
foram monitorados durante 15 dias apds administracdo oral na dose maxima de 2g/kg em
estudo de toxicidade aguda gastrica, onde ndo houve diferenca significativa na variancia do
peso ou temperatura corporal entre os animais tratados e o controle, portanto a DLz deve ser
superior a essa dose. Apresentou uma moderada atividade antitumoral in vitro contra tumor da
coroa biliar (Ayyad e Badria, 1994), demonstrou atividade antibacteriana moderada contra 8
espécies de bactérias isoladas da superficie das algas (Vairappan, 2004) e o extrato acetato
bruto de C. racemosa apresentou citotoxicidade em células de melanoma humano, mas a
caulerpina isolada desse extrato ndo apresentou qualquer atividade tdxica (Rocha et al., 2007).
A caulerpina isolada da alga Laurencia majuscula apresentou atividade antifungica (Xu et al.,
2006) e também demonstrou ser reguladora do crescimento (Xu et al., 2006; Raub et al.,
1987; Huang, 2001).



Caulerpina

Figura 9. Estrutura quimica do alcaloide caulerpinaa
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Coleta e processamento do material botéanico

A alga verde C. racemosa (Forsskal) J. Agardh foi coletada na regido costeira do
Bessa (7°03'52"S / 34°49'51"W), Jodo Pessoa, Paraiba-Brasil, em Abril de 2008. A alga do
género Caulerpa foi cedida pela Professora Dra. Barbara Viviana de Oliveira Santos e pelo
Professor Dr. José Maria Barbosa Filho (ambos do Laboratorio de Tecnologia Farmacéutica
Professor Delby Fernandes de Medeiros — UFPB), coordenador do projeto: Rede
Interinstitucional de Algas Bentdnicas, Edital: n° do CEP -006443/2005-78 MCT-CNPg/MS-
SCTIE-DECIT/CT- Saude — N° 10/2006. Foi identificada pelo biélogo Dr. George Emmanuel
Cavalcanti de Miranda (Laboratorio de Algas Marinhas — LAM, Departamento de Sistemética
e Ecologia, Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa — PB).

A exsicata da espécie (JPB13999) encontra-se depositada no Herbario Lauro Pires
Xavier na Universidade Federal da Paraiba, Brasil. O extrato metanolico bruto (EMB), as
fases cloroformica, acetato de etila e n-butandlica, bem como o alcaloide caulerpina foram
extraidos no Laboratério da Professora Dra. Maria Célia de Oliveira Chaves do Laboratério
de Tecnologia Farmacéutica Professor Delby Fernandes de Medeiros — UFPB. Os ensaios
farmacoldgicos foram realizados no Laboratorio de Farmacologia e Imunidade do Instituto de

Ciéncias Bioldgicas e da Saude da Universidade Federal de Alagoas.

5.1.1 Obtencdo do Extrato Metanolico Bruto (EMB), das fases e caulerpina

A obtencdo do EMB e seu fracionamento, assim como o isolamento do alcaloide
indolico caulerpina foi realizado no Laboratoério de Tecnologia Farmacéutica Professor Delby
Fernandes de Medeiros — UFPB. Inicialmente, o material botanico de Caulerpa racemosa foi
desidratado a temperatura ambiente durante 72h, sendo entdo submetido a extragdo ao abrigo
da luz, sem sofrer trituracdo por moinho mecénico. O material desidratado (2.700g) foi
submetido a maceracéo a frio com metanol, que consiste em deixar a amostra em contato com
o metanol durante certo tempo (3 dias), apos esse periodo o solvente foi removido por
filtracdo e concentrado por rotaevaporacao, onde obteve 0 EMB (17g). Este foi submetido a
filtracdo a vacuo (particdo solido-liquido), utilizando solventes organicos de polaridades
crescentes como hexano, cloroformio, acetato de etila e n-butanol, respectivamente. As

solugdes extrativas foram concentradas em rotaevaporador, obtendo-se 0,13g da fase
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hexénica, 7,69 da fase cloroférmica, 3,29 da fase acetato e 2,4g da fase n-butandlica. Em

seguinda, parte da fase cloroférmica (3g) foi submetida a coluna de Sephadex LH-20,
utilizando-se sistema binério cloroférmio:metanol 1:1 como eluente, obtendo-se 36 fracdes as
quais foram reunidas ap6s cromatografia em camada delgada analitica (CCDA), de acordo
com a semelhanca de seus fatores de retencdo (Rfs). A fracdo 16/23 apresentou-se como
cristais de cor vermelho-alaranjado, sendo codificados como caulerpina (150mg).

O composto quando foi isolado, o passo sequencial foi a sua elucidacdo estrutural,
através de informacgdes espectrométricas, processos que exigem uma variabilidade muito
grande de técnicas sofisticadas. A avaliacao espectral foi feita através de Infravermelho (1V),
Ultravioleta (UV), Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) 1H, 13C, Espectrofotometro de
Massa (EM), RMN (NOE, COSY, DEPT, HMBC, HMQC, etc), permitindo assim propor a
estrutura molecular da substancia isolada, conhecida como caulerpina. Além disso, o uso de
cristalografia de raio X, quando possivel, foi realizado para avaliar a estereoquimica real do
composto bem como, o indice de refracdo e rotacdo Otica que possibilitou propor com

seguranca a estrutura moleculare (Lorenzo, 2010).

5.2 Triagem farmacolégica

A triagem foi feita em modelos experimentais com o EMB, as fases cloroférmica,
acetato de etila, n-butandlica e a caulerpina (contorcao induzida por acido acético, nocicepcao
induzida por formalina, ensaio de placa quente), mas devido ao baixo rendimento tanto do
EMB quanto das fases acetato de etila e n-butandlica ndo foi possivel realizar todos 0s
experimentos, pois a espécie C. racemosa encontrava-se em extin¢do no litoral Paraibano,
entdo, alguns experimentos foram realizados apenas com a caulerpina (teste de “rota rod”,
edema de orelha induzido por capsaicina, ensaio de peritonite induzido por carragenina e
ensaio de inibicdo de COX in vitro) ja que a mesma foi isolada da fracdo cloroférmio e esta
apresentou um bom rendimento. Apds a selegdo da substancia pura ativa foi realizado uma

analise do mecanismo de agéo farmacologico.
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5.3 Ensaios farmacoldgicos

5.3.1 Animais

Foram utilizados camundongos machos e fémeas da linhagem Swiss (25-30 Q),
adultos, com 6 a 8 semanas de idade. Os animais foram mantidos na sala de experimentos, na
temperatura de 24 °C, com ciclo claro 12 h -escuro 12 h com acesso continuo (ad libitum) a
racdo comercial e 4gua. Oito horas antes de cada experimento os animais receberam apenas
agua, a fim de evitar interferéncia com a absorcdo de alimentos. Os cuidados animais e 0s
protocolos de pesquisa estavam em conformidade com os principios e orientacbes para o
cuidado dos animais de laboratério e as normas éticas para investigaces de dor experimental
em animais conscientes (Zimmermann, 1983). Foram utilizados 6 animais por cada grupo e
estes receberam o EMB, as fases e a caulerpina, administrados por via oral e dissolvidos em
goma arabica (in vivo) ou dimetilsulféxido (DMSO) (para estudos in vitro), dependendo de
sua lipossolubilidade. As mesmas foram administradas 45 minutos antes dos testes in vivo.
Apos os experimentos foi feito deslocamento cervical dos animais. (Aprovacdo no CEP N°.:
006443/2005-78).

5.3.2 Reagentes, solucGes e farmacos utilizados

Para realizacdo dos experimentos foram utilizados: &cido acético P.A. glacial (Vetec);
Azul de Tripan (Sigma); Formaldeido P.A. (Vetec); Carragenina (Sigma); Panotico rapido
(Laborclin); goma arabica (Sigma Chemical) e Tween 80® (Sigma-Aldrich). Além disso, 0s
seguintes farmacos foram utilizados: dipirona sodica (100 pumol/kg, v.0) (Sigma-Aldrich),
indometacina (100 pmol/kg, v.0) (Merck), sulfato de morfina (15 pumol/kg, s.c.) (Cristélia,
BR) e diazepan (35,1 pumol/kg, i.p) (Sigma-Aldrich). O EMB, as fases, a caulerpina, bem
como os padrdes, foram suspensos em goma arabica 5% com auxilio de ¢.s do tensoativo
Tween 80® (in vivo) e DMSO (in vitro).

5.3.3 Ensaio de contor¢Bes abdominais induzidas por &cido acetico
O perfil da antinocicepgéo periférica foi avaliado por meio do ensaio de contor¢des

abdominais induzidas por acido acético em camundongos. O EMB, fases cloroférmio, acetato

de etila e n-butandlico, bem como caulerpina foram administradas por via oral, tendo como
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respectivos veiculos a goma arabica 0,5% e tween:agua (1:99, V/V). Quarenta minutos apds o

tratamento com o EMB, as fases (todos na dose de 100 mg/kg, v.0), a caulerpina e o farmaco
padrdo dipirona (ambos na dose de 100 umol/kg, v.0), foi realizada a administracéo de &cido
acético 0,1N (0,1mL/10g de peso) na cavidade peritoneal dos animais. Dez minutos apds a
injecdo, as contorcBes foram contadas durante 20 minutos. Foram feitos também controles do
acido acetico (controle positivo) (Koster et al., 1959, Coolier et al., 1968). Para a construgéo
da curva dose-resposta no ensaio de contor¢édo a caulerpina e a dipirona foram utilizadas nas
seguintes concentrac6es: 0,0001, 0,001, 0,01, 0,1, 1, 10 e 100 umol/kg, v.o.

5.3.4 Ensaio de nocicepcdo induzida por Formalina

Neste modelo os animais receberam uma injecdo de 20 pL de uma solugdo de
formalina 2,5% (v/v) (formaldeido diluido em salina) na face dorsal da pata traseira, quarenta
minutos apos o tratamento com o EMB, fases (todos na dose de 100 mg/kg, v.0), a caulerpina
e o farmaco padrdo indometacina (ambos na dose de 100 pumol/kg, v.0). Registrou-se o tempo
(segundos) que o animal permaneceu lambendo a pata (resposta ao estimulo doloroso). Com
base no padrdo de respostas foi possivel estabelecer dois periodos: fase neurogénica —
primeiros cinco minutos e fase inflamatdria — 15-30 minutos apds a injecdo. A porcentagem
de inibicdo da resposta foi calculada pela comparacdo com os animais controles e as fases
respectivamente correlacionadas a dor neurogénica e a dor inflamatéria (Hunskaar et al.,
1987, Tjolsen et al., 1992).

5.3.5 Ensaio da Placa Quente

A atividade antinociceptiva central foi avaliada através do teste da placa quente. Os
animais foram colocados sobre a placa aquecida (55 + 0,1 °C) e suas respostas ao estimulo
térmico (retirada e lambida das patas traseiras ou dianteiras) foram cronometradas. Foram
feitas duas medidas controle em intervalos de 30 minutos, estabelecendo-se o tempo de “cut-
off” (méaximo de permanéncia do animal na placa) de 10 segundos. Posteriormente, as fases
(100 mg/kg, v.0), a caulerpina (100 pumol/kg, v.0) e o farmaco padrdo morfina (15 umol/Kkg,
s.c) foram administrados e a relagcdo entre volume da suspensdo e o peso do animal foi
0,1mL/20g. Apo6s um intervalo de 30 minutos, novas medidas do tempo de resposta foram
registradas em intervalos de 30 minutos durante 2 horas (Kuraishi et al., 1983).
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5.3.6 Teste de “Rota rod"

Este método consiste em colocar camundongos sobre uma barra que gira a uma
velocidade constante e verificar a capacidade do animal equilibrar-se sobre a mesma. Vinte e
quatro horas antes do experimento, 0s animais eram treinados na barra giratéria (3,7 cm de
diametro, 16 rpm) até que eles permanecessem no aparelho por 60 segundos sem cair. No dia
do experimento, os camundongos foram tratados com caulerpina (100 pmol/kg, v.0) e
diazepam (35,1 pmol/kg, i.p), sendo avaliados na barra giratéria 30 e 60 minutos apos a
administracdo. Eram analisados, neste ensaio, 0 nimero de quedas e o tempo de permanéncia
na barra giratoria. A laténcia para queda e do nimero de quedas do aparelho eram registrados
até 240 segundos. Este teste permite avaliar se as substancias testadas promovem a
incoordenagdo motora dos animais, por sedacdo e/ou relaxamento muscular (Godoy et al.,
2004).

5.3.7 Edema de orelha induzido por capsaicina

O modelo de edema de orelha induzido por capsaicina foi realizada de acordo com a
metodologia de (Sanchez; Moreno, 1999). Quarenta minutos apds a injecdo de caulerpina e
indometacina (ambos na dose de 100 pmol/kg, v.0), 20 uL de uma solucdo de capsaicina
diluida em acetona foram aplicados na superficie dorsal e ventral da orelha direita dos
camundongos. O grupo controle recebeu apenas veiculo (10 mL/kg, v.0). A orelha esquerda
recebeu acetona, administrado da mesma maneira. Trinta minutos ap6s a aplicacdo da
capsaicina, os camundongos foram sacrificados e as duas orelhas removidas. O ensaio foi
caracterizado por uma resposta inflamatdria aguda da orelha, com desenvolvimento de edema.
Foram feitas se¢des circulares usando um cortador de orelha de 6 mm de didmetro, e pesados.
O aumento de peso das orelhas causado pela irritacdo foi medido e feita a subtracdo do peso
da orelha esquerda (néo tratada) com a direita (tratada). O edema de orelha foi medido como a
diferenca de peso entre as orelhas tratadas e nédo tratadas. A porcentagem de inibicdo foi
calculado usando (C-T)/C x 100 (%), onde C e T indica o edema ndo tratado (veiculo) e

edema tratado com farmaco, respectivamente.
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5.3.8 Ensaio de peritonite induzida por carragenina

Seguindo a metodologia descrita por Ferrandiz e Alcaraz (1991) os camundongos
foram tratados com caulerpina e indometacina (ambos na dose de 100 pumol/kg, v.0) e ap6s 40
minutos foram submetidos ao ensaio de peritonite, por administracdo intraperitoneal de uma
solucdo de carragenina (1% em salina; 250 pL/animal). Apo6s 4 horas, os animais foram
sacrificados por deslocamento cervical e a cavidade peritoneal foi lavada com 3 mL de
tampéo fosfato salina pH 7,4 (PBS) e depois de uma suave massagem o fluido peritoneal foi
coletado (cerca de 2 mL) e a contagem total das células foi realizada. Para a contagem do
numero total de células, 10 uL do fluido peritoneal era coletado de cada animal, diluidos e
homogeneizados em 190 pL de azul de Tripan, obtendo uma diluicdo de 1:20. Em seguida, 10
pL dessa solu¢ao eram transferidos para a cidmara de Neubauer, onde era realizada a
contagem (2 quadrantes) com auxilio de microscopio Optico na objetiva de 40x. O nimero de

células recrutadas era obtido utilizando o calculo abaixo:

N° de células/mL= (n° total de células)/(n° de quadrantes contados) x fator de diluicdo X
10.000

Apos a contagem de células totais, era realizada a contagem diferencial de leucécitos.
Para tanto, aliquotas de 100 pL (suspensdo celular + PBS) eram utilizadas para o preparo do
citoesfregaco em centrifuga. A coloracdo era realizada por corante tipo panético rapido e a
contagem diferencial das células era realizada com auxilio de um microscépio Optico com
objetiva de 100x e auxilio de 6éleo de imersdo. Eram contadas 100 células em cada lamina,
diferenciando-as. O numero de células diferenciadas era calculado pelo percentual encontrado

em relacdo ao niamero total de células.

5.3.9 Ensaio de inibicdo de COX in vitro

O alcaloide indolico, caulerpina, foi avaliado ainda quanto a sua capacidade de inibir
COX de acordo com o método descrito por Uddin e colaboradores (2004), utilizando o kit de
determinacéo da inibicdo de COX-1/COX-2 ovina (Cayman Chemicals, MI, USA), de acordo

com as instrucgdes do fabricante.
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5.3.9.1 Biossintese de prostaglandina

COX catalisa a primeira etapa da biossintese do acido araquidénico para PGH,. PGF,,,
produzida a partir de PGH, por reducdo com cloreto de estanho, ¢ medido por ensaio
imunoenzimatico. A solucdo de caulerpina foi preparada utilizando como solvente DMSO e
tampdo de reacdo (fornecido no kit) a uma concentrag¢ao de 0,2 uM. A Figura 10 esquematiza
essa etapa do ensaio. Resumidamente, uma série de solu¢des tampédo de reacdo fornecida
(960IL, 0,1 M Tris-HCI pH8.0 contendo 5mM EDTA e 2mM fenol) foi aliquotada em tubos
eppendorf, onde eram adicionadas as enzimas COX-1 ou COX-2 (10 uL) na presenga de
heme (10 pL). Posteriormente, foram adicionados 10 pL de solugdes de caulerpina ou
indometacina (0,2 puM em um volume final de 100 pL). Estas solugdes foram incubadas por
um periodo de Smin a 37 ° C. Posteriormente, 10 pL de uma solucdo de acido araquidonico
(100 uM) foi adicionada e a reacdo de COX foi interrompida pela adi¢do 50 puL de HCI (1M)
apos 2min do inicio da reacdo. PGF,,, produzido de PGH, por reducdo com cloreto de

estanho foi medido por ensaio imunoenzimatico.
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Figura 10: Esquematizacdo da etapa de biossintese de PG do ensaio de avaliagcdo da atividade inibitoria de
COX.
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5.3.9.2 Ensaio imunoenzimatico

Como exposto na Figura 11, este teste baseia-se na concorréncia entre PGs e o
conjugado PG-acetilcolinesterase para uma quantidade limitada de anti-soro de PG. A
quantidade PG capaz para ligar ao anti-soro PG é inversamente proporcional inibicdo da
COX, pois a concentracdo do conjugado PG-acetilcolinesterase é mantida constante, enquanto
que a concentragdo de PGs varia. Este complexo PG-acetilcolinesterase se liga a um anti-
anticorpo monoclonal (anticorpo especifico para PG) previamente colocado nos pogos da
placa. A placa é lavada para remover 0s reagentes e, em seguida é adicionado o reagente de
Ellman, que contém o substrato da acetilcolinaesterase. O produto da esta reacdo enzimatica
produz uma cor distinta amarela, que absorve em 412 nm. A intensidade desta cor é
determinada espectrofotometricamente, e é proporcional a quantidade de conjugado PG-
acetilcolinesterase que se ligou ao anti-soro PG, que é inversamente proporcional a

guantidade de PGs presentes no poc¢o durante o periodo de incubacao.

ei e T || % |

1. Pogo de placa de elisa 2. Amostra incubada com os 3. Lavagem do poco 4. Adigdo do reagente de
com anticorpos anticorpos especificos para PG e Ellman
monoclonais murinos com o complexo PG-acetiltioco-
lina
Legenda:
Anticorpo monoclonal murino ! Complexo PG-acetiltiocolina
ITI Anticorpo especifico para PG O PG livre

Figura 11: Esquematizacdo da placa de imunoensaio utilizada para realizacdo do ensaio de avaliagdo da inibicdo
de COX.

5.4 Andlise Estatistica

Os niveis de significancia entre os grupos experimentais e o controle foram realizados
utilizando o ANOVA “One Way” seguido de pos-teste de Dunnet e/ou Newman-Keubs
qguando necessario. Os valores foram considerados significantes quando *p < 0,05 e **p <
0,01. Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média, conforme indicado
nas legendas das tabelas e graficos. A Dlsy (dose de uma substancia capaz inibir 50% do
efeito méximo) foi calculado por regressdo ndo linear. As andlises foram realizadas no

GraphPad Prism® versao 3.0.
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6 RESULTADOS

6.1 Efeito antinociceptivo do EMB, das fases cloroférmica, acetato de etila, n-butandlica,

caulerpina e dipirona no ensaio de contor¢des abdominais induzido por &cido acético

Inicialmente para avaliar as propriedades antinociceptivas do EMB, das fases
cloroférmica, acetato de etila e n-butanolica, bem como da caulerpina, alcaloide isolado da
espécie C. racemosa, utilizou-se o modelo de contor¢cdes abdominais induzidas por acido
acetico, cujos resultados estdo expressos no grafico 3. Realizou-se a avaliacdo farmacoldgica
do EMB, fases e caulerpina por via oral, por ser a rota mais frequentemente utilizada para
administracdo de medicamento em seres humanos, e também por néo ser invasiva.

Como mostrado no grafico 3, a administracdo intraperitoneal de &cido acético dos
grupos tratados com EMB, fase cloroférmica, acetato de etila, n-butandlica e caulerpina
induziram 12,4 £ 5,2, 13,2 + 4,4, 10,7 £ 4,2, 23,5 £ 4,2 e 9,8 + 1,3 contor¢Bes abdominais,
inibindo 76,9 (71,4 + 11,1), 70,5 (70,9 + 9,9), 76,1 (73,4 + 11,9), 47,4 (47,3 £ 9,5) e 78%
(77,3 £ 3,8), respectivamente, enquanto que o grupo controle durante os 20 minutos de
observagdo induziu 10,8 £ 6,6 contorgdes abdominais, inibindo 75,7% (78,5 £ 11,9). De
acordo com os resultados obtidos, 0 EMB, as fases e a caulerpina, nas referidas doses
administradas, apresentaram-se efetivas em diminuir o nimero de contor¢des abdominais,
uma vez que houve uma reducdo significativa da resposta nociceptiva com P<0,01, quando
comparados ao grupo controle.

Avaliou-se a poténcia e eficacia da caulerpina em relacdo ao farmaco padréao dipirona,
comprovando a antinocicepcdo no ensaio de contor¢do abdominal através da curva dose-
resposta, cujos resultados estdo expressos no gréafico 4. Os dados mostram que, por via oral,
no ensaio de contor¢do abdominal (0,0001, 0,001, 0,01, 1, 10, 100 umol/kg, v.0.), a Dlsg
calculada da caulerpina foi de 0,24 umol/kg (0,02-2,17) (33,0 £ 12,8) (n = 6), e da dipirona,
farmaco padrdo, 0,12 pmol/kg (0,02-0,59) (37,8 = 12,6) (n = 6). A caulerpina e a dipirona
apresentaram poténcia e eficacia equivalentes, visto que atingiram Eficacia maxima e Dlsp na

mesma ordem de grandeza (umol/kg).
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Grafico 3. Efeito antinociceptivo do EMB, das fases cloroférmica, acetato de etila, n-butandlica (todos na dose
de 100 mg/kg, v.0), caulerpina e dipirona (ambos na dose de 100 pumol/kg, v.0) no ensaio de contorgGes
abdominais induzido por &cido acético. Os dados representam a média e o erro padrdo da média de 6 animais
(**P<0,01 foi considerado significativo no teste de ANOVA One Way seguido do teste de Dunnet).
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Grafico 4. Curva dose-resposta da dipirona e caulerpina em ensaio de nocicep¢do induzida por acido acético
(0,0001, 0,001, 0,01, 0,1, 1, 10, 100 umol/kg, v.0) em camundongos. Os dados representam a média e 0 erro
padrdo da média de 6 animais (*P<0,05 foi considerado significativo no teste de ANOVA).
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6.2 Atividade antinociceptiva do EMB, das fases cloroférmica, acetato de etila, n-

butandlica, caulerpina e indometacina no teste de formalina

Com o objetivo de confirmar e melhor compreender a atividade antinociceptiva do
EMB, das fases cloroférmica, acetato de etila, n-butandlica e da caulerpina foram submetidas
ao ensaio de nocicepc¢do induzida por formalina. Na fase neurogénica, o tempo que o animal
passou lambendo a pata, em resposta a formalina (s.pl.), no grupo controle foi de 69,6 £ 2,2 s,
sendo esse tempo reduzido ap6s o tratamento com o EMB, com a fase cloroférmica, fase n-
butandlica, caulerpina e indometacina, farmaco padrdo, de forma estatisticamente
significativa para 33,5+ 1,7,47,6 £ 15,444 £ 34,47,4 £ 3,4 e 47,3 £ 4,6 s, com inibicdo de
59,8 (50,6 + 3,1); 42,9 (30,0 £ 3,5); 46,7 (35,2 + 4,5); 31,8 (31,4 £ 5,4) e 32% (31,7 + 6,9),
respectivamente (tabela 1). Apenas a fase acetato ndo promoveu inibicdo da resposta nesta
fase. Por outro lado, quando avaliamos a fase inflamatoria (tabela 1) a fase acetato mostrou-se
a mais ativa com inibicdo de 872,4% (74,8 + 2,0), lambendo a pata num tempo de 59,6 £ 9,7
s, seguido da indometacina com 57,7% de inibi¢cdo (50,9 + 12,2) com uma reducao no tempo
de lambida de 119,4 + 30,0 s e caulerpina com 54,1% (44,0 = 12,0) com uma diminui¢&o no
tempo de lambida de 129,6 + 28,0 s.

6.3 Efeito das fases cloroférmica, n-butandlica, acetato de etila, caulerpina e morfina no

ensaio da placa quente

Para avaliar uma possivel acdo central, as fases cloroférmica, acetato de etila, n-
butandlica e a caulerpina foram submetidas ao ensaio de placa quente. Vale ressaltar que o
EMB nao foi submetido a este ensaio devido a quantidade insuficiente do mesmo. Os
resultados estdo expressos na tabela 2.

Neste ensaio, as fases cloroférmica, acetato de etila e caulerpina aumentaram de forma
significativa o tempo de permanéncia do animal sobre a placa quando comparado ao grupo
controle (tratado apenas com o veiculo), em diferentes tempos. No tempo de 90-120 apenas a
fase acetato (8,0 £ 2,3se 9,5+ 2,7 s) e a caulerpina (4,6 £ 0,6 s e 3,8 + 0,5 s) aumentaram o
tempo de laténcia, enquanto que no tempo de 150 apenas a fase cloroférmica (8,2 + 1,7s) e a
caulerpina (4,0 £ 0,5 s). Nesse ensaio, a morfina (12,8 + 0,4, 10,3+ 0,8,9,7+0,7e¢ 9,7+ 0,9
s), um analgésico opioide utilizado como farmaco padréo, causou um aumento significativo
no tempo de laténcia do animal na placa em todos os tempos de leitura apos o tratamento,

como era esperado. De posse desses resultados pode-se sugerir que a fase cloroformica,
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acetato de etila e caulerpina apresentam atividade antinociceptiva central, enquanto que a fase

n-butandlica parece néo ter efeito antinociceptivo central no modelo de placa quente.

Devido ao baixo rendimento e a extin¢do da espécie estudada de C. racemosa, ndo foi
possivel realizar todos os ensaios com 0 EMB e as fases cloroférmica, acetato de etila e n-
butandlica, entdo, alguns ensaios, tais como: teste de “rota rod", edema de orelha induzido por
capsaicina, peritonite induzida por carragenina e ensaio da avaliacdo de inibicdo de COX in
vitro, foram realizados apenas com a caulerpina, a fim de verificar se a mesma apresentava

atividade antiinflamatdria, bem como pesquisar seu provavel mecanismo de acao.
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Tabela 1: Atividade antinociceptiva do EMB, das fases cloroférmica, acetato de etila, n-butanélica (todos na
dose de 100 mg/kg, v.0.), caulerpina e indometacina (ambos na dose de 100 umol/kg, i.p.) no teste de formalina

(fase neurogénica e fase inflamatoria)

Dose

(ma/kg) 1% fase 1% fase 2° fase 2% fase
Grupos gu g n®  neurogénica® Inibicdo inflamatéria®  Inibicdo
[0) [0)

umol/K gt Tempo () (%) Tempo () (%)
Controle (veiculo) 6 69,6 £2,2 237,4+23,0
Indometacina® 100 6 47,3 +4,6* 32,0 119,4 + 30,0* 57,7
EMB 100 6 335+1,7* 59,8 154,7 + 10,8 45,2
Fase cloroférmica 100 6 47,6 £1,5% 42,9 159,3+17,3 53,0
Fase acetato de etila 100 6 58,9+ 44 15,2 59,6 £ 9,7** 82,4
Fase n-butandlica 100 6 44,4 + 3,4* 46,7 184,8 + 54,8 45,5
Caulerpina® 100 6 47,4 + 3,4* 31,8 129,6 + 28,0* 54,1

Os dados representam a media e o erro padrdo da média de 6 animais (*P < 0,05,**P < 0,01 no teste de ANOVA

One Way seguido do teste de Dunnet).
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Tabela 2: Efeito das fases cloroférmica, n-butanélica, acetato de etila (todos na dose de 100 mg/kg, v.0.),
caulerpina (100 pmol/Kkg, v.0) e morfina (15 umol/kg, s.c.) no ensaio da placa quente.

Pre-tratamento (min)

Pos-tratamento (min)

Grupos 0 min 30 min 60 min 90 min 120 min 150 min
Controle | 1.4+03 | 22+06 | 18+02 3.2+0.3 28+023 26+05
Morfina | 6.9+04 | 58+03 | 12.8+0.4** | 103+08% | 97+0.7** | 9.7+0.9%*
Fase
€ 1 23402 | 45409 | 35+06 42+0,9 66+15 | 81+17*
Cloroférmica
Fase
Acetatode | 36+04 | 29+08 | 36+05 80+23* | 95+27* 83+04
etila
Fasen- | 52402 | 17403 | 21403 24+04 24+05 25+0,2
butandlica
Caulerpina | 1,88 +0.2 | 23406 | 33205 46+06** | 38+05% | 40+05*

Os dados representam a media e o erro padrdo da média de 6 animais (*P<0,05, **P<0,01 no teste de ANOVA
One Way seguido do teste de Dunnet).
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6.4 Efeito da caulerpina e do diazepam no teste de “rota rod”

Para investigar se o tratamento com caulerpina estaria causando incoordena¢do motora
ou algum efeito neuroléptico, foi realizado o ensaio de “rota rod”. Este ensaio vem confirmar
ou ndo os dados da caulerpina no ensaio de placa quente e de contor¢do abdominal, ja que
estes estdo relacionados também com a resposta motora dos animais. A Tabela 3 mostra 0s
efeitos da caulerpina (100 pumol/kg, v.0) e do diazepam (35,1 umol/kg, i.p) no teste “rota rod”
0,5-1 h. Neste ensaio, a caulerpina ndo promoveu incoordenacdo motora ou relaxamento
muscular que pudessem comprometer a permanéncia dos camundongos na barra giratoria, ou
seja, ndo alterou a laténcia e o nimero de quedas dos animais quando comparado com 0 grupo
controle, ao contrario do diazepam, farmaco padrdo, que reduziu de forma significante
(**p<0,01) o tempo na barra giratoria, indicando uma deficiéncia motora, diminuicdo da
laténcia e um aumento do ndmero de quedas dos animais, como esperado para farmacos da

classe dos ansioliticos e hipnoticos.

6.5 Perfil antiinflamatério da caulerpina e da indometacina no ensaio de edema de
orelha induzido por capsaicina

Para investigar a atividade antiinflamatéria foi realizado o ensaio de edema de orelha
induzido por capsaicina em camundongos. A aplicacdo tépica de capsaicina causou um
aumento significativo de extravasamento de plasma em relacdo a orelha controle no mesmo
animal tratado com veiculo. Os resultados do ensaio citado estdo expostos no grafico 5, onde
observa-se que o tratamento prévio com caulerpina inibiu significativamente 55,8% o
extravasamento de plasma, quando comparado com o grupo controle. A indometacina,

farmaco padréo, apresentou 44,1% de inibicao.
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Tabela 3: Efeito da caulerpina (100 umol/kg, v.0) e diazepam (35,1 pumol/kg, i.p) no teste de “rota rod".

Tratamento umol/kg Laténcia de quedas (s) Numero de quedas (s)
0,5h 1h 0,5h 1h
Salina 198,0 £ 28,1 221,0+19,0 04+£0,3 0,2+£0,2
Caulerpina 182,3+37,3 240,00 09+04 00
Diazepam 2,7 +0,6** 109,9 + 36,7** 9,2 +£22%* 3,9+ 1,4**

Os valores representam a media £ S.E.M. de 6 animais em cada grupo. ** p < 0.01 quando comparado com
ambos os controles. ANOVA One way seguido de Newman-Keubs como pés-teste.
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Grafico 5: Perfil antiinflamatorio da caulerpina e indometacina (ambos na dose de 100 umol/kg, v.0) no ensaio
de edema de orelha induzido por capsaicina. Os dados representam a média e o erro padrdo da média de 6
animais (**P<0,01, *P<0,05 no teste de ANOVA One Way seguido do teste de Dunnet).
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6.6 Atividade antiinflamatdéria da caulerpina e indometacina no ensaio de peritonite

induzida por carragenina

Para avaliar a atividade antiinflamatoria da caulerpina sobre a mobilizacdo de células
foi realizado o ensaio de peritonite induzida por carragenina, que também € um modelo
experimental de inflamacao bem caracterizado. Os resultados deste ensaio estdo expressos no
gréfico 6.

Observa-se que a caulerpina apresentou efeito antiinflamatorio significante quando
comparada ao grupo controle, apresentando porcentagem de inibicdo de migracdo celular de
48,3% (48,2 + 7,8) e a indometacina apresentou 72,1% (72,7 + 2,3) de migracdo celular. Tal
fato corrobora o provavel efeito antiinflamatério da caulerpina, evidenciado na fase
inflamatoria do teste de formalina e no ensaio de edema de orelha induzido por capsaicina.

Para melhor compreender o efeito da caulerpina na migracao celular foi realizada a
contagem diferencial de leucdcitos em citocentrifugado de células do exsudato peritoneal
(tabela 4). No resultado de contagem diferencial de leucécitos observou-se que a caulerpina
causou uma inibicdo de forma efetiva da mobilizacdo celular de leucdcitos
polimorfonucleares, um aumento de mondcitos e uma inibicdo de forma efetiva na
mobilizacdo de linfocitos no ensaio de peritonite induzida por carragenina. A indometacina,
farmaco padrdo, inibiu o recrutamento de células polimorfonucleares e mononucleares

(linfécitos) de forma significativa.

6.7 Inibicdo in vitro das enzimas COX-1/COX ovinas por caulerpina e Indometacina

Como a COX é uma enzima expressa por células envolvidas em processos
inflamatorios e foi correlacionada como sendo a maior responsavel pela producdo de
prostanoides nos processos inflamatdrios e dolorosos, este ensaio in vitro de inibicdo de COX

1/COX 2 vem possibilitar a verificacdo do mecanismo de acdo da caulerpina.

Observa-se que caulerpina foi capaz de inibir, significantemente apenas COX-1, com
um perfil de inibi¢do parecido com o observado para indometacina na concentragdo de 0,2
uM (gréfico 7)
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Grafico 6: Atividade antiinflamatéria da caulerpina e indometacina (ambos na dose de 100 umol/kg, i.p) no
ensaio de peritonite induzida por carragenina. Os dados representam a média e o erro padrdo da média de 6

animais (**P<0,01 no teste de ANOVA One Way seguido do teste de Dunnet).
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Tabela 4: Efeito do tratamento da caulerpina e indometacina (ambos na dose de 100 pumol/kg, v.0) no

recrutamento de células.

Porcentagem de células (%)

Tratamento
Polimorfonucleares Linfdcitos Mondcitos
Salina 15,5 80,0 15
Carragenina 34,5 44,0 20,5
Indometacina + Carragenina 7,0 68,0* 21,0
Caulerpina + Carragenina 6,0* 63,0* 31,0*

Os dados representam a média e o erro padrdo da média de 6 animais ( *P < 0,05) no teste de ANOVA One Way

seguido do teste de Dunnet).
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Grafico 7: Inibicdo in vitro das enzimas COX-1/COX ovinas por caulerpina e indometacina, ambas na

concentragdo de 0,2 uM. Os dados representam a média e o erro padrdo da média (*P<0,05 no teste de ANOVA

One Way seguido do teste de Dunnet).
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7 DISCUSSAO

O ambiente marinho é responsavel pela producdo de produtos naturais de uma
variedade de classes estruturais que exibem atividade contra numerosas doencgas. Dentre esses
diversos metabdlitos, destacam-se os alcaloides inddlicos, que € uma das classes de produtos
marinhos promissores no desenvolvimento de novos farmacos por apresentar diversas
atividades bioldgicas como, antiviral, antiparasitaria, antiinflamatéria e antineoplascica (Gul,
Hamann, 2005). Dessa forma, esta dissertacdo consistiu na avaliacdo da atividade
antinociceptiva e antiinflamatéria do EMB, das fases cloroférmica, acetato de etila, n-
butandlica e da caulerpina, um alcaloide bisindolico isolado de C. racemosa.

Inimeros modelos de nocicepcao e inflamacao com animais de laboratérios podem ser
utilizados para verificar a atividade analgésica e antiinflamatoria de extratos, compostos
obtidos de produtos naturais e/ou sintéticos (Basbaum; Julius, 2006). Embora os animais
submetidos a um estimulo nociceptivo ndo tenham a capacidade de se comunicar verbalmente
guando da ocorréncia da dor, sdo capazes de exibir respostas comportamentais, motoras e
fisiologicas semelhantes as observadas em humanos que permitem detectar e potencializar
estimulos nocivos no seu ambiente. Por isso, utiliza-se o termo “resposta nociceptiva” em vez
de dor. Essas respostas comportamentais sdo estudadas e comparadas na presenca de
prototipos potencialmente analgésicos que interferem no processo da dor, 0 que nos permite
inferir que um animal esta experimentando uma resposta algica ou inibi¢cdo da mesma (Lapa
et al. 2003, Peraza et al. 2007).

Vale salientar que os modelos de nocicepcdo e inflamacdo devem apresentar
caracteristicas proprias que devem ser consideradas tais como: reprodutibilidade,
simplicidade, validade dos resultados e principalmente, sua correlacdo com estudos clinicos
(Pietrovski, 2004). Esses modelos sdo baseados na observacao da resposta do animal frente a
utilizacdo de estimulos mecanicos, térmicos ou quimicos. Foram utilizados nesta dissertacao
estimulos quimicos para os ensaios de contor¢do abdominal induzida por acido acético
(Collier et al., 1968) e nocicepcao induzida por formalina (Hunskaar; Hole, 1987), e estimulo
térmico no modelo de placa quente (Kuraishi et al., 1983). O ensaio de edema de orelha
induzida por capsaicina (Mantione et al., 1990) e o de peritonite induzida por carragenina
(Ferrandiz; Alcaraz, 1991) foram utilizados para avaliar a atividade antiinflamatéria da
caulerpina. Para verificar se a caulerpina estaria causando incoordenagdo motora, foi realizado
o ensaio de “rota-rod” (Godoy et al., 2004). Realizou-se também ensaio in vitro de inibicéo de

COX (Uddin et al., 2004), para pesquisar o possivel mecanismo de acdo da caulerpina.
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Desta forma, o primeiro ensaio realizado foi o de contor¢do abdominal induzida por

acido acetico. Os resultados evidenciaram uma diminuicdo significativa no numero de
contorgOes abdominais pelo EMB, pelas fases cloroférmica, acetato de etila, n-butandlica e
caulerpina. Esses dados corroboram os resultados citados por Matta et al. (2011), que
observaram atividade antinociceptiva de extratos das espécies Caulerpa mexicana e Caulerpa
sertularioides em modelos de nocicepcao e inflamacdo. Além disso, utilizando esse mesmo
modelo, Vanderlei et al. (2010) reportam a atividade antinociceptiva de uma lectina purificada
de Caulerpa cupressoides (v.0.), que apresentou atividade antinociceptiva dose-dependente.
Estes resultados mostram que assim como a C. racemosa outras espécies de Caulerpa
também apresentam o mesmo efeito, sugerindo que as mesmas podem possuir metabolitos
comuns que promovem tal resposta.

Evidenciou-se também no ensaio de contor¢do abdominal induzida por &cido acético
que a eficacia maxima (Enax) da caulerpina foi de 83,1%, similar a exibida pelo farmaco de
referéncia dipirona (Emax de 78,9%). Com relacdo a poténcia, a caulerpina (Clsy de 0,24
UM/kg) apresentou-se tdo potente quanto a dipirona (Clsy de 0,12 uM/kg). Diversos trabalhos
reportam a atividade antinociceptiva de substancias indélicas, como por exemplo, no trabalho
de Salam (2006), onde a vimpocetina, um acaloide inddlico utilizado como suplemento para
vasodilatacdo e como agente nootrépico para a melhoria da memdria, mostrou-se capaz de
diminuir de forma dose-dependente o nimero de contor¢des abdominais em camundongos,
apresentando atividade antinociceptiva. Outro estudo com uma série de 13 derivados
ind6licos demonstrou uma alta porcentagem de inibicao estatisticamente significativa no teste
de contor¢do abdominal induzida por &cido acético quando comparados ao controle, com alta
poténcia e eficacia antinociceptiva quando comparados ao farmaco padrdo (Radwan et al.,
2007).

O teste de contor¢do abdominal induzido por &cido acético € um modelo de dor
visceral e amplamente utilizado para avaliar a atividade antinociceptiva periférica (Du et al.,
2007). Embora este seja um modelo de nocicepgdo simples e pouco especifico (por exemplo,
anticolinérgicos, antidepressivos triciclicos e anti-histaminicos e outros agentes mostram a
atividade neste ensaio), permite avaliar a atividade antinociceptiva de varias substancias que
atuam tanto em nivel central quanto periférico (lkeda et al., 2001, Parveen et al., 2007). O
acido acético quando administrado causa um comportamento estereotipado em camundongos,
caracterizado por contragBes abdominais, 0s movimentos do corpo como um todo e uma
reducdo da atividade motora e de coordenacgéo (Le Bars, Gozariu, Cadden, 2001, Zeashana et

al.,, 2009), promovendo a liberacdo de diversos mediadores inflamatérios como
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prostaglandinas (PGE2 e PGF2a), bradicinina, substancia P, TNF-a, IL-1p, IL-8, bem como

produtos de lipoxigenase entre outros (Ribeiro et al., 2000; Ikeda et al., 2001; Du et al., 2007),
podendo ainda ser mediada pela dissociacdo dos prétons presentes nesse agente, que
estimulam os canais TRPV1 (receptor de potencial transitério vaniloide 1) e ASICs (canais
ibnicos sensiveis a acido) localizados nos neurdnios aferentes primarios (Julius; Basbaum,
2001, Coutaux et al., 2005).

A dipirona, utilizada como padrdo nesse experimento, por ser um potente analgésico
producdo de PGs (Feng; Cui; Willis, 2003). E possivel que haja outros mecanismos que
gerem o efeito antinociceptivo observado para este farmaco. Além disso, outros agentes como
bloqueadores neuromusculares e sedativos também podem atuar nesse modelo, o0 que poderia
resultar em uma interpretacéo equivocada dos resultados (Miranda et al., 2008).

Diante do exposto, é possivel sugerir que o EMB, as fases e a caulerpina de C.
racemosa, possuem atividade antinociceptiva, uma vez que a dose testada foi efetiva em
reduzir a resposta visceral produzida pelo acido acético. Essa atividade poderia estar
direta de COX; inibindo assim a sintese de prostaglandinas (Ferreira; Nakamura; Castro,
1978) e/ou uma diminuicéo da atividade dos receptores noniceptivos periféricos (Berkenkopf;
Weichman, 1988) ou mesmo modulando centralmente a transmissdo nociceptiva por inibicdo
dos canais TRPV1 e ASICs. Entretanto, dados da literatura mostram claramente que varios
grupos como anti-histaminicos, hipotensores, estimulantes ou depressores do SNC, além dos
antiinflamatérios ndo-esteroidais e opioides podem inibir essa resposta nociceptiva
(Hendershot; Forsaith, 1959; Collier et al., 1968: Santos; Vedana; Freitas, 1998). Nesse
sentido, considera-se que embora o teste de contor¢cdo abdominal induzida por acido acético
seja sensivel para triagem de farmacos com atividade analgésica esse ndo deve ser assumido
como exclusivo para tal classe.

Com o objetivo de confirmar e melhor compreender a atividade antinociceptiva do
EMB, das fases cloroformica, acetato de etila, n-butanolica e da caulerpina foi realizado o
ensaio de nocicepcdo induzido por formalina, este que € sensivel a varios tipos de analgesicos
e antiinflamatdrios (Hunskaar; Hole, 1987). Este ensaio é constituido de duas fases diferentes
de nocicepgédo frente ao mesmo estimulo, o que permite avaliar dois tipos distintos de dor,
central e periférica (Tjolsen et al., 1992). A primeira fase (neurogénica) é causada pela acdo
direta de formalina sobre as fibras sensoriais do tipo C, e a segunda fase (inflamatdria) esta

associada com o desenvolvimento de uma resposta inflamatoria e pela liberacdo de
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mediadores nociceptivos (Hunskaar; Hole, 1987; Shibata et al., 1989). E um método muito

atil, ndo apenas para avaliar os farmacos analgésicos, mas tambeém contribui para a elucidacéo
do mecanismo de agé&o.

Neste ensaio, nossos resultados mostraram que o tempo de lambida da pata foi
significativamente reduzido na fase neurogénica quando os animais foram tratados com o
EMB, a fase cloroformica, n-butandlica e caulerpina. Na fase inflamatdria do teste apenas a
fase acetato e a caulerpina reduziram de forma significativa o tempo de lambida. Esses dados
mostram que a fase acetato e a caulerpina apresentam algum mecanismo que atua sobre o
processo inflamatario.

A caulerpina, por apresentar dois anéis inddlicos na sua estrutura quimica, pode exibir
seu efeito antinociceptivo no teste de formalina via interacdo com receptores serotoninérgicos,
visto que h& inimeras evidéncias que a ativacdo de receptores 5-HT, e 5-HT3 da medula
espinhal produzem nocicepgdo no teste de formalina (Sasaki et al., 2001), bem como em
outros testes com receptores 5-HT modulam a transmissdo nociceptiva (Bardin et al., 2000).
Por exemplo, a ioimbina, um alcaldide inddlico antagonista de o,-adrenoreceptor, da mesma
forma que a caulerpina produz efeitos significativos quando administrado por via
intraperitomeal nas duas fases do teste de formalina. Essa atividade antinociceptiva da
ioimbina envolve agonismo de receptores serotoninérgicos do tipo 5-HT;a, além de agir como
antagonista de receptores TRPV-1 e de canais de sodio sensiveis e resistentes a tetrodotoxina
(Dessaint et al., 2004).

Farmacos que agem principalmente no SNC, tais como narcoticos, inibem as duas
fases igualmente, enquanto farmacos de acdo periférica como antiinflamatorio ndo-esferoidais
(AINE) e antiinflamatorios esteroidais inibem principalmente a fase final (Zeashana et al.,
2009; Garcia et al., 2004). Entretanto, inibidores seletivos de COX-1 (SC-560) inibem ambas
as fases da formalina, demonstrando que AINEs nédo-seletivos sdo capazes de atuar tanto na
fase neurogénica quanto na fase inflamatoria do teste de formalina (Tegeder et al., 2001).
Santos; Vedana e Freitas (1998) demonstraram que o meloxicam, AINE ndo-seletivo, é capaz
de inibir a fase neurogénica em concentracOes superiores as necessarias para inibir a fase
inflamatdria da formalina.

Diante disso, é possivel sugerir que o efeito da fase acetato de etila e da caulerpina na
fase inflamatoria do ensaio de nocicepgdo induzida por formalina pode estar relacionada a
inibicdo da COX e/ou da producdo de serotonina (Calixto et al., 2000) e de citocinas
inflamatdrias ou outros mediadores inflamatérios (Chichorro; Lorenzetti; Zampronio, 2004).
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Baseando-se no fato de que o ensaio de contorcdo € sensivel a uma diversidade de

farmacos com acdo central e periférica, foi realizado o ensaio de placa quente para avaliar
uma possivel atividade antinociceptiva central. Neste ensaio, o tratamento com a fase
cloroférmica, a fase acetato de etila e a caulerpina causaram um aumento significativo no
tempo de laténcia dos animais, demonstrando que estas fases e a caulerpina apresentam
atividade antinociceptiva central, enquanto que a fase n-butanolica ndo tem efeito
antinociceptivo central neste modelo. A morfina, farmaco padrdo, causou um aumento
significativo no tempo de laténcia em toda administragdo, como era de esperar se tratando de
um analgésico opioide.

Da mesma forma que a caulerpina, varias substancias indolicas exibem atividade
antinociceptiva central. Radwan et al. (2007) mostraram que varios derivados indolicos
apresentaram poténcia antinociceptiva central. Outro exemplo é a atividade antinociceptiva
central de mitraginina, um alcaloide inddlico isolado de Mitrugyna speciosu cujo mecanismo
de acdo envolve as vias descendente adrenérgicas e serotoninérgicas (Matsumoto et al..,
1996). Ja& o alcaloide inddlico 7-hidroximitraginina, isolado da mesma planta e com
semelhanga estrutural com a mitraginina, € um potente antinociceptivo opioide oral
(Matsumoto et al., 2004). A umbelatina, alcaléide inddlico isolado de Psychotria umbellate,
receptores glutamimérgicos do tipo NMDA (Both et al., 2002).

Em estudos de triagem farmacolégica de compostos com propriedades analgésicas, a
investigacdo do sistema opioide é uma constante. Um dos principais motivos para essa busca
é 0 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 (Williams et al., 2004, Gris et
al., 2010).

O ensaio de placa quente € um modelo de dor neurogénica de acdo central direta que
mede o tempo de reacdo do animal a um estimulo térmico capaz de produzir nocicepcéo,
sendo seletivo para substancias analgésicas que agem pela via central como a morfina
(Woolfe; Mac Donald, 1944, Chu et al., 2008). A antinocicepcao 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 et al., 2002). Estudos mostram que o paracetamol e a dipirona,
farmacos analgésicos/antipiréticos, sdo capazes de reduzir a dor por um mecanismo central de

inibicdo da COX-3, uma isoforma que parece ser expressa em altos niveis no sistema nervoso
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central (Chandrasekharan et al., 2002; Botting e Ayoub, 2005). Confirmando essa hipotese,

Bisson (1991) mostrou a eficacia do paracetamol (105 e 315 mg/kg) no ensaio de placa
quente, que aumentou o tempo de laténcia dos animais na placa de forma dose-dependente
(Bisson, 1991).

Diante do exposto, os dados resultantes desse experimento sugerem que as fases
cloroférmica, acetato de etila e a caulerpina podem apresentar atividade antinociceptiva com
envolvimento de mediadores centrais, podendo estar atuando pela via opioide e/ou por meio
de receptores vaniloides (TRPV-1), ou ainda pelo VLR-1 e ASIC. E possivel sugerir,
também, que possivel atividade analgésica central dessas fases e da caulerpina pode ocorrer
por um mecanismo de inibicdo de COX-3. Podemos ainda sugerir que a caulerpina, por
apresentar semelhanca estrutural com a serotonina, apresente interacdo com 0s receptores
serotoninérgicos (Clunie et al., 2003). Entretanto, os nossos dados ndo sdo conclusivos para
afirmar tais fatos, haja vista, ndo sabemos se estes produtos atravessam a barreira
hematoencefalica. Este estudo é objeto de pesquisa de uma dissertacdo em andamento do
NOSSO grupo.

Para tanto, seria necessario experimentos que avaliassem a nocicepcao através de
administracdo intratecal da caulerpina, uma vez que nesta via as substancias sdo injetadas no
canal raquideano, diretamente no espaco subaracnoide, evitando assim a barreira
hematoencefalica. Além disto, o ensaio de retirada de cauda, método utilizado assim como o
ensaio de placa quente para avaliar antinocicepcdo central, também pode ser usado para
avaliacdo da atividade antinociceptiva (Kuraish et al., 1983).

Considerando que o ensaio de contor¢do abdominal, assim como o ensaio de placa
guente, fundamenta-se na mensuracdo de respostas motoras dos animais, resultados falso-
positivos poderiam ser obtidos caso ocorresse incoordenacdo motora por sedacgdo, depressao
do sistema nervoso central e/ou relaxamento muscular. Para investigar se o tratamento com a
caulerpina estaria causando incoordenag@o motora, foi realizado o ensaio de “rota-rod”. Neste
ensaio, a caulerpina ndo promoveu incoordena¢do motora ou relaxamento muscular que
pudessem comprometer a permanéncia dos camundongos na barra giratoria, ao passo que o
diazepam, farmaco padrdo da classe dos ansioliticos e hipndticos, reduziu de forma
significante o tempo de permanéncia na barra giratéria. Este método permite avaliar a
especificidade da agdo nociceptiva de substancias, verificando se estas promovem
incoordenacdo motora dos animais, seja por sedacao e/ou por relaxamento muscular (Mattei;

Franca, 2006). Estes resultados excluem a hipotese da reducdo das contor¢Ges abdominais e
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do aumento do tempo de permanéncia na placa quente produzido pela caulerpina ter sido

resultante de acOes sedativa ou interferéncia na capacidade motora dos camundongos.

Uma vez que a os dados obtidos da caulerpina na fase inflamatdria do teste de
formalina apontaram para uma possivel acdo sobre a dor inflamatoria, foi realizado o modelo
de edema de orelha induzido por capsaicina, um modelo de inflamacao largamente utilizado e
bem caracterizado. No resultado foi observado que a aplicacdo tdpica de capsaicina causa um
aumento significativo de extravasamento de plasma em relagdo ao controle da orelha no
mesmo animal tratado com um veiculo. O tratamento prévio com caulerpina apresentou uma
inibicdo significativa quando comparada com o farmaco padrédo, indometacina. Esse resultado
pode sugerir uma possivel acdo sobre a liberacdo de mediadores neurogénicos e/ou
inflamatdrios, bem como um possivel envolvimento com o TRPV-1, pois tem sido proposto
por estudiosos que a nocicepcao induzida pela capsaicina é conseguida através da ativacdo de
um receptor responsivo a capsaicina, também conhecido como receptor vaniloide (TRPV),
denominado TRPV1 (Caterina et al., 1997; Rang et al., 2007).

A atividade antinociceptiva/antiinflamatdria da caulerpina pode ainda ser resultante da
acdo sobre receptores canabinoides CB1 e CB2, uma vez que ja foi descrito que grupamentos
indolicos apresentam afinidade por esses subtipos de receptores em modelos 3D-QSAR de
afinidade e seletividade, através de analises comparativas de campo molecular e comparacao
dos indices de similaridade (Freitas et al., 2009). Os receptores canabinoides, bem como seus
ligantes endégenos como a anandamida, estdo envolvidos na modulagdo da dor (Guindon;
Hohmann, 2009).

Apds a caulerpina apresentar uma possivel atividade antiinflamat6ria demonstrada na
fase inflamatoria da formalina e no ensaio de edema de orelha induzido por capsaicina, foi
investigado também sua atividade antiinflamatoria utilizando o modelo de peritonite induzida
por carragenina, que avaliou a sua capacidade de inibir ou ndo o recrutamento leucocitario,
uma das etapas essenciais do processo inflamatério. A migracao de neutrofilos durante uma
resposta inflamatoria resulta principalmente a partir da liberacdo de mediadores inflamatérios
pelas células residentes que induzem o rolamento e adesao destes sobre as células endoteliais
seguida da sua transmigracdo para o0 espago extravascular. Com isso, sugere-se que a possivel
atividade antiinflamatdria da caulerpina ocorre na fase inicial da inflamagdo, durante o
rolamento ou aderéncia dos neutrdfilos. Ja esta bem fundamentado que a inflamacéo induzida
por carragenina pode ser blogueada por um pré-tratamento com antiinflamatérios néo-
esteroidais, que inibem a COX, reduzindo a biossintese de prostaglandinas (Farsam et al.,
2000).
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A carragenina quando aplicada na cavidade peritoneal induz uma resposta inflamatoria

caracterizada por intensa exsudagdo plasmatica e migracdo de células, particularmente de
neutrdfilos. Essa migracdo é decorrente da grande estimulacdo da liberacdo de mediadores
inflamatorios como as prostaglandinas, principalmente, histamina, bradicinina, neuropeptidios
e oxido nitrico (Di Rosa, 1972; Paulino et al., 2008; De Melo et al., 2009 ). A utilizacdo do
fluido peritoneal de camundongos se deve ao fato desse material ser excelente para o estudo
de leucdcitos extravasculares. Um dos motivos, € que o numero de células livres do fluido
peritoneal é totalmente constante em camundongos ndo estimulados, embora mudancas
rapidas e dramaticas na populacdo celular possam ocorrer em motivo da manipulacdo
experimental, o sistema se reequilibra e a populacdo celular tende a retornar as medidas
normais. Assim, o fluido peritoneal do camundongo parece estar sob controle de mecanismos
homeostaticos. Alem disso, o fluido peritoneal do camundongo ndo estimulado contém
poucos neutrofilos, fato que facilita detectar e medir o influxo de qualquer nimero de células
(Martins, 1989).

Os resultados obtidos neste ensaio mostram que a caulerpina é capaz de inibir a
migracdo celular principalmente de neutrofilos (células polimorfonucleares) de forma
significativa quando comparada com o grupo controle que recebeu apenas carragenina. De
acordo com Vinegar e Truax (1976), a mobilizacdo de neutrofilos (polimorfonucleares)
resultantes da injecdo peritoneal de carragenina aumenta entre a 12 e 3? horas, sendo que a
mobilizacdo de mondcitos ocorre duas a trés horas apds a presenca dos polimorfonucleares.
Este fato pode ser comparado e observado ao grupo controle carragenina: grupo tratado pela
indometacina e caulerpina, onde nota-se um pequeno aumento do numero de células
mononucleares. Os neutrofilos sdo responsaveis pela liberagdo de mediadores pro-
inflamatorios com fungdes bem caracterizadas que incluem liberagdo de enzimas proteoliticas,
geracdo de radicais livres de oxigénio, sintese de citocinas, quimiocinas e mediadores
lipidicos (Rocca; Fitzgerald, 2002). Seus dominios intracelulares interagem com varias
proteinas desencadeando sinais de transdugdo que levam a uma grande variedade de respostas.
Dessa forma, observa-se que a caulerpina € capaz de suprimir o recrutamento de neutréfilos
para os sitios inflamatdrios. Esses dados corroboram os resultados anteriores obtidos nos
ensaios de contor¢cdo e formalina, indicando que a caulerpina pode exercer atividade
antiinflamatdria, provavelmente, por inibigdo da migragéo celular, devido a inibi¢do da COX,
principalmente, e/ou outros mediadores inflamatarios.

Dessa forma, para verificar o mecanismo de acdo pelo qual caulerpina induz

antinocicepgdo, bem como para comprovar se a mesma apresenta atividade antiinflamatoria,
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foi realizado ensaio in vitro de inibicdo de cicloxigenase. De acordo com os resultados

obtidos, caulerpina foi capaz de inibir, significantemente apenas COX-1, na concentracdo de
0,2 uM, sugerindo assim que o mecanismo de agdo da caulerpina envolva a inibicdo de
prostaglandinas produzidas por COX-1. O farmaco de referéncia utilizado como padréo neste
ensaio, a indometacina, foi capaz de inibir tanto COX-1 como COX-2, na mesma
concentracao.

Além da caulerpina, outro metabdlito dominante no género Caulerpa, sesquiterpeno
caulerpenina, mostrou-se ativo em inibir lipooxigenase (Cengiz et al., 2010). No trabalho
realizado por Hamburguer (2002), o alcaloide indolico triptantrina consegue inibe as enzimas
COX-1 e LOX-5 e a sintese de NO, impedindo, assim, a formacdo de substancias
espasmogeénicas e o recrutamento de células inflamatoérias (Hamburger, 2002).

Recentemente, um grande numero de diferentes tipos de alcaloides naturais com
atividade antinociceptiva foram relatados, tais como pronuciferina, glaucina, nuciferina e
pukateina (Calixto et al., 2000). Além disso, estudos tém mostrado que os alcaloides podem
apresentar uma importante atividade antiinflamatéria. Estes compostos podem suprimir a
reacdo antigeno-anticorpo e proliferacdo de linfdcitos induzida por mitogenos, a atividade de
células natural-killer, a citotoxicidade celular, a liberacdo de histamina pelos mastocitos, a
secrecdo de interleucina-1 (IL-1) pelos mondcitos humanos e acdo do PAF em plaguetas
(Radwan et al., 2007).

Os mecanismos de acdo das atividades antinociceptiva e antiinflamatéria da caulerpina
podem envolver a inibicdo da COX e atividade antioxidante. Além disso, sua acdo
antinociceptiva central pode ser devido a sua possivel acdo como um agonista parcial dos
receptores adrenérgicos, serotoninérgicos, colinérgicos e dopaminérgicos. A serotonina ja foi
relatada como sendo capaz de proteger os tecidos bioldgicos contra danos causados pela
radiacdo. Isso pode indicar a capacidade de interagir com a serotonina ou gerar espécies
reativas de oxigénio sequestrantes por radiacGes ionizantes e derivados da serotonina também
possuem grande potencial como antioxidantes naturais (Stole, 1999; Kang et al., 2009). A
sensibilidade do triptofano ao estresse oxidativo, bem como a atividade de protecéo radial da
serotonina pode ser um indicativo da importancia da fracdo indol em radicais livres (Stole,
1999). Além disso, a indometacina, um AINE indolico, é um potente sequestrador de espécies
reativas de oxigénio e inibem a atividade oxidativa intracelular e exercem efeitos
antioxidantes na membrana de lipossomas (Maffei-Facino et al., 1993).

Sabe-se que, embora a indugdo da COX-2 por estimulos inflamatorios seja o principal

responsavel pelos altos niveis de prostanoides no sitio inflamatério, o papel da COX-1 em
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modular a resposta inflamatoria ndo deve ser menosprezada (Burian; Geisslinger, 2005). A

afirmacdo de que a expressdao da isoforma COX-1 estd envolvida apenas em funcdes
fisiolégicas normais, como a agregacdo plaquetéaria, protecdo da mucosa gastrica e
homeostase eletrolitica renal vém sendo quebrada. Através do uso de baixas doses de
aspirina®, que assim se comporta como um inibidor preferencial da COX-1 plaguetéria,
esclareceu-se o papel exercido por esta isoenzima em muitos tipos de células de mamiferos.
Achados mais recentes sobre a inibi¢do seletiva da COX-1 demonstram sua relevancia para
varias condicOes patologicas humana, como cancer, inflamacéo, febre e dor, além da neuro-
protecao e cardio-protecdo (Perrone et al., 2010).

A indometacina além de suprimir a formacédo de prostaglandinas por inibicdo da COX
é conhecida por possuir atividade COX-independente, tais como a supressdo de transformacéo
maligna de fibroblastos embrionarios e ativagdo do receptor proliferador-ativado o e y (Hata
et al., 2005), e é também um conhecido inibidor de fosfolipase A2 (Touhey et al., 2002). Este
farmaco é capaz de inibir a etapa de rolagem de neutréfilos durante o processo inflamatorio,
Sanchez-Madrid, 1998). Entdo, a caulerpina pode esta atuando de forma semelhante, pois a
mesma apresenta um nuacleo indol semelhante a indometacina e serotonina. Dessa forma, vem
corroborar a sua capacidade de inibir o recrutamento leucocitario no ensaio de peritotine
induzida por carragenina.

Analisando a estrutura da caulerpina (figura 10A) € notada a presenca de dois grupos
indois (potente nucleo farmacoforico). Possivelmente esse grupo seja responsavel pela
atividade farmacologica deste alcaloide aqui apresentada, uma vez que esse nicleo é comum
também a indometacina (figura 10B), um AINE ndo-seletivo. Na literatura tem sido relatado
que o grupo indol possui ampla variedade de propriedades biolégicas como antiinflamatdrio,
anticonvulsivante, cardiovascular, antibacteriana e antifingica (Radwan et al., 2007; Bhati;
Kumar, 2008). Como caulerpina, descrita neste trabalho, ajmalina, annomontina, criptolepina
evodiamina e reserpina sao outros exemplos de alcaloides inddlicos descritos na literatura

como ativos em modelos de inflamagdo (Radwan et al., 2007).
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Figura 10. Estrutura da caulerpina (A) e indometacina (B) com destaque ntcleo indol (vermelho)

Por apresentar grupamentos quimicos em comum com a indometacina e por apresentar
atividade antinociceptiva/antiinflamatdria, pode-se sugerir que a caulerpina possa esta
inibindo a COX de forma semelhante a indometacina, ou seja, através de ligacGes fortes
tempo-dependente com esta enzima. Ainda existem outras trés formas de inibicdo da COX
gue os AINEs ndo-seletivos podem atuar: (1) através de ligacbes covalentes, como o acido
acetilsalicilico que acetila o residuo de serina 530 em COX-1 e 516 em COX-2 (Botting,
2006); (2) de forma competitiva, como ibuprofeno; (3) através de ligacdes fracas tempo-
dependente, como naproxeno (Binghama et al., 2006).

Por fim, a caulerpina parece ndo apresentar efeitos sedativos, baseado nos resultados
do ensaio da barra giratoria, diferente da indometacina que apresenta efeitos adversos centrais
como tonturas, vertigens, além de induzir psicose. O mecanismo pelo qual a indometacina
causa psicose ainda € incerto, no entanto a similaridade estrutural da caulerpina com a
serotonina, ambos apresentam o grupo indol, pode ser um dos motivos para desenvolvimento
da psicose (Tharumaratnam; Bashford; Khan, 2000). A presenca de dois grupos inddis na
estrutura da caulerpina, contra apenas um apresentado pela indometacina e serotonina, pode
estd favorecendo este alcaloide no que concerne auséncia de efeitos adversos centrais.

No entanto, estudos estdo sendo realizados por nosso grupo para elucidar estas

hipdteses.
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8 CONCLUSOES

Diante do exposto, os resultados obtidos permitem concluir que:

- A espécie C. racemosa possui atividade antinociceptiva e antiinflamatoria descritos pela

primeira vez neste trabalho;

- A atividade antinociceptiva do EMB, de fases cloroférmica, acetato de etila, n-butanodlica e
de um alcaloide isolado da mesma (caulerpina) foi determinada por meio de ensaios de

nocicepc¢do quimica e térmica;

- A atividade antiinflamatdria foi determinada em modelos in vivo e 0 mecanismo de acdo da

caulerpina quanto a sua atividade antiinflamatdria € via inibicdo COX-1;

- A caulerpina ndo induz efeitos hipnoéticos e sedativos como demonstrado no ensaio de rota

rod”.
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