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RESUMO

Dentre muitos mecanismos, a estimulacdo da angiogénese leva ao aumento da
secrecdo de fatores vaso-indutores e diminuicdo dos inibidores. O presente estudo
avaliou as interferéncias dos extratos hidroalcéolico (EHA - 50 pg/mL) e metandlico
(EM - 50 pg/mL) de Caulerpa taxifolia no metabolismo energético e na Angiogénese
de embrides de Gallus gallus domeésticos L. Ovos vermelhos da raca Rhode Island
Red de quatro lotes, foram incubados a 37° C, com viragem automatica, para o estudo
do metabolismo energético e da angiogénese. Os grupos foram distribuidose divididos
em grupos controle, tratados EHA (50 pg/mL) e ME (50 pg/mL), e controle
enriguecidos com w-3, com e sem tumor. No estagio de 288 horas, o desenvolvimento
foi interrompido. Os vasos foram quantificados e caracterizados morfologicamente e
os embrides fotografados, fixados e processados. Os resultados do metabolismo
energeético indicaram que ndo houve diferenca significativa entre grupos controle e
tratado normal, contudo os animais com tumores induzidos com EHA e ME e os
enriquecidos com w-3 apresentaram resposta significativa quando comparados ao
controle (p< 0,05). Foi observado que as propriedades fisicas e a integridade estrutural
da casca dos animais controle tumorado apresentaram anomalias de formacao: casca
rugosa, aspera e mole. Os parametros morfométricos ndo apresentaram significancia
entre os grupos (p< 0,05). Em relacdo a vasculogénese e angiogénese houve uma
reducdao significativa entre grupos normais e tumorados. Os vasos apresentaram uma
discreta reducao do calibre quando comparado ao grupo controle (p< 0,05). O aspecto
microscopico da membrana amniética dos organismos tratados com o EHA e ME, dos
grupos normal e tumorado mantiveram a morfologia preservada ao longo do
tratamento. O tecido cardiovascular de embrides controle com tumor apresentou
pontos hemorragicos e uma congestdo no limen do vaso, talvez em funcdo da
presenca da malignidade das células. A microscopia da medula encefalica se manteve
preservada. Nos embrides controle tumorados ela se apresentou pouco conservada,
com vasos congestos na regiao do manto, possivelmente por interferéncia da acéo do
tumor no tecido analisado. Estes biocompostos apresentaram ainda efeito
antivasculogénico e antiangiogénico, sem comprometer a anatomia macroscopica e
microscopica dos organismos tratados durante o desenvolvimento embrionario.
Diante do presente exposto, conclui-se que 0S compostos presentes nNos extratos de
Caulerpa taxifolia pode ser considerada um potencial agente antitumoral de origem
marinha, que talvez atue nos mecanismos intrinsecos relacionados com a matriz
extracelular, estabilizando e remodelando a estrutura vascular e a capacidade de
inducéo da neovasculogénese.

Palavras-chave: Algas marinhas. Angiogénese. Vasculogénese.
Caulerpa taxifolia. Antitumoral.



ABSTRACT

The neovascularization is an important mechanism in tumor development, is
responsible for nutritional support to cancer cells proliferating and establishing
favorable conditions for metastatic spread. Among many mechanisms, stimulation of
angiogenesis leads to increased secretion of vaso-inducing factors and decreased
inhibitors. This study evaluated the interference of hydroalcoholic extracts (EHA - 50
mg / mL) and methanol (MS - 50 ug / ml) of Caulerpa taxifolia in energy metabolism
and angiogenesis of Gallus gallus domesticus embryos L. Red breed eggs Rhode
Island Red four batches were incubated at 37 C with automatic turning, for study of
energy metabolism and angiogenesis. The groups were divided in control groups
treated EHA (50 g / mL) and ME (50 ug / ml) and control enriched with w-3, with and
without tumor. In stage age of 288 hours, the development was stopped. The vessels
were quantified and characterized morphologically and photographed embryos, fixed
and processed. The results of energy metabolism showed no significant difference
between control group and the normal treaty, yet tumorados animals treated with EHA
and ME and enriched with w-3 showed significant response compared to control (p <
0.05). It was observed that the physical properties and structural integrity of the shell
tumorado control animals showed formation of defects: rough skin, rough and soft. The
morphometric parameters showed no significant difference between the groups (p <
0.05). For vasculogenesis and angiogenesis was significantly reduced between normal
groups and tumorados. The vessel had a slight reduction in size compared with the
control group (p < 0.05). The microscopic aspect of amniotic membrane bodies treated
with EHA and ME, the tumorado groups remained normal and preserved morphology
throughout the treatment. The cardiovascular tissue with tumor control embryos
showed bleeding points and congestion in the vessel lumen, perhaps due to the
presence of malignant cells. The brain marrow microscopy remained preserved.
However, in tumorados control embryos she had just saved with congested vessels in
the mantle region, possibly by tumor action of interference in the analyzed tissue.
These biocompounds still had antivasculogénico and antiangiogenic effect without
compromising the macroscopic and microscopic anatomy of organisms treated during
embryonic development. Given the above this, it is concluded that the compounds
present solution in taxifolia Caulerpa extracts can be considered as a potential
antitumor agent of marine origin, which may act on the intrinsic mechanisms related to
the extracellular matrix, stabilizing and reshaping the vascular structure and inducibility
of neovasculogenesis.

Keywords: Seaweed. Angiogenesis. Vasculogenesis. Caulerpa taxifolia. Antitumor.
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1 INTRODUCAO

O céancer € uma doenca ndo transmissivel que mais cresceu na populagédo
brasileira sendo principal responsavel pela mudanca nas causas destes indices, e
varios fatores explicam sua alta incidéncia na populacdo brasileira, entre eles
podemos citar: a maior exposicao a agentes cancerigenos, os atuais padrées de vida
adotados em relacdo ao trabalho. A alimentacdo e o consumo, de modo geral que
expdem os individuos a fatores ambientais (agentes quimicos, fisicos e biol6gicos)
resultantes de mudancas no estilo de vida das pessoas e do processo de
industrializacdo cada vez mais intenso (INCA, 2012).

Assim, para garantir a progressao do tumor, as células neoplasicas modificam
seu fendtipo a fim de promover alterac6es funcionais, estimulando a producdo de
fatores angiogénicos, os quais se ligam a receptores especificos nas células
endoteliais pré-existentes, levando a formacdo de novos vasos sanguineos (LEE et
al., 2007; YU; MOHAN; NATARAJAN, 2012).

A neovascularizacdo é caracterizada pelo crescimento e desenvolvimento de
Novos vasos sanguineos, um processo normal e essencial na cicatrizacao de feridas
e formacdo de tecidos (HALL et al., 2005). No entanto, também € um passo
fundamental na oncogénese, bem como, no crescimento do tumor, a fim de fornecer
nutrientes e oxigénio para progressdo e proliferacdo das células tumorais,
contribuindo para a formacdo de metastases (TAKAHASHI; SHIBUYA, 2005;
GAVALAS et al., 2013).

Este processo ocorre durante o desenvolvimento e remodelacdo vascular em
uma série controlada de eventos que se inicia a partir de capilares pré-existentes no
tumor. O tamanho tumoral pode alcancar aproximadamente 1-2 mm?3, antes de suas
demandas metabdlicas serem restritas devido ao limite de difusdo de oxigénio e
nutrientes no local (CARMELIET; JAIN, 2011). De acordo com a sua gravidade, a
auséncia de oxigénio pode tanto promover apoptose como impedir a morte das
células, conduzindo a respostas biolégicas que induzem o crescimento tumoral
(SADRI; ZHANG, 2013).

O processo da angiogénese envolve um numero sequencial de etapas:
inicialmente, as células endoteliais sdo ativadas por fatores pro-angiogénicos
produzidos e liberados pelas células tumorais. Em seguida, as células endoteliais

préexistentes secretam enzimas proteoliticas, tais como as Matriz Metaloproteinases
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(MMPs) para a degradagédo da membrana basal e matriz extracelular. Assim, inicia-se
a proliferacdo e migracdo das células endoteliais para formagdo de um novo vaso
sanguineo. Finalmente, ocorre a ligagao das células denominadas “tips cells” nas
células endoteliais dos novos capilares, o novo limen e uma nova membrana basal
séo formados (GRIZZI et al., 2005; WEIS; CHERESH, 2011).
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL
Este estudo visou avaliar a bioatividade de Caulerpa taxifolia (Vahl) Agardh

(1817), (CAULERPACEAE) no metabolismo e na vasculogénese de células tumorais.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Obtencdo do extrato hidroalcodlico e metandlico de Caulerpa taxifolia (VAHL)

AGARDH (1817);

Obtencéo da caracterizagdo bioquimica do extrato hidroalcodlico e metandlico de
Caulerpa taxifolia (VAHL) AGARDH (1817);

Avaliar a toxicidade aguda por via intraperitoneal e determinar a DLso com 0 extrato
hidroalcodlico de Caulerpa taxifolia (Vahl) Agardh (1817) em camundongos albinos

Swiss (Mus musculus);

Determinar o efeito da administracdo do extrato hidroalcodlico e metandlico de
Caulerpa taxifolia (Vahl) Agardh (1817) quanto a inibicdo do Sarcoma 180 e

Carcinoma de Erhlich em camundongos albinos Swiss (Mus musculus);

Avaliar a atividade do extrato hidroalcodlico e metandlico de Caulerpa taxifolia (Vahl)

Agardh (1817) em modelo de cicatrizacao;

Verificar o efeito antinociceptivo do extrato hidroalcodlico e metandlico de Caulerpa
taxifolia (Vahl) Agardh (1817) através do teste de contor¢cdes abdominais induzidas

por &cido acético;

Idenfiticar as alteracdes no desenvolvimento embrionéario de Gallus gallus domésticos

tratados com o extrato hidroalcodlico de Caulerpa taxifolia (Vahl) Agardh (1817);

Estudar a vasculogénese e angiogénese no desenvolvimento embrionério de Gallus
gallus domesticus tratados com o extrato hidroalcodlico de Caulerpa taxifolia (Vahl)
Agardh (1817);
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+ Evidenciar os efeitos metabdlicos no desenvolvimento embrionario de Gallus gallus
domesticus tratados com o extrato hidroalcodlico e metandlico de Caulerpa taxifolia
(Vahl) Agardh (1817).
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 COMPOSTOS NATURAIS
A triagem de produtos naturais tem guiado inUmeras pesquisas ha busca de

substancias promissoras para obtencdo de novas drogas antineoplasicas
(MAGALHAES, 2005). Nesta area de pesquisa anticancer, 74 % das substancias
introduzidas como farmacos até 2003 derivaram de produtos naturais (ROUHI,
WASHINGTON, 2003).

As mortes por cancer estao projetadas para continuar a subir, sendo que mais
de 70% ocorrem em paises de baixa e média renda, que ndo possuem recursos
suficientes para diagnostico, tratamento e prevengdo (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2006). A completa eliminacdo dos tumores é um dos grandes
desafios da medicina e resultados promissores tém sido obtidos com varias espécies
vegetais no Brasil (ALMEIDA et al., 2005; PINTO et al., 2002).

Nos ultimos anos, foi possivel a varios pesquisadores identificar e/ou isolar
compostos bioativos que exibem atividade anticancer, explorando o fracionamento de
extratos por meio de atividades biomonitoradas, através de ensaios de citotoxicidade
in vitro, podendo levar a avaliagfes in vivo quando ha interesse, revelando centenas
de compostos com atividade anticancer (MANGAL et al., 2013).

A atividade biologica apresentada por espécies do género Caulerpa esta
relacionada principalmente com a caulerpina e estas espécies podem apresentar mais
sete compostos de interesse farmacolégico, acido caulerpinico, caulerpenina,
caulerpicina, trifarina, colesterol, B-sitosterol, colestenol. A atividade antitumoral da
caulerpina, que € o metabdlito secundario mais complexo sintetizado por Caulerpa
taxifolia, foi cientificamente comprovada através de modelos de estudo de cultivo de
células utilizando oito linhagens diferentes de células tumorais, que foram inibindas
de maior ou menor grau devido a sua atividade citostatica. Possivelmente esta acéo
inibicdo talvez esteja relacionada com uma primeira interferéncia na fase S e outra
interferéncia sobre a fase G2 pre-mitética das células tumorais em estudo, sendo
ainda necesséria a analise com modelos de estudo que utilize animais com tumores
transplantados para confirmar tais respostas inibitérias (FISCHEL et al., 1995).

No que diz respeito a espécies ocorrentes em Mato Grosso do Sul, varias
apresentaram substancias com potencial atividade anticancer (FIGUEIREDO et al.,
2011; GARCEZ et al., 2005; GARCEZ et al., 2006; GARCEZ et al., 2011; MATOS et
al., 2006; SILVA et al., 2007; SIMIONATTO et al., 2010).
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3.2 PRODUTOS NATURAIS E A TERAPIA ANTICANCER

Produtos naturais, produzidos por organismos marinhos, micro-organismos e
plantas, exibem, de maneira geral, consideravel diversidade estrutural. Quando
comparados a compostos organicos sintéticos, os produtos naturais apresentam
tipicamente mais centros quirais, menos heteroatomicos, atomos de menor massa,
molecular, e sistemas de anel mais variados. Estes atributos fazem dos produtos
naturais um recurso inestimavel de diversidade quimica e, portanto, podem ser
considerados como compostos farmacologicamente ativos em potencial ou como
modelos para a otimizacdo de métodos de quimica orgéanica sintética na descoberta
de farmacos com diferentes atividades, dentre elas atividade antitumoral (LIPAN,
2013).

A Oncologia Experimental procura estudar os mecanismos de desenvolvimento
das neoplasias em modelos experimentais, assim como encontrar as possiveis formas
de trata-las (COSTA-LOTUFO, 2010).

O mecanismo antitumoral mais conhecido atualmente € o de inducéo seletiva
das células tumorais a um mecanismo de morte celular denominado apoptose
(SUBHASHINI et al., 2005).

A atividade de um farmaco antineoplasico baseia-se na busca de destruicdo de
células tumorais, que tém como caracteristica comum se dividirem muito mais r4pido
gue a maioria das células normais. Porém, podem ocorrer efeitos secundarios em
células normais de crescimento rapido, como as gastrointestinais, capilares e as
células sanguineas (especialmente na medula 6ssea), causando efeitos como
anorexia, diarreia, ndusea, vomito, alopecia e maior sesceptibilidade as infec¢des
(BRANDAO et al., 2010).

3.3 ASPECTOS BOTANICOS
Os organismos terrestres sao 0s responsaveis por quase a totalidade dessas

substancias, enquanto que 0s organismos marinhos, apesar de promissores,
passaram a ser investigados de maneira sistematica apenas recentemente (COSTA-
LOTUFO; MONTINEGRO; ALVES; MADEIRA; PESSOA; MORAES; MORAES, 2009).

O Brasil possui uma enorme biodiversidade aquética e terrestre que esta
intimamente ligada com a rica heranca sociocultural do pai. No ambiente marinho as
algas representa um dos maiores grupos em termos de diversidade
(MARINHOSORIANO et al., 2011).
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As algas verdes estéo inseridas no filo Chlorophyta, constituindo o maior e mais
diversificado grupo de algas, tanto em nivel de espécie, como também de padrdes
morfologicos, estruturais e reprodutivos. Atualmente o filo encontra-se representado
por 17.000 espécies (OLIVEIRA-CARVALHO, 2008).

De todas as algas, as verdes séo os produtores menos prolificos de produtos
naturais, com menos de 300 compostos conhecidos e apenas um pequeno ndmero
de novos metabdlitos secundarios reportados a cada ano (BLUNT et al., 2010). As
algas marinhas verdes sao conhecidas por produzir substancias semelhantes aos das
algas vermelhas, principalmente os di e sesquiterpenoides, mas sem a extensa
halogenacao das substancias das algas vermelhas (VIDAL, 2006).

As algas sdo um grupo de organismos com ampla diversidade de formas,
fotossintéticos, polifilético, e apresentam grande importancia no ecossistema. E
confirmada a presenca de mais de 3000 espécies que ocorrem no Brasil, e o grupo
de algas verdes estdo presentes em diversos habitats e representam grande
diversidade de tipos morfoldgicos (BICUDO; MENEZES, 2010). A ocorréncia delas é
grande nos mares tropicais e subtropicais como o0s da costa brasileira, ainda assim
precisam ser exploradas. Devido a abundancia de algas no ecossistema, estas cada
vez mais, tornam-se uma importante fonte de novos compostos bioativos para a
industria farmacéutica (PINTEUS, 2011).

Existem muitas espécies desse género, contudo a espécie C.racemosa e a C.
lentilifera sédo as mais consumidas na alimentagéo asiatica. Conhecidas como “caviar
verde” ou “uvas do mar”, sdo constituidas de uma textura suculenta e macia e
apresentam um gosto picante, onde geralmente sdo consumidas na forma de vegetais
frescos em saladas (PEREIRA, 2011). Mesmo existindo algumas espécies
consumidas, a Caulerpa racemosa var. cylindracea tornou-se conhecida pela

liberacdo de substancias téxicas na fauna e flora (BEKCI et al., 2009).

3.3.1 ORDEM HALIMEDALES
Esta ordem compreende um grupo de algas estritamente marinho, onde se

encontram distribuidos os generos Halimeda, Caulerpa e Penicillus, o talo é sinfonado.
O plastidoma € neoplastidial heteroplastidial, onde se observam dois tipos de
plastidios: cloroplastos e amiloplastos, estes ultimos sendo incolores e cheios de

amido. O ciclo de vida € monogenético haplontico. A fecundacgéo é anisogamica. O
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conteudo total se transforma em zoodides. Nunca ocorrem zodsporos estefanocontes.

As paredes contém xilanos e pouco ou nada de celulose (RAVIENRS; 2006).

3.3.1.1 GENERO Caulerpa
Este género é constituido por algas marinhas verdes bentbnicas e seus

representantes dotadas de um talo rastejante formado por uma por¢ao rizomatosa que
se expande ao longo do substrato, fixando-se através de estruturas denominadas
rizéides muitas espécies deste género sdo encontradas no litoral brasileiro (SZE,
1998; JOLY, 2011). E alguns trabalhos relatam propriedades bioldgicas, tais como
antiviral e anticoagulante (GHOSH et al., 2004; RODRIGUES; FARIAS, 2005)

3.3.1.1.1 ESPECIE Caulerpa taxifolia
C. taxifolia apresenta fronde similar a uma folha composta dos vegetais

superiores, com o limbo dividido que lembra a folha de uma samambaia, um talo com
aparéncia de um caule tipo estoldo e rizoides que séo estruturas utilizadas para sua
fixacdo no substrato (RAVIENRS, 2006).
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Caulerpa taxifolia
Caulerpa marine green alga

Copyright 2001 University of Florida
Center for Aquatic and Invasive Plants

Figura 1 - Gravura da Caulerpa taxifolia

Fonte: Center for and Invasive Plants ( 2001).
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Figura 2 — Caulerpa taxifolia fixa em sedimento de fundo oceéanico
Fonte: RICHARD LING (2011).

Figura 3 - Reproducdo de Caulerpa taxifolia evidenciando as mudancas no talo
durante a gametogénese em torno de 24 h antes da liberagao de gametas. (A) detalhe
da fronde com despigmentacgé&o reticulada, (B) despigmentacéo reticulada dos talos
com papilas.

Fonte: ZULJEVIC; ANTOLIC (2000).

Caulerpa taxifolia € nativa de aguas tropicais dos oceanos Indico, Pacifico e

Atlantico, apresentando um crescimento rapido foi amplamente encontrada por toda
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extensdo do Noroeste do mar Mediterraneo, onde provavelmente foi lancada depois
da lavagem do Aquario do Museu de Ménaco, e que hoje continua a provocar danos
ao ecossistema local, devido a sua rapida propagacdo (MEINESZ et al. 1997). Até o
ano 2000, aproximadamente 131 km2 havia sido colonizado o que abrangia a costa
de seis paises (Espanha, Franca, MOnaco, Italia, Croacia, e Tunisia). Desde entédo as
invasdes também tém ocorrido pelo oceano Pacifico na Califérnia, Japao e sul da
Austrélia.

(GLASBY et al., 2005; WEST, 2007).

3.4 ASPECTOS FITOQUIMICO
Tendo em vista 0 processo adaptativo, e a capacidade de habitar em diversos

ambientes, as algas produziram uma variedade de substancias: &acidos graxos,
esteroides, carotenoides, polissacarideos, entre outrase, e isso tem chamado a
atencdo da industria farmacéutica, pois elas tem grande potencial antinociceptivo,
antiinflamatdério, antioxidante e antimicrobiano (CARDOZO et al., 2007; RIBEIRO et
al., 2014). Para produzir todas essas substancias, os seres vivos sédo dotados de
acbes ao nivel celular, formando os metabdlitos secundarios. Diferentemente das
grandes moléculas como DNA, proteinas e lipidios sem as quais as funcdes celulares
nao seriam possiveis, 0s metabolitos secundarios ndo estdo envolvidos diretamente
nos processos de desenvolvimento e manutencéo das condi¢des vitais. Mesmo assim
apresentam uma elevada diversidade estrutural, e s&o comumente usado tanto nas
algas como nas plantas para sua protecéo contra predadores (SUDATTI, 2010).

O halimedatriol, um trialdeido diterpénico, isolado de alga verde calcarea
Halimeda opuntia, exibe ac¢des inotropicas positivas, potencializando a contragédo
muscular esquelética, da mesma forma que a alga Bryopsis pennata. Este composto
promove a inibicdo da divisao celular, e € um poderoso inibidor do comportamento
alimentar de insetos. Possui também, forte atividade contra bactérias, fungos, peixes,
espermatozoides, ovos fertilizados e larvas de ouricos do mar, sendo considerado um
dos elementos mais ativos e bem estudados do grupo (HAY; FENICAL,1988).

Organismos da ordem Caulerpales tém apresentado um quadro mais
homogéneo que o esperado, exibindo sesquiterpendides e diterpendides bastante
relacionados. Dentre o0s sesquiterpendides conhecidos temos o rhipocephanal,
isolado de Rhipocephanal phoenix (FENICAL,1984).

O género Caulerpa apresenta diterpenos como a clorodesmina, isolada de C.

fastigiada, relacionada com sesquiterpendides e com diterpendides observados em
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algas do género Halimeda, como o halimedatrial, um alcaldide inddlico, derivado do
triptofano, isolado de espécies “toxicas” de Caulerpa (AGUILAR-SANTOS, 1970;
MAITTI, 1977). Entre outros compostos quimicos presentes no género Caulerpa,
destacam-se o alcaloide indolico caulerpina (Figura 5), acido caulerpinico (Figura 6),
a mistura de amidas denominadas caulerpicina (Figura 7), os terpenos caulerpina
(Figura 8) e trifarina (Figura 9) e os esteroides: colesterol (Figura 10), B-sitosterol
(Figura 11) e colestenol (Figura 12) (NAPRALERT, 2014).

Figura 4 — Estrutura quimica da caulerpina Fonte: NAPRALERT (2014).
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Figura 5 — Estrutura quimica do acido caulerpinico Fonte: NAPRALERT (2014).
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Figura 6 — Estrutura quimica da caulerpicina Fonte: NAPRALERT (2014).

Figura 7 — Estrutura quimica da caulerpina Fonte: NAPRALERT (2014).
AcO.
\ \ / OAc
Figura 8 — Estrutura quimica do trifarina Fonte: NAPRALERT (2014).
AN

Figura 9 — Estrutura quimica do colesterol Fonte: NAPRALERT (2014).
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HO

Figura 10 — Estrutura quimica do [-sitosterol Fonte: NAPRALERT (2014).

Figura 11 — Estrutura quimica do colestenol Fonte: NAPRALERT (2014).

A caulerpenina, metabdlito secundério majoritario encontrado em C. taxifolia foi
analisada através de cromatografia liquida de alta performance (HPLC), obtendo-se
como resultado uma diferenca na concentracdo da substancia entre partes eretas e
estoldes da espécie. Os niveis mais elevados foram observados na parte ereta,
independente da profundidade e do periodo do ano onde os espécimes foram
coletados. Esses resultados estdo de acordo com o modelo de defesa 6tima (MDO),
visto que a parte ereta em relacdo ao estoléo esta mais exposta e, consequentemente,
mais susceptivel a acdo de herbivoros (AMADE; LEMEE, 1998). O mesmo foi
observado em C. sertularioides, C. racemosa e C. cupressoides (MEYER; PAUL,
1992).

A abordagem fitoquimica da espécie C. taxifolia realizada com extrato
metandlico bruto indicou a presenca de Alcaloides, terpenos, esteroides e saponinas.
(MOURA et al., 2012).
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3.5 CANCER
O cancer é caracterizado pelo comportamento inadequado da célula, que surge

da quebra do equilibrio celular, ap6s uma sequéncia de alteracdes genéticas nas
células, causadas por fatores toxicos ambientais, ou mesmo fatores internos da
propria célula, levando apos sucessivas mutacdes a uma perda do controle de seus
mecanismos, fazendo que de forma autbnoma prolifere desordenadamente e migre,
resultando em invasédo tecidual e possivel metastase (ALBERTS et al., 2002; KUMAR
et al., 2005).
De acordo com o tipo de célula normal que o originou, independente dos tecidos que
tenha migrado, o cancer recebe uma classificagdo primaria. O sufixo “oma” denota
tumor, sendo que quase todos se enquadram em um dos seguintes grupos, conforme
relatam Almeida et al, (2005): Carcinomas, Sarcomas, Linfomas, Leucemias,
Mielomas, Melanomas, Gliomas, Neuroblastomas, Tumores das células germinativas.
As alteracdes que ocasionam as neoplasias podem ocorrer em genes especiais, a
principio inativos em células normais, denominados proto-oncogenes, que
qgquando ativados, transformam-se em oncogenes, responsaveis pela
transformacéo das células normais em células tumorais (ALMEIDA et al., 2005).
Superado apenas por doencgas cardiovasculares, o cancer € uma das principais
causas de morte no mundo, na populacédo da maioria dos paises desenvolvidos INCA
(Instituto Nacional do Cancer, 2011). Segundo a Organizacdo Mundial de Saude
(OMS), em nivel global, o cancer foi responsavel por cerca de 8,2 milhdes de mortes
em 2012. Estima-se a ocorréncia de 27 milhdes de casos incidentes de céancer até
2030, dos quais 17 milhdes de mortes e 75 milhGes de pessoas vivas, anualmente,
com a doenca (INCA, 2012). As estimativas para o Brasil no ano de 2012, validas
também para 2013, apontaram a previsdo de mais de 518.510 novos casos de cancer,
incluindo os casos de pele ndo melanoma, reforcando a dimenséao do problema do
cancer no pais (INCA, 2012).
Para 2014, as estimativas do INCA e do Ministério da Saude foram de mais de
576 mil novos casos no Brasil, mostrando um aumento no nimero de casos previstos
guando comparado aos anos anteriores, apontado como consequéncia de um

processo de envelhecimento da populagéo brasileira (INCA, 2014).

3.6 ANALGESIA
A dor € uma sensacédo importante, pois é através dela que se percebe um sinal

de alerta para um perigo iminente, estando assim relacionada com a protecao do
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organismo, mostrando os limites que ndo podem ser transgredidos (CHAPMAN;
GAVRINI, 1999; MILLAN, 1999; DIAS, 2007). Apesar das sensacdes dolorosas serem
um aviso do qual o organismo se utiliza para sinalizar um processo de agressao, a
problematica da dor acompanha a humanidade na medida em que interfere na
homeostasia do individuo e da sua relagdo com o meio (PIRES, 2007). A dor é definida
pela Associacao Internacional para o Estudo da Dor (IASP), 1994, como sendo “uma
experiéncia emocional e sensorial desagradavel associada com uma leséo tecidual
real ou potencial ou descrita em termos de tal lesdo”. Oliveira (1979) descreve a dor
como um alerta que o Sistema Nervoso Central (SNC) utiliza para sinalizar um
processo de agressao ao organismo com risco para a sua integridade fisica. Este
alerta desencadeia um conjunto de reacdes de adaptacdo, de ordem psicoldgica,
autonébmica e motora, visando afastar o organismo da causa da agressao,
preservando-o (MILLAN, 1999; WOOLF et al., 1999; VITOR et al., 2008).

A dor disfuncional pode ser considerada uma condicdo causada por um mau
funcionamento do aparelho somatosensorial, e ocorre em situa¢des nas quais nao ha
identificacdo de estimulo nocivo, na auséncia de inflamacéo detectavel ou por danos
ao sistema nervoso. Pode ser incluido dentro deste tipo de dor, a dor neuropatica que
€ uma sindrome adaptativa, com acumulo progressivo da dor em resposta a estimulos
repetidos, com dispersdo espacial, e reducdo do limiar de dor (COSTIGAN et al.,
20009).

No aspecto inflamatério, a dor pode ocorrer em resposta a lesdo tecidual e
resposta inflamatoria subsequente, através de mudancgas que ocorrem na tentativa de
proteger o corpo contra um estimulo potencialmente nocivo e envolve a participacéo
de mediadores inflamatorios no local da lesdo. Estes mediadores incluem bradicinina,
substancia P, prostaglandinas, fatores de crescimento, 6xido nitrico (NO), citocinas,

guimiocinas que podem ser chamados de substancias algogénicas (LINLEY, 2010).

3.7 DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO DE Gallus gallus domésticos
A embriogénese das aves esta diretamente relacionada a temperatura de

incubacéo, estabelecendo-se a polaridade durante a segmentacdo do ovo, que na
galinha se processa no oviduto a temperatura de 40 °C aproximadamente. Apos a
postura, em incubacao a 37,5 °C, completa-se o processo de gastrulagdo e modela-

se progressivamente o organismo. Ao final do 4° dia de incubacéo, evidenciam-se as



37

flexuras e a rotagcdo do SNC que, juntamente com o padrdo metamérico dos somitos,
arcos branquiais, membros e botdo caudal, caracterizam externamente o embrido.

A espécie de ave mais utilizada em laboratorio € a Gallus gallus (galinha), cujo

desenvolvimento inicial pode ser comparado ao dos humanos até o segundo més de
gestacdo. A clivagem nas aves tem inicio 3 horas ap6s a fecundacdo, o que
corresponderia a 24 horas apos a fertilizacdo em humanos. O terceiro dia, quando sé&o
formados os somitos, cérebro, olhos, ouvidos e componentes do sistema vascular
equivale a terceira - quarta semana de gestacdo em humanos. Ja o quarto dia de
incubagéo, corresponderia ao segundo més de desenvolvimento humano intrauterino
(MOORE, PERSAUD, 2015).
O desenvolvimento embrionario da galinha é muito bem documentado
(HAMBURGER; HAMILTON, 1951) e os embrides séo classificados em estadios, que
relacionam o surgimento de estruturas no embrido e o tempo de desenvolvimento. A
divisdo em estadios € importante, pois varios fatores - diferencas genéticas, sazonais,
tamanho dos ovos, tempo entre a postura e a incubacdo dos ovos, temperatura dos
ovos quando colocados na incubadora, temperatura, tipo e tamanho da incubadora -
podem causar variagdes nos embrides, o que torna ineficiente a classificacéo baseada
somente na idade cronolégica. Do estadio 7 ao 14 a classificagdo € baseada
principalmente no nimero de pares de somitos, enquanto que do estadio 15 em
diante, os critérios utilizados para identificacdo dos estadios embrionarios séo
baseados em estruturas externas, como 0s brotos dos membros e arcos viscerais
(HAMBURGER; HAMILTON, 1951; MOORE; PERSAUD, 2015).

O embrido de ave também tem sido utilizado como modelo para estudo dos
efeitos de agentes toxicos sobre o desenvolvimento embriondrio. Através da analise
de diferentes biomarcadores morfol6gicos (VAN STEENIS; VAN LOGTEN, 1971;
YAMAMOTO et al., 2012), bioquimicos (HADANI; EGYED, 1967; BRUNSTROM,
1992; WANG; WANG, PENG, 2008; YAMAMOTO et al., 2012), genéticos, moleculares
(THOMPSON et al.,, 2010; DOI et al.,, 2011) é possivel investigar a acdo de
xenobioticos nos embriGes em desenvolvimento.

As aves apresentam ovos do tipo telolécito, que possui grande quantidade de
vitelo (GILBERT, 2003). No ovo estédo presentes todos 0s componentes necessarios
ao desenvolvimento do embrido, exceto o oxigénio, que entra pelos poros presentes
na casca (BELLAIRS, OSMOND, 2005).
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O processo de clivagem é do tipo meroblastica discoidal e ocorre somente no
citoplasma ativo no polo animal do ovo (GILBERT, 2003). A clivagem tem inicio
aproximadamente 3 horas apos a fecundacéo, logo que o ovo atinge o istmo, ainda
no aparelho reprodutor da galinha. Apds repetidas clivagens, no momento da postura,
0 embrido é composto por aproximadamente 32.000 - 60.000 células, formando o
blastodisco (GILBERT, 2003; BELLAIRS, OSMOND, 2005).

Nas primeiras 24 horas de desenvolvimento, o blastodisco € dividido em area
pelicida e area opaca. A area pellucida corresponde a regido central, que esta
separada do vitelo pela cavidade subgerminativa, enquanto que a area opaca €
formada por células da regido marginal, que estdo em contato com o vitelo. No
momento da postura do ovo, o blastodisco é formado por duas camadas de células, o
epiblasto, que dara origem ao embrido e alguns anexos embrionarios (amnio, corion,
alantoide), e o hipoblasto, que formara apenas estruturas extraembrionarias (saco
vitelino). Entre o epiblasto e o hipoblasto encontra-se uma cavidade, a blastocele
(GILBERT, 2003; BELLAIRS, OSMOND, 2005; MOORE; PERSAUD, 2015).

Com aproximadamente 10 horas de incubacao, tem inicio a gastrulacdo, um
periodo de proliferacdo e migracao celular (BELLAIRS, OSMOND, 2005), cujo marco
inicial € o desenvolvimento da linha primitiva, formada inicialmente por um
espessamento da camada de células na linha média do epiblasto. Essas células se
estendem anteriormente, marcando 0 eixo antero-posterior do embrido, e perdem a
adeséao, formando uma depresséao na linha, o sulco primitivo, através da qual células
do epiblasto irdo migrar para a blastocele. Na extremidade anterior do sulco, ha um
espessamento de células, o nédulo primitivo (nédulo de Hensen). As células que
ingressam na blastocele a partir do nédulo de Hensen, migram anteriormente e vao
formar o intestino anterior, a mesoderme da cabeca e a notocorda, ao passo que as
gue ingressam pela fenda primitiva dardo origem aos demais tecidos endodérmicos e
mesodérmicos (GILBERT, 2003; BELLAIRS, OSMOND, 2005). Apés 20 horas de
incubacéo, a regressao da linha primitiva move o nédulo de Hensen para uma regiao
mais posterior e ha formacéo da notocorda da extremidade anterior para a posterior,
a medida que a regresséo ocorre (GILBERT, 2003). Ao final da gastrulacdo estédo
formados os folhetos germinativos: ectoderme, mesoderme e endoderme (BELLAIRS,
OSMOND, 2005). A endoderme dara origem principalmente ao epitélio do trato

respiratorio, digestorio, incluindo 6érgaos associados como pulmdes e figado.
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A mesoderme formard diversos tecidos, incluindo o0 @ sistema
musculoesquelético, tecido conjuntivo, sangue e 6rgdos internos como coracao e rins.
J& a ectoderme originard principalmente a epiderme e o sistema nervoso (WOLPERT
et al., 2008).

A neurulagdo é o processo pelo qual é formado o tubo neural, a partir da
interacdo das células mesodérmicas da notocorda e da placa précordal com as células
da ectoderme adjacente. Essa interacdo induz as células ectodérmicas a formarem a
placa neural, a partir de 20 horas de incubacéo. A placa neural sofre uma invaginacao
na linha média, formando o sulco neural e as pregas neurais, as quais comeg¢am a se
fundir com 26 horas de incubacdo. As células da por¢cao mais dorsal do tubo neural
se tornam as células da crista neural, que migram somente apos o fechamento do
tubo neural, separando-se do mesmo. As cristas neurais originardo diversas
estruturas, incluindo aquelas do sistema nervoso periférico, enquanto que o tubo
neural formara o encéfalo e a medula espinhal (GILBERT, 2003; BELLAIRS,
OSMOND, 2005).

A somitogénese se inicia com aproximadamente 24 horas de incubacéo,
formando progressivamente pares de somitos no sentido antero-posterior. Cada par
de somitos surge em intervalos de 90 minutos, na mesoderme paraxial de ambos os
lados da notocorda. Essas estruturas dardo origem aos moldes cartilaginosos das
veértebras, musculatura esquelética de praticamente todo o organismo e a derme da
regido dorsal do corpo (WOLPERT et al., 2008). No terceiro dia de desenvolvimento
o0 embrido de ave possui aproximadamente 40 pares de somitos, apresenta
batimentos cardiacos e a circulagdo com as membranas extraembrionarias (saco
vitelinico e alantdide) ja estd bem estabelecida (BELLAIRS, OSMOND, 2005).

Enquanto o embrido €& formado, surgem também as membranas
extraembriondrias, que fornecem protecdo e nutricdio ao embrido em
desenvolvimento. O saco vitelinico e o alantoide sdo formados pela somatopleura
(endoderme e mesoderme), enquanto que o0 amnio e o corion pela esplancnopleura
(ectoderme e mesoderme). O saco vitelinico prové nutricdo ao embrido a partir do
transporte de nutrientes do vitelo para o corpo do embrido através dos vasos que
envolvem o saco. O alantoide armazena excretas em sua luz e ao se fundir com o
cérion para formar a membrana cérioalantéica, realiza trocas gasosas e transporte do
célcio da casca para o embrido, através de seus vasos sanguineos, o que torna a

casca mais fragil e facilita a eclosdo. O corion € a membrana extraembrionaria mais
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externa, fica aderida a casca e permite as trocas gasosas com o ambiente. O amnio
envolve o embrido, formando o saco amnidtico, preenchido por um liquido que fornece
protecao contra a desidratacao e choques mecanicos. (GILBERT, 2003).

O desenvolvimento embriondrio da galinha apresenta varios periodos criticos,
em que o embrido esta mais vulneravel a influéncias externas, como exposicdo a
agentes téxicos (SPREEN et al., 1984 apud DEWITT; MEYER; HENSHEL, 2005).
Segundo Christensen (2001), existem 5 periodos criticos: o primeiro corresponde ao
periodo pré-oviposital, com duracdo de 18 a 20 horas, de intensa proliferacdo celular,
em que diversas condicdes maternas como temperatura no oviduto e estado
nutricional da mée, influenciam na mortalidade dos embrides.

O segundo compreende o tempo de pré-incubacado, em gque o desenvolvimento
€ estacionado e sO é retomado quando o ovo é submetido as condigcbes normais de
incubacdo (+ 38 °C). Nesse periodo, os parametros de umidade, ventilacdo e
temperatura e o tempo entre a oviposicdo na viabilidade embrionaria. O terceiro,
guarto e quinto periodos criticos se passam durante o tempo de incubacédo. Do
primeiro ao quarto dias (terceiro periodo) o embrido se adapta as condicBes de
incubac&o e sdo retomadas a proliferacéo e diferenciacéo celulares. E nesse periodo
que ocorre a organogénese, formacdo inicial dos 6rgdos (PATTEN, 1971), e a
sensibilidade a temperatura e exposi¢do a agentes toxicos é alta. No quarto periodo,
de 5 a 18 dias, o fator mais importante € a nutricdo, devido ao intenso crescimento do
embrido. O quinto periodo (19 a 21 dias) é considerado critico, pois ocorrem eventos
importantes que possibilitam a ecloséo, como o correto posicionamento do bico e

rompimento da membrana para que se inicie a respiragao pulmonar.

3.7.1 Vasculogénese e Angiogénese.

A angiogénese é o0 processo de geracdo de novos vasos sanguineos derivados de
um ramo vascular pré-existente (STOCKMANN et al., 2014). No humano adulto a taxa
de proliferacdo das células endoteliais é muito lenta comparada a outros tipos
celulares, mas existem ocasifes especiais onde ocorre a expressdo controlada de
indutores da angiogénese, como no processo de cicatrizacéo de feridas (POLVERINI,
2002; SHIBUYA, 2014).

A angiogénese € um importante fendmeno bioldgico, alvo terapéutico de diversas
condicBes patologicas (PRATHEESHKUMAR et al., 2012; SUREKHA et al., 2013). E

especialmente relevante nas neoplasias malignas onde o tumor em crescimento
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necessita de uma extensa rede capilar que forneca nutrientes e oxigénio, além disso
0S novos vasos intratumorais promovem um caminho para vias circulatorias,
permitindo assim, a migracao.

Na angiogenese, a Ang-1 (angiopoietina-1) esta envolvida na estabilizacao e
maturacdo da rede vascular, efetuando o recrutamento de células pariendoteliais
(pericitos e células musculares lisas); o contato da Ang-1 com o Tie-2 esta envolvido
na interacdo das células endoteliais e células periendoteliais de apoio. (PENG et al.,
2003; MACHEIN et al., 2004; TAIT; JONES, 2004). O receptor Tie-2 é importante no
processo angiogénico e na remodelagem vascular enquanto o outro receptor para
angiopoietinas Tie-1 é direcionado a manutencdo da integridade vascular
(NAKAYAMA et al., 2005).

Angiogenina € uma ribonuclease angiogénica de 14 kDa inicialmente isolada
de cultivo de células de adenocarcinoma de colon humano. Sua expressdo esta
correlacionada em varios tipos de cancer, incluindo colorretal, pancreético, figado, rim,
ovariano, linfoma, melanoma, osteosarcoma. Angiogenina contribui para angiogénese
de carcinoma gastrico e cancer de préstata além de promover o crescimento desses
dois tipos de células musculares lisas e endoteliais dos vasos quando ligada as
proteinas de membrana e que resulta na sua translocacéo nuclear acarretando uma
ampla variedade de respostas celulares incluindo migracao, invaséo, proliferacéo das
células e formacéo de estruturas tubulares (ZHANG et al., 2008).

A formacdo do sistema vascular do embrido envolve dois processos: a
vasculogénese e a angiogénese. A formacgao dos vasos sanguineos (vasculogénese)
no embrido e nas membranas extra-embrionarias durante a terceira semana de
desenvolvimento se iniciam quando células mesenquimais se diferenciam em células
precursoras de células endoteliais — 0s angioblastos (células formadoras de vasos) —
gue se agregam e formam grupos de células angiogénicas — as ilhotas sanguineas
(MOORE, PERSAUD, 2015). Dentro das ilhotas, fendas intercelulares confluem,
formando pequenas cavidades, os angioblastos se achatam, tornando-se células
endoteliais, que se dispdem em torno das cavidades revestidas por endotélio logo se
fundem para formar redes de canais endoteliais (vasculogénese). Os vasos avangcam
para areas adjacentes por brotamento endotelial e se fundem com outros vasos
(angiogénese) (CARSLON, 2014, MOORE, PERSAUD, 2015).

As células sanguineas desenvolvem-se a partir de células endoteliais dos

vasos (hemangioblastos), a medida que elas se desenvolvem nas paredes do saco
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vitelino e da alantoide, no fim da terceira semana. A formacdo do sangue
(hematogenese) se inicia na quinta semana. Ela ocorre primeiro em vérias partes do
mesenquima do embrido, principalmente no figado, e mais tarde no baco, na medula
ossea e nos linfonodos. Os eritrécitos fetais e adultos derivam de diferentes células
progenitoras hematopoiéticas. As células mesenquimais que circundam 0s vasos
sanguineos endoteliais primitivos diferenciam-se nos elementos musculares e
conjuntivos dos vasos (CARSLON, 2014, MOORE; PERSAUD, 2015).

Os vasos sanguineos sdo formados por dois tipos distintos de células;
endoteliais e células de suporte perivascular, denominadas pericitos. As células
endoteliais sdo células epiteliais de revestimento dos vasos sanguineos, enquanto 0s
pericitos sao células perivasculares que formam uma camada Unica de células
musculares lisas em torno das células endoteliais, proporcionando suporte mecanico
e estabilidade a parede dos vasos, regulando a funcdo vascular (GERHARDT;
BETSHOLTZ, 2003; RUAN, SONG; OUYANG, 2009).

A angiogénese é caracterizada pelo crescimento e desenvolvimento de novos
vasos sanguineos, um processo normal e essencial na cicatrizacdo de feridas e
formacéo de tecidos (HALL et al., 2005). No entanto, também € um passo fundamental
na oncogénese, bem como no crescimento do tumor, a fim de fornecer nutrientes e
oxigénio para progressao e proliferacdo das células tumorais, contribuindo para a
formacdo de metastases (TAKAHASHI; SHIBUYA, 2005; GAVALAS, et al., 2013).

Este processo ocorre durante o desenvolvimento e remodelacédo vascular em
uma série controlada de eventos que se inicia a partir de capilares pré-existentes no
tumor. O tamanho tumoral pode alcancar aproximadamente 1-2 mm3, antes de suas
demandas metabdlicas serem restritas devido ao limite de difusdo de oxigénio e
nutrientes no local (CARMELIET; JAIN, 2011). De acordo com a sua gravidade, a
auséncia de oxigénio pode tanto promover apoptose como impedir a morte das
células, conduzindo a respostas biolégicas que induzem o crescimento tumoral
(SADRI; ZHANG, 2013).

Assim, para garantir a progressao do tumor, as células neoplasicas modificam
seu fendtipo a fim de promover alteragdes funcionais, estimulando a producdo de
fatores angiogénicos, os quais se ligam a receptores especificos nas células
endoteliais pré-existentes, levando a formacao de novos vasos sanguineos (LEE et
al., 2007; YU; MOHAN; NATARAJAN, 2012).
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O processo da angiogénese envolve um numero sequencial de etapas:
inicialmente, as células endoteliais sdo ativadas por fatores pro-angiogénicos
produzidos e liberados pelas células tumorais. Em seguida, as células endoteliais
préexistentes secretam enzimas proteoliticas, tais como as Matriz Metaloproteinases
(MMPs) para a degradagédo da membrana basal e matriz extracelular. Assim, inicia-se
a proliferacdo e migracdo das células endoteliais para formagdo de um novo vaso
sanguineo. Finalmente, ocorre a ligagdo das células denominadas tips cells nas
células endoteliais dos novos capilares, o novo limen e uma nova membrana basal
séo formados (GRIZZI et al., 2005; WEIS; CHERESH, 2011).

Em resposta a reducéo do oxigénio disponivel, as células tumorais expressam
o fator induzivel por hipoxia (HIF-1), que é um fator de transcricédo induzido sob hipoxia
e que nestas condi¢fes, migra desde o citoplasma para o nucleo das células, ligando-
se aos elementos de resposta a hipoxia (SEMENZA, 2013). O HIF-1 é composto por
duas subunidades, HIF-a e HIF-1[3. A subunidade HIF-a apresenta trés isoformas HIF-
la, HIF-2a, e HIF-3a, que estdo presentes em células tumorais apenas na auséncia
do oxigénio. Estudos demonstram que a alta expressao de HIF-1a esta diretamente
associada ao pior prognoéstico em tumores de mama. A subunidade HIF-13 é
constitutivamente expressa em células normais de diversos orgdos, como rins, pulmao
e coracéo (BOS et al., 2003; RUNDQVIST; JOHNSON, 2013). Em situagdes normais
de oxigénio, o HIFa é reconhecido pela proteina supressora tumoral Von Hippel-
Lindau (pVHL) ubiquitinilado para sofrer degradacéo proteossomal. No entanto, em
situagbes de hipoxia, o pVHL se liga ao NO e o HIF-1a ndo é reconhecido. Nesse
caso, o HIFa é ativado e induz a expresséo de genes de resposta a hipdxia como o
Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF) (SEMENZA, 2002; MIMEAULT,
BATRA, 2013; TUNG et al., 2013).

O VEGF é considerado um dos fatores pré-angiogénicos mais importantes por
promover a formacdo de novos vasos pela sua capacidade de regular a
permeabilidade vascular, estimular o crescimento, migracado e invasdo das células
endoteliais (HOEBEN et al., 2004; DELLI CARPINI et al., 2010; GREENBERG; RUGO,
2010; SHIBUYA, 2011). E composto por uma familia de cinco isoformas referidas
como VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D e o fator de crescimento placentario
(PIGF). O VEGF atua por sua ligacéo a receptores especificos do tipo tirosina quinase

(RTK), promovendo uma cascata de eventos intracelulares. Cada isoforma pode ativar
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um ou mais receptores conhecidos, como VEGFR1 localizado na superficie de células
hematopoiéticas, macrofagos e monécitos, VEGFR2 encontrado no endotélio vascular
e linfatico e o VEGFR3 localizado predominantemente no endotélio linfatico
(STEFANINI et al., 2008; TANEJA et al., 2010).

MOLECULAS ASSOCIADAS A ANGIOGENES
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A isoforma VEGF-A é uma glicoproteina dimérica, constitutivamente expressa
em baixos niveis nos tecidos normais na fase adulta, e em niveis mais elevados em
diferentes tecidos epitéliais, como mama, rim e pulmdo (HOEBEN et al., 2004,
CARMELIET; JAIN, 2011). O VEGF-A, um dos maiores reguladores do processo de
angiogénese, foi detectado inicialmente em vérios tipos de linhagens de células
tumorais, enquanto os seus receptores VEGFR1 e VEGFR2 foram encontrados
predominantemente expressos em células endoteliais. No entanto, recentes estudos
revelam que células tumorais também sdo capazes de apresentar expressao
significativa de receptores do VEGF (FERRARA, 2009; 2010).

O VEGF-B foi descoberto ha pouco mais de 10 anos como um membro da
familia VEGF. Apresenta afinidade pelo VEGFR1, sendo abundantemente expresso
em tecidos musculares esqueléticos e lisos, como coracéo e diafragma (NASH et al.,
2006). Recentes estudos demonstram que niveis de expressao de VEGF-B estédo

aumentados em tecidos tumorais de mama quando comparados ao tecido normal,
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sugerindo que o VEGF-B pode complementar o papel de outros membros da familia
VEGF (YUE et al.,, 2014). Além disso, o VEGF-B apresenta baixa atividade
angiogénica, e também, segundo um estudo de Li et al. (2008) em células neuronais
humanas, possui potencial para inibir a apoptose estimulando a proliferacéo celular.

A isoforma de VEGF-C, também conhecida como proteina relacionada ao
VEGF (VRP), desempenha papel na regulacdo do processo angiogénico na
embriogénese precoce, mas tem essencialmente a funcao de estimular a proliferacéo,
crescimento e sobrevida das células endoteliais linfaticas, que conduz a formacéao de
novos vasos linfaticos (WANG et al., 2012). O VEGF-C é altamente expresso em
tecidos tumorais, especialmente mama, colo do Utero, célon, pulmdo e préstata.
Apresenta elevada afinidade com os receptores celulares VEGFR2 e VEGFR3
(HAJRASOULIHA et al., 2012). O VEGF-D possui caracteristicas e funcoes
semelhantes ao VEGF-C. Sua alta expressao em tecidos tumorais esta relacionada
com a ocorréncia de metastase pela formacao de novos vasos linfaticos (KARNEZIS
et al., 2012).

Estudos indicam que a inibicdo da sinalizacdo de VEGF-D pode regular
nagativamente a linfangiogénese, restringindo a formagdo de vasos linfaticos
(ALITALO et al., 2013). A isoforma PIGF é predominantemente expressa em altos
niveis no tecido placentario, mas também pode ser encontrada em tecidos como
pulméo, coracdo e musculo esquelético. O PIGF estimula o crescimento, migracao e
sobrevivéncia das células endoteliais, levando a formacéao de novos vasos sanguineos
(SUN et al., 2012). Além do VEGF-A, o PIGF também se liga ao receptor VEGFR1,
estimulando o aumento da expressao do VEGF-A, levando a um efeito sinérgico dessa
proteina, e consequente maior resposta angiogénica (FISCHER et al., 2008).

A inibicdo do VEGF pelo bloqueio de seus receptores representa um novo
enfoque para a terapia contra o cancer, podendo ser utilizada na regresséo de vasos
sanguineos imaturos, caracteristicos dos tumores e reduzir a permeabilidade vascular
de modo a diminuir a pressao intratumoral, com isto diminuindo a probabilidade da
formacdo de metastases. (FERRARA, 2004). A alta expressdo de fatores
angiogénicos como VEGF e seus receptores esta relacionada com o grau de
vascularizacdo tumoral, e tem sido proposta como fator progndstico para avaliar a
sobrevivéncia dos pacientes.

Assim, torna-se extremamente importante a identificacdo destas proteinas envolvidas

na angiogénese, para a escolha do tratamento adequado, bem como para o
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desenvolvimento de terapias eficazes que envolvam uma combinacéo de varios
fatores (ALl et al., 2010; ARBAB, 2012). Neste contexto, o VEGF e seus receptores
parecem ser, particularmente, alvos promissores para a terapia molecular do cancer.

O efeito é consistente com as atividades dos outros inibidores de tripsina, sob
0 aspecto da inibicdo da angiogénese, embora manifestado de maneira mais intensa,
sugerindo que os mecanismos podem estar relacionados. Além disso, os inibidores
de tripsina do tipo Kunitz, oriundos da soja, mostraram atividade anti-angiogénica por
meio da inibicdo do VEGF, um importante estimulador da formacéo de novos vasos
(DREWES et al., 2012).

Entretanto, grande parte dos efeitos provenientes da administracdo de
pentamidina tem sido atribuidos a sua capacidade de se ligar ao sulco menor do DNA
e inibir a replicacdo e a sintese de proteinas (HILDEBRANDT et al., 1998). Alguns
estudos também apontam sua a¢do direta sobre enzimas envolvidas na reparacéo de
danos no DNA, e ressaltam a possibilidade do seu uso como agente anticancerigeno
(CHOW et al., 2004). Além disso, a pentamidina também inibe enzimas envolvidas na
acetilacao de histonas e clivagem de regifes alteradas do DNA (KOBAYASHI et al.,
2010).

3.7.2 Fisiologia e Farnacologia da Hematopoiese e Imunomodulacgao.

A producéo de células sanguineas é controlada fisiologicamente por fatores de
crescimento hematopoiéticos, um grupo diversificado, porem com superposicéo
funcional de glicoproteinas sintetizadas pelo corpo em resposta a determinados
sinais,a condicdo de hipdxia estimula a producdo do fator de crescimento, a
eritropoietina, que, por sua vez, estimula a producdo de eritrocitos na tentativa de
aliviar as baixas concentracdes de oxigénio (GOLAN et al., 2012).

Certos fatores estimulam seletivamente o crescimento e a diferenciacdo de
uma unica linhagem, como a eritropoietina para linhagem de eritrécitos. Outros como
o fator de células-tronco, estimulam a proliferacdo de multiplas linhagens e sao
designados como pleiotropicos. Muitos fatores de crescimento atuam de modo
sinérgico entre si e, com frequéncia apresentam uma superposicao de efeitos. Essa
superposi¢cao pode funcionalmente desempenhar um papel protetor, assegurando o a
manutencao dos processos de importancia vital (GOLAN et al., 2012).

3.7.3 Desenvolvimento do Sistema Nervoso.
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A regidao do tubo neural cefalica ao quarto par de somitos da origem ao
encéfalo. A fusdo das pregas neurais da regido cefélica e o fechamento do neuroporo
rostral formam as trés vesiculas encefalicas primarias das quais se forma o encéfalo.
As trés vesiculas encefélicas primarias formam o encéfalo anterior, médio e posterior
(SANDLER,1997, CARSLON, 2014).

A proliferacdo e a diferenciacdo de células neuroepiteliais na medula espinhal
em desenvolvimento leva a formagéo de paredes espessas e de delgadas placas do
teto e do assoalho. O espessamento diferencial das paredes laterais da medula
espinhal produz, rapidamente um sulco longitudinal raso de ambos os lados — o sulco
limitante (ALI et al., 2010; ARBAB, 2012).

Os corpos celulares das placas alares formam as colunas cinzentas dorsais,

gue se estendem por todo o comprimento da medula espinhal.
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ABSTRACT

Caulerpa taxifolia is a seaweed which produces secondary metabolites as caulerpina and
caulerpenina, in the environment, have the role to repel predators, contributing to the reduction
of its consumption of this specie. These secondary metabolite concentration vary in
concentration according to the time of year. This study evaluated the acute toxicity of
hydroalcoholic extract of Caulerpa taxifolia (Vahl) Agardh (1817), to obtain the lethal dose
(LD50). The acute toxicity was conducted with (n = 6) male Swiss albino (Mus musculus) mice.
All animals were kept in polypropylene cages under control illumination cycle (12 hours light
/ dark) and temperature (22 = 2 ° C) to stop feeding for 12 hours before the test and ad libitum
water. The hydroalcoholic extract of C. taxifolia was weighed and dissolved in saline 0.9%
NaCl (w / v) according to the concentration of the dose was administered
(250,500,750,950,1000,1500,1750 and 2000 mg/kg /ip), the animals were evaluated for 60
minutes and the reactions presented were recorded. After the experiment, the animals were kept
under observation for 14 days in polyethylene cages after this period were weighed, sacrificed
by cervical dislocation and underwent surgical incision that extends from the chest to the
abdomen for withdrawal of the following column organs: kidneys, liver, lung, spleen and
testicles for macroscopic and microscopic examination. The hydroalcoholic extract of C.
taxifolia when administered intraperitoneally produced characteristic reactions of excitement
in the central and peripheral nervous system, which were dose dependent type. However, the
highest dose at which no adverse effect level (NOAEL) was observed was. 950 mg / kg, while
the lowest dose that showed adverse effects (LOAEL) was 1000 mg / kg. From the obtained
data, the LDsowas found to be 1750 mg /kg. The hydroalcoholic extract of C. taxifolia when
administered in high doses produced (> 1,000 mg / kg / ip) effects such as swelling of the liver,
kidneys, spleen and lung, besides that hypertrophyin the stomach and bladder. In liver were
observed intense ischemia and hemorrhage in medullary and cortical region respectively. The
results showed that Caulerpa taxifolia possibly acts by promoting portal hypertension,
indirectly involving the renin-angiotensin-aldosterone system, interfering with the control of
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blood pressure, hidrossalino metabolism, causing severe and perhaps irreversible damage in the
animal.
Keys words: Bioactivity. Caulerpa taxifolia. Histology. Seaweed. Toxicity.

1 INTRODUCTION

Algae are important sources of essential compounds for human nutrition. In many countries,
the food industry consumes a large amount of algae which has a nutritional value similar to many
consumed terrestrial plants and some species are used to produce gels and pigment, and produce
high concentrations of vitamins and elements which serve for proper functioning of the body
[1,2,3,4].

Are well known for providing large amounts of fiber, minerals, vitamins and antioxidants.
In recent decades, there has been an effort in the development of large-scale cultivation at the

expense of indiscriminate exploitation of natural banks [3,4].

A variety of secondary metabolites have been identified in marine algae, including terpenes,
acetoageninas, polyphenols, substances derived from amino acids [5,6] polysaccharides and
mineral salts [3]. Some of these compounds recognized by defensive action against herbivores [7,8].
The species of the order Caulerpales present diterpenes and sesquiterpenes from the known

secondary metabolites [9].

A joint compound to the genus Caulerpa is caulerpina (Figure 1) whose biological
properties are not yet well known. Algae extracts that genre, revealed the presence of
hydroxyamides whose mixture is called caulerpicina [10].

MeD .0

1_}':::/ \A'CV(:
Figure 1: Chemical structure of caulerpina (Fonte: [11])

Caulerpa taxifolia is typical of tropical seas, the size of their fronds and its density varies
with the seasons. Among the factors that influence its rapid growth are the high temperature and
light intensity, as well as various types of habitat such as rocks, sand and other substrates, which

allows large changes in biomass during the year. C. taxifolia produces significant changes in the
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surrounding ecosystems and diversity of echinoderms and other benthic organisms [12,13]. This
algae produced as secondary metabolites caulerpina which has a role in the environment to repel

predators, thereby reducing the consumption of the species [8,14,15].

The present study aimed to investigate the acute toxicity of the hydroalcoholic extract of C.
taxifolia (Eact) (Vahl) Agardh (1817) Caulerpaceae determine the DLso value in Swiss albino mice

(Mus musculus) intraperitoneally, and analyze macroscopically and microscopically the vital organs

of animals treated with hydroalcoholic of seaweed.

2 MATERIALS AND METHODS
2.1 Material and obtaining botanical raw material

Samples of seaweed C. taxifolia were collected on the beach in Barra do Sirinhaém under
the geographical coordinates: S 08°, 36'.34 "5 W 35°.03'.45", 3, municipio de Sirinhaém , estado de

Pernambuco, Brasil.

Were identified according to a taxonomic key described in [16], photographed and stored in
polyethylene bags were sent to the Laboratorio de Toxicidade e Comunicacdo Celular
(Departamento de Embriologia e Histologia,Universidade Federal de Pernambuco).

One specimen was collected in order to produce a deposit in the herbarium voucher
specimen Universidade Federal Pernambuco, Herbario UFP - Geraldo Mariz, which is registered
under the number: 68,863.

2.2 Obtaining hydroalcoholic

The extraction procedures used in this work were idealized according to the methodology
of [17,18,19].

Samples of biological material after cleaning procedures and accommodation, were crushed
in a mechanical grinder and subsequently the material available for extraction procedures. Next, a
300 g sample of this material was added to a volume of one liter of 50 % ethanol solution, staying
in maceration at room temperature for a period of one week under constant agitation. After this step
the material was filtered with 14um porosity filters and the supernatant collected was subjected to
a procedure of condensation under reduced pressure in rotaevaporator Laborota model 4000 rpm of
Heidolph.

2.3 Experimental animals
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The animals (n = 54) used in this activity were Swiss albino mice (Mus musculus), with
approximately 60 days of born weighing between 25 and 30g and 60 days after birth, maintained
under controlled lighting conditions (cycle 12 hours light / dark ) and temperature (22 £ 2 °C) in
polypropylene cages receiving specific food and water ad libitum [20].

2.4 Acute toxicity of the extract and determination of DLso

The study was approved by the Ethics Committee on Animal Use (CEUA), Universidade
Federal de Pernambuco (UFPE) (protocol number 179/04). The experimental work was conducted
at the Departamento de Antibioticos from the Universidade Federal de Pernambuco selection of
Swiss albino mice (Mus musculus) male rats were divided into groups of six animals each
previously marked and heavy.

The test was conducted by administering intraperitoneally. Acute toxicity studies and
determination of DLso was carried out according to the methodology proposed by [20], conducted
in two stages, a preliminary and a final. In the preliminary phase of increasing doses of EHACT set
D1 (higher survival rate) and D2 (lowest dose able to determine 100 % mortality of animals). The
animals received doses of D1 and D2 after the geometric progression of ratio 1/2 in determining the
DLso (the dose lethal to 50 % of the mice). After dosing the animals were observed for 60 minutes
and the reactions were shown the various behavioral responses, such as hiking, changes in
respiratory rate, diuresis among others. Calculation of DLso was obtained by the following formula:

DLso =DF - (£ (AB))/n
Where: DF = minimum dose capable of killing all animals, A = difference between two consecutive

doses, B = number of animals killed between two consecutive doses, n = total number of animals
per group. And the degree of toxicity was determined in accordance with the data in Table 1,
according to [21].

Table 1 - Classification of toxicity of substances seconds [21].

DLso Substance
Degree of toxicity of the substance
Grade 1 - Practically nontoxic >15gkg?
Grade 2 - Slightly toxic 5-15 g kg™
Grade 3 - Moderately toxic 0,5-5gkg?!
Grade 4 - Very toxic 50-500 mg kgt
Grade 5 - Extremely toxic 5-50 mg kg
Grade 6 — Super Toxic <5 mg kg

2.5 Histopathological analysis



61

After the experiment, the animals were kept under observation for 14 days in polypropylene
cages after this period were weighed, sacrificed by cervical dislocation and underwent surgical
incision that extends from the chest to the abdomen for withdrawal of the following column organs:
kidneys, liver, lung, spleen and testicles . The organs were weighed, washed and fixed in
formaldehyde 4% for 24 hours, washed with distilled water and processed in increasing
concentrations of alcohol (70%, 80%, 90% and 100%) water, embedded in paraffin and stained for

technique Hematocilina-eosin (HE) for subsequent microscopic analysis [22,23].

Microscopic analyzes were performed on binocular microscope brand Kinon® model
L1000b-AC, and photographs of histological sections conducted with digital camera in the
Samsung® model PL120 14.2MP brand with 5X Optical Zoom.

2.6 Statistical Analysis

The mean and standard deviation were evaluated by analysis of variance (ANOVA) using the
"t" Studant considering significant values for a value of p <0.05 [24] test. The variation between

the metabolic rates as a function of dose was assessed by regression analysis of the Excel program,

version 2010 of Microsoft.

3 RESULTS
3.1. Evaluation of acute toxicity intraperitoneal

As shown in Table 2, treatment with hydroalcoholic extract of C. taxifolia when
administered intraperitoneally had various clinical signs of toxicity being more pronounced the

effect of excitation of the central nervous system (CNS).

In the first minutes the animals showed stimulating effects as circular movements, flight
reaction, piloerection and spasms, then immediately began presenting acrobatic jumps, reflux,
aggression, movement disorders, tremor, loss of coordination, ebriosa gait, spasticity, (1000 mg /
kg) are among the most frequent. At doses from 1500 to 2000 mg / kg remained catatonic state.

Generalized and partial seizures were present at doses from 1000 to 2000 mg / kg.

The animals alternated behavior, between excitement and aggression, reflux, facial tremors,
diuresis, executing jumps and tumbling, and circular movements, sometimes inhibitory such as
static posture, prostration and drowsiness, which continued until the end of the experiment. The
dose of 1000 mg / kg / ip took one animal died during the observation period and other animals
remained reactive. Other signals were also detected, among them stood out visual changes

photophobia, lacrimation, miosis, conjunctival irritation after 24 h. Among the respiratory signs are:
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dyspnea and apnea at higher doses; the skin was noticed edema and cyanosis, it is worth noting here
the manifestation of increased libido in 100 % of animals undergoing treatment. In gastrointestinal
signals that drew the most attention was the sudden increase in fecal excretion and diuresis at doses
from 750 mg / kg / ip, becoming more frequent after 24 hours of administration. Twitching and
writhing were also checked.

Table 2 — Table dose response of the hydroalcoholic extract of C. taxifolia administered
intraperitoneally in albino mice (Mus musculus).

250 mg 500 mg/ | 750 mg 950 mg/ 1000 mg/ | 1500 mg/ | 1750 mg/ | 2000 mg/

/kg kg /kg kg kg kg kg kg
Circular motion | + ++ ++ +++ +++ ++++ +H++ ++++
Swelling of the | + + + + + T T +
muzzle
Straub tail + + ++ ++ ++ +++ +++ +++
Flight reaction | + + ++ ++ +++ +++ ++++ ++++
Stereotyped + + ++ ++ +++ +++ +++ +++
movement
fecal excretion | + + + ++ +++ +++ F++ i+
Static posture + + + + ++ ++ ++ T+t
Posture claw + ++ ++ o+ [ 4+ T+ it Tt
Movement tail + + + + ++ ++ 4+ .
Heels + + ++ ++ +++ +++ +++ +++
Vasodilation + + + + + + + T
Increased libido | + + ++ ++ ++ ++ ++ T+
Esplasticos + + + + ++ ++ T+ T+
movement
Aggressiveness | + + ++ ++ +++ +++ 4+ i
Expansion of the| + + + + + + + +
pinna
auricular
Cyanosis + + + + + + + +
Attack Posture | - + + ++ ++ +++ F++ T+
Laterality - + + ++ ++ +++ +++ +4++
Turn around - + + ++ ++ +++ +++ +++
Exophthalmos - + + + + + + +
Bloating - + + + + + + +
Coarse tremors | - + + ++ +++ -+ ++ 4+
Reactivity - + + + + T T +
Diuresis - + + - - - - R
Death - - - - [+ ++ ++ .

(+) = Minimal effect observed; (++) = Moderate effect; (+++) = Severe effect; (-) = Effect not observed [25].
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At doses of 1500 mg / kg / ip and 1750 mg / kg / ip two and three animals died, respectively,
but in the interstitium of days fourteen other animals remained alive and reactive. At the dose of
2000 mg / kg / ip all animals died before completing 24 hours of experiment. There was no evidence
of record death at doses up to 950 mg / kg / ip.

The mortality rate of the animals increased progressively with increasing doses of the extract
(Figure 1): the death rate of 0 % at 950 mg / kg was elevated gradually to 100 % at 2000 mg / kg,
the highest dose studied. The dose at which no adverse effect level (NOAEL) was observed was
950 mg / kg, while the lowest dose that showed adverse effects (LOAEL) was 1000 mg / kg. From
the obtained data, the LDsowas calculated, which resulted in 1750 mg / kg of body weight.

The toxicity of a substance can is connected to the exposure condition, i.e., involves the
dose administered and the route, time and frequency of exposure [26,27]. The exhibition, in turn, is
related to the dose or concentration of the chemical agent involved in the body, as well as its

interaction with the body, the effect may reflect a cellular or tissue level [26,27,28].

NITMWBER OF DEATEIS
[

1000 mg 1500mg 1750 mg 2000 mg

Graph 1 - Dose response curve: number of deaths in relation to dose of crude hydroalcoholic extract
of Caulerpa taxifolia intraperitoneally.

3.2 Histopathological ratings

3.2.1 Macroscopic analysis

When compared with control animals treated animals with less than 1000 mg / kg / ip doses
showed no changes that could be considered significant. At the dose of 1000 mg / kg / ip was
observed a slight increase in volume in the liver, kidneys, spleen, lungs and heart, but the volume

increase was not considered statistically significant when analyzed (Figure 2).
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With more than 1000 mg / kg / ip doses was observed that the lungs had a reddish purple
color and the spleen met with spleen and liver was a significant increase in its volume, and in some

ischemic areas in the cortical region the pith and the presence of bleeding points was observed.

Figure 2. Features observed in the organs of animals treated with hydroalcoholic extract of Caulerpa taxifolia in
the dose of 1000 mg / kg / ip. (A) lung is visualized in red purple color, (B) spleen hypertrophy and (C) points of
hypertrophic and liver ischemia.

A Were observed in these analyzes that the bowel of the animals treated with doses greater than
B C 1000 mg / kg / ip were inflated. Hypertrophy in the stomach, appendix and kidney was observed
(Figure 3).

A -

Figure 3. Aspects observed macroscopically in the organs treated animals hydroalcoholic Caulerpa taxifolia
extract, at a dose of 1000 mg / kg / ip. (A) Hypertrophic Stomach, (B) kidney and adrenal hyperplasia, (C) inflated
bowel.

3.2.2 Microscopic analyzes

The liver histology in animals treated with hydroalcoholic extract at a dose of 1000 mg/kg/ip
demonstrated that the central vein (1) and sinusoids (2) are congested. Apparently preserved
hepatocytes (3), but with hemorrhages (4), mainly in the medullary region (Figure 4).

Portal hypertension is related to obstruction of the main portal vein, which causes ascites
formation of systemic anastomotic channels, splenomegaly, hepatic encephalopathy secondary
(metabolic) entry portal blood into the systemic circulation before its detoxification in the liver.
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Figure 4 - photomicrograph of a liver of the animals treated with hydroalcoholic at a dose of 1000 mg/ kg/ip (A
and B), 1 central artery and 2 - liver sinusoids were congested, 3 -hepatdcitos apparently preserved, 4 - bleeding
points vascular congestion is observed, (C) control with estruras seemingly preserved. HE staining. 40x Obj.

The morphology of the tests in the treated group showed preserved to some of the
seminiferous tubule (1) level in the interstitial tissue and the Leydig cells (2). Differentiated
primordial germ cells had disordered between Sertoli cells (3). The extent of damage of the
reproductive system was also seen in the epididymis, with little preserved morphology (4). Perhaps
this modified arrangement might indirectly reach the spermatozoa (Figure 5).

Figure 5 - Photomicrograph of mouse testis showing light seminiferous tubule (1) interstitial tissue and the Leydig
cells (2) apparently preserved disorganization of germ cells from which they were between the Sertoli cell (3),
seminiferous tubules totally disorganized (4) the group treated with hydroalcoholic extract of C. taxifolia at a dose
of 1000 mg / kg / ip, stained with HE. Obj. 10x.

Although the kidneys and adrenals, macroscopically, were increased in volume, the renal
cells showed apparently normal in the microscopic study (Figure 6).
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Figure 6 - Renal Fotomicrogarfia: (A) Animals treated with hydroalcoholic Caulerpa taxifolia at a dose-of 1000
mg / kg / ip. Kidney tissue morphology apparently conserved both as peripheral cortical region was observed in
the distal convoluted tubules (1) and proximal (2). Glomeruli (3) and macula densa (4) preserved. (B) estuturas
the control group had apparently preserved. HE staining. Obj.40X.

The microscopic structure of the spleen in the group treated with the extract did not change,
lymph node, consisting of lymphocytes, involving the central artery of the pulp had become white

and possibly with perivascular lymphatic aggregates and cell cables venous sinusoids (Figure 7).

Through photomicrograph of the lungs (Figure - 8) in animals treated with a dose of 1000
mg/ kg / ip, areas of edema and a large concentration of inflammatory infiltrates around the bronchi
and lung parenchyma bronquiolos.Great disorganization were evident, very committed but with
some conserved structures, the presence of congested vessels and areas of fibrosis. The control

group showed all structures of the preserved lungs

FaF AL ST 5

Figure 7 - Photomicrograph of the spleen: (A) animals treated with hydroalcoholic Caulerpa taxifolia at a dose of
1000 mg / kg / ip. 1 - Cells of the red pulp and 2 - cells in the white pulp of the spleen apparently preserved; (B) 3

- cells of the red pulp and 4 - Cells white pulp of the spleen apparently preserved in the control group. HE staining
Obj. 40x.

Figure 8 - Photomicrograph of the lungs: (A) Condensation of inflammatory cells around the bronchi and
bronchioles, the bronchial epithelium and bronchial changed in the animals treated with hydroalcoholic Caulerpa
taxifolia at a dose of 1000 mg / kg / ip; (B) Structures morphologically preserved in the control group. (A) 1
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Pulmonary artery, 2 respiratory epithelium apparently preserved,(B) structures apparently preserved in the control
group. HE staining. Obj.40x.

4. DISCUSSION
4.1 Assessments of acute intraperitoneal toxicity

The results demonstrated that the acute administration of thehydroalcoholic extract of C.
taxifolia produced toxicity in albino adult Swiss mice, since clinical signs of toxicity were observed

and is characterized according to the methodology proposed by [21] moderately toxic, since the
drastic effects were not considered viewed from the dose of 1000 mg / kg. The LDso for the
particular strain of animals used in this study was 1750 mg / kg intraperitoneally.

The drastic effects found for the high doses of the extract studied appear to be characteristic
of derivatives of indole alkaloids, such as indomethacin and phenylbutazone, because according to
[21,29] such substances cause adverse gastrointestinal disorders, edema, liver damage, asthma,
reduction in attention and sensory disturbances. According to [30] the genus Caulerpa presents as
clhorodesmina diterpenoids isolated from C. fastigiada, related sesquiterpenoids and diterpenoids,
plus an indole alkaloid, derived from tryptophan, which has been isolated from “toxic" species of

the genus.

4.2 Histopathological ratings
4.2.1 Macroscopic Analysis

At higher doses (> 1,000 mg / kg) the hydroalcoholic extract of C. taxifolia was capable of
producing increased volume of organs such as spleen, kidney, lung, testis. In addition to the increase
in liver volume was checked on an ascites formation in the hepatic portal vein, and vascular
congestion with a clot in the artery and central vein. According to [31,32] the accumulation of fluid
in the hepatic artery and boo door system with congestion of vessels may trigger a portal
hypertension, where high production of ADH triggers the pituitary. For a pressure drop caused by
frames of bleeding can lead to a high production of ADH.

Splenomegaly is attributed to prolonged congestion in the spleen. A series of hematological
abnormalities that may arise secondary to enlargement of the spleen, including anemia, leukopenia
and thrombocytopenia. With portal hypertension and a seizure of a large volume of blood, there is
a reduction of this fluid in the kidneys, which establishes sodium retention. Furthermore, there is
an increased secretion of aldosterone and antidiuretic hormone (ADH), further increasing the
retention of sodium and water since these hormones are metabolized in the liver, their high liver

levels increase leading to changes even distribution most serious [30,32].



68

4.2.2 Microscopic analyzes

According to the analysis of histological sections were verified significative alterations in

the liver, testes and lungs.

Tests were observed disorganization of germ cells, and in light of the seminiferous tubule
which concentrates fully formed sperm, but has not been verified changes in interstitial tissue and
Leydig cells.

In histological sections lungs revealed the presence of inflammatory infiltrate surrounding
the bronchi and bronchioles, but the respiratory epithelium showed up seemingly preserved.
According to [32], the presence of acute inflammatory infiltrate is a response to invasion by

chemical, physical or biological agents in the body.

The changes seen in the liver, such as vascular congestion and hemorrhages suggest that to
achieve this body that the one responsible for metabolism, hydroalcoholic extract of Caulerpa
taxifolia possibly exert their action at the very first pass mechanism. These data show that toxins
present in C. taxifolia would be changing animals metabolic regulation. according to [33, 34] The
liver is an organ capable of metabolizing circulating drugs before they reach the systemic
circulation.

However the extract was able to overcome this skill and reached target organs.
5. CONCLUSION

The hydroalcoholic extract of Caulerpa taxifolia (Vahl) Agardh (1817) when administered
intraperitoneally produces characteristic effects of stimulants central and peripheral nervous system

and these increase as the dose increases.

The hydroalcoholic extract Caulerpa taxifolia (Vahl) Agardh (1817) when administered at
doses greater than 1000 mg / kg (vip) can cause death of animals and presents LD50 1750 mg / kg.

The hydroalcoholic extract Caulerpa taxifolia (Vahl) Agardh (1817) changed the
macroscopic morphology of the kidneys, lungs, liver, spleen and testicles of animals when
administered at 1000 mg / kg (vip) doses.

The hydroalcoholic extract Caulerpa taxifolia (Vahl) Agardh (1817) altered the microscopic

morphology of the lungs, liver, and testes of animals when administered at 1000 mg / kg (vip) doses.
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Abstract

Cancer is a disease characterized by the multiplication and spread out of control in the form of anomalous cells. A normal
cell becomes cancerous cells as a result of one or more mutations of DNA. Marine algae are a rich source of bioactive
compounds, some of which are precursors of pharmacological tools and potentially useful substances for the
development of new drugs. The present study aims to evaluate the antitumor activity of Caulerpa taxifolia front of
Sarcoma 180 in albino mice (Mus musculus). The transplanted animals with sarcoma 180 (n = 24), were divided into
four groups (n = 6) treated with two extracts: the MeOH extract (T1) and from hydroalcoholic C. taxifolia (T2) at a dose of
50 mg/kg ip. The control group (S1) received saline for the same route of administration. The default group (S2) received
the reference drug to the tumor lineage. The data revealed that the S3 and S4 group responded to treatment with
reduction of 63.6 and 42, O % respectively, as compared to EN/PA, when compared with the control group. The activities
of extracts were higher than those of the reference drug for the Sarcoma 180.

Keywords: phytotherapy, bioassay, bioactivity.
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Introduction

Cancer cells manifest to varying degrees, with four features that distinguish them from normal cells:
uncontrolled proliferation, differentiation and loss of function, invasion and metastasis of power [1]. The
growth of the malignant tumor is the result of the imbalance between proliferation capacity of your cells and
the body's reaction to stop him [1-3].

Cancer is characterized by the uncontrolled multiplication and dissemination of abnormal forms of the body's
own cells [4]. i.e. the existence of cells that undergo changes in the control mechanisms that regulate the
ability of differentiation and cellular proliferation, tissue penetration, the compression of blood vessels and
migrate to other places in the body where these uncontrolled cells can maintain their ability to proliferation
and growth [2,5].

The term tumor is used to describe a volume increase of organ or tissue; already the word cancer is intended
to describe an invasive neoplasm. Neoplasm and tumor can refer to benign and malignant growths, while the
term always cancer refers to malignant growth. The benign neoplasms, commonly, do not invade surrounding
tissue or spread to other organs, are able to be treated and is unlikely to lead the patient to death. On the
other hand, the evil, when not treated, invade and spread throughout the body through the Mets, with a high
chance of getting the patient to death [2.3]. Currently, in the United States of America, one in every four
deaths by diseases is due to cancer [6]. This being considered the second leading cause of death in the
world, behind only of deaths due to cardiovascular problems [5].

The malignant neoplasms are among the leading causes of mortality, corresponding to the second most
common cause of death from natural causes. According to the data of records of cancer in Brazil, the most
frequent are tumors of the prostate, lung, stomach, colon, rectum and oesophagus in the male population.
Women breast cancer predominates, followed by cancers of the cervix, colon and rectum, lung and stomach
[3,7,8].

In Brazil, the mortality from neoplasms has been growing considerably over the last few decades. In 2008,
according to the information of mortality, according to the Group of causes (ICD10), neoplasms (tumors)
represented the second most common cause of death in the population (except the "Other causes set"),
which represents more than 14.6% of total deaths in the country [3].

Marine algae are a rich source of bioactive compounds potentially useful for the development of new drugs
[9]. Caulerpa taxifolia are rich in caulerpine, which presents a broad spectrum of biological activities, such
as the antioxidant and antitumor activity [10,11]. In the face of the present study aims to evaluate the
antitumor activity of seaweed C. taxifolia in Swiss albino mice (Mus musculus) patients with sarcoma 180.

Materials and methods
Obtaining the extracts

Samples of seaweeds C. taxifolia has been collected at the beach of Barra do Sirinhaém, municipality of
Sirinhaém, State of Pernambuco, Brazil. Were stored in polyethylene bags being conducted at the laboratory
of cellular communication-UFPE. The extraction procedures used in this study were designed according to
methodology of [12, 13].

Samples of biological material after cleaning procedures and accommodation were pounded into mechanical
mill, later being the material made available to the extraction procedures. Then, a sample of 500 g of this
material has been added to a volume of one litre of ethanolic solution to 50%, getting in maceration at room
temperature for a period of one week. After this step, the material was filtered on filters and route paper
evaporated in At low pressure model 4000 rpm the Laborota Heidolph ®.

In addition, a 500 g sample of the biological material, properly processed and crushed in similar conditions
in relation to previous extract was added to a volume of one litre of methanol for subsequent maceration at
room temperature for a period of one week. After this step, the material has been filtered with paper filters,
and evaporated in rotaevaporator model 4000 rpm the Laborota Heidolph ®.

Experimental animals
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The animals used in this activity were albino Swiss mice (Mus musculus), with approximately 60 days of born
weighing between 25 and 30, kept under controlled conditions of illumination (cycle of 12 hours dark/light)
and temperature (22 + 2° C), in polypropylene cages getting specific feed and water ad libitum.

Antitumor activity

Tumor cells lineage ascites sarcoma 180, with eight days after implantation, were sucked from the peritoneal
cavity of mice and implanted subcutaneously (0.2 mL-25 x 106 cells/mL), in subaxilar region of experimental
animals (n = 6). The 24 hours after implantation, the extract was solubilized in tween 80 (Sigma-Aldrich ®)
(5%) and administered by intraperitoneal route for seven days, in doses of 50 and 100 mg/kg.
Cyclophosphamide (10 mg/kg) was used as positive control. The negative control group was administered a
solution of Tween 80 (MONTENEGRO, 2008), still used a fifth group (sound control), the animals (n = 6)
remained under the same experimental conditions of treated and control groups, but have not been
transplanted with the tumor cells (sarcoma 180) on the ninth day all the animals were euthanized and the
tumors excised, weighed and fixed in formaldehyde (10 %). Tumor inhibition was calculated according to the
formula:

TWI (%) = (C-T) x 100/C Where:
TWI = percentage of inhibition of the tumor weight
C = average of the weights of the tumors in the control group T = average of the weights of the tumors of the
treated group.

The tests were carried out according to the methodology described by [15].
Biochemical and hematological parameters evaluation

On the ninth day of the experiment, after fasting for 6 hours, the animals were anesthetized with sodium
thiopental (Thiopentax®, crystal clear) and blood samples were collected by the orbital Plexus with a
heparinized needle.

For the analysis of biochemical and Hematological parameters (glucose, urea, creatinine, bilirubin, AST and
ALT) blood was subjected to centrifugation for 10 minutes at 3500 rpm for obtaining plasma. These
parameters were determined using specific kits for the automatic biochemical Analyzer Cobas Mira Plus ®
(Roche Diagnostic System).

Analyze histological

The animals were euthanized and the organs and tumors removed, heavy and fixed in 10 % formaldehyde
for 24 hours, washed with distilled water and processed in increasing concentrations of alcohol (70 %, 80 %,
90 % and 100 %), soaked in paraffin and stained to the technique Hematocilin-eosin (HE) for subsequent
microscopic analysis [16].

Microscopic analyses were conducted binocular microscope model AC-L1000b Kinon ® brand, and
photographs of histological sections held with digital camera in Samsung ® brand model PL120 14.2 MP 5
x Optical Zoom.

Statistical analysis

For the three experiments were carried out tests in triplicate. The results obtained in the experiments were
analyzed employing - if the test analysis of variance (ANOVA) one way, followed by the Tukey test where the
values are expressed as mean + standard error of media (e.p.m), and the results considered significant when
p< 0.05.[17].

Results
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On the relationship between the tumor weight and the weight of the animal (EN/PA) of animals with Sarcoma
180 groups showed that the treated group 1 (S3) showed an average of 0.0376 (table 1) and when compared
with the Control Group's average value (S1), which was the Group S3 0.1032 presented a 63.6 % lower value
than the control group. Compared treated group 2 (S4), which featured an average of 0.0599, and the control
group, the S4 group presented an average 42.0 % smaller in proportion to PT/PA. The average value of the
default group, which was when 0.0700 related to the control group, presented 32.2 % average less than this.

The serum values of glucose, urea, bilirubin, SGOT and SGPT to all groups studied were within the reference
levels for mice, as can be seen in table 2; the creatinine levels were higher than those of reference were.
Both the MeOH extract as the hidroalcoholic extract showed significant reduction in tumor mass, when
compared to control groups, with results superior to that achieved with the recommended dose of the drug
for sarcoma. Several works involving preclinical in vivo studies of natural products, using biochemical
parameters to evaluate possible signs of toxicity [18, 19, 20, 21, 22, 23].

Pharmacological/toxicological studies these after exposure to drugs, are analyzed the parameters to assess
possible changes in liver function as through the levels of TGP and TGO, kidney function as urea and
creatinine.

Analysis of hepatic and renal tissues present preserved morphology (Figure 1). The hepatocytes and liver
sinusoids with preserved architecture, however was observed the presence of bleeding points in the fabric.
The renal system does not seem to be affected by the extract (Group T1), not being observed changes in
cortical and Medullary regions of these individuals, structures like the contorted twitch of the proximal and
distal tubules clusters showed normal anatomy.

The microscopic Anatomy of the gonads of the treated animals was viewed Sertoli cell and spermatocytes,
as well as interstitial tissue and Leydig cells without morphological change (Figure 2 - A). The lungs and the
pulmonary artery branches within the standard of normality. It was viewed that the structure of the respiratory
epithelium (Figure 2 - B).

Spleen presenting cells of the white pulp red pulp, trabecula, corona, germinal Center and arterioles of
preserved morphology (Figure 3 - A), heart tissue showing interleaved disk, mononucleated with core
compatible with normality (Figure 3 - B).

Discussion

According to the results, we can suggest that the extract used in Group T1 presented in front of the Sarcoma
180 antitumor activity with 95 % higher than the activity presented by reference drug to the tumor lineage.
When compared to the activity of the drug administered to the default group (S2) and extract administered
in Group T2, this presented an activity 31 % higher than the reference drug on tumor lineage.

The values of glucose, urea, bilirubin, SGOT and SGPT to all groups studied were within the reference levels
for laboratory animals, as can be seen in table 2, creatinine levels already showed higher values of reference.
The biochemical parameters such: glucose, urea, creatinine and bilirubin of the treated group showed similar
values to the control groups and default, which became one of the reference values formice.

TGO levels already and TGP suffered a significant reduction in the group treated with hidroalcoholic extract,
which showed a significant reduction in tumor mass, when compared to control groups, having better results
than achieved with the recommended doses of the drugs. Several works involving preclinical in vivo studies
of natural products, using biochemical parameters to evaluate possible signs of toxicity [18, 19, 20, 21, 22,
23]. Pharmacological/toxicological studies these after exposure to drugs, are analyzed the parameters to
assess possible changes in liver function as through the levels of TGP and TGO, kidney function as urea and
creatinine.

In analysis of antitumor activity, in this study, it was a better performance of the MeOH extract of C. taxifolia,
front line of Sarcoma 180, that reduction of 63.6 % in PT/PA relationship, while the hidroalcoolic 42.0 %
reduction extract, and this may be the activities of secondary metabolites present in the extract, being the
MeOH extract what drag as many secondary metabolites contained in the plant. The MeOH extract crude
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indicated the presence of alkaloids, terpenoids, steroids and saponins [24]. Alkaloids that have anticancer
activity belong to a new class of bisindolic’s derivatives, which may suggest that the anticancer activity of C.
taxifolia relates the alkaloids present in the extract [25]. An indolic alkaloid derived from tryptophan, off
isolated from species of the genus Caulerpa considered toxic. Morphological changes were not observed in
animals treated with studied extracts, which can characterize the secondary metabolites contained in the
extracts at studied, have little or no side effects [26,27].
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Table 1. Averages and standard deviations of the animals ' weights ratio (PA) (Mus musculus) of Sarcoma
180 (EN) and PT/PA relations of control groups (S1) (control with saline 0.9 via ip), standard (52)
10 mg/kg/Cyclophosphamide ip, treated with meoh extract of ¢. taxifolia at a dose of 50 mg/kg/ip
(S3), hydroalcoholic extract of C. taxifolia at a dose of 50 mg/kg/ip (S4).

Grupos PA PT PT/IPA
S1 - Control 320+0,2 3,305 0,002 0,1032£0,05
S2 - Padrao 350+0,03 2,452+ 0,002 0,0700 £ 0,01
S3- Treated 1 3472203 1,305+ 0,002 0,0376**+ 0,001
5S4 - Treated 2 303204 1,614* 0,002 0,0599* 0,002

Significant difference relative to the control (ANOVA followed by Tukey test **).

Table 2. The averages and standard deviations of reason between the biochemical and Hematological data
obtained by colorimetric method described in Frankel and Reitman (1857) (Mus musculus) in groups with
Sarcoma 180 of control groups (S1) (control with saline solution 0.9 via ip), standard (52) 10
mg/kg/Cyclophosphamide ip, treated with meoh extract of c. taxifolia at a dose of 50 mg/kg/ip (53)
hydroalcoholic extract of C. taxifolia at a dose of 50 mg/kg/ip (S4).

Grups

Glucose Urea Creatinine  Bilirrubin TGO TGP
S1-Contiol 063246 459:23 0582002 13202 84544 506367
—Padra
S2-Padido 403424  490%13 0812006 12:03  T73:58 519248
3 Treated 1
3 e 996252  425+35 0,79:004 12:03  736%36 493%105
sS4
Treated 2 102,1£32 434242 0631008 13204 82638  474:43

The reference value for mice: glucose = 100; Urea = 48.0; creatinine = 0.5 IU; Bilirubin = 0.9; TGO = 80 IU;
TGP =50 IU {(DANTAS et al., 2006).



Figure 2. Histological Cut of the testis and lung (B) stained in HE observed in optical microscope 10 x.
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Figure 3. Histological Cut of splenic tissue (A) and (B) heart stained in HE observed in optical microscope 10 x.
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ATIVIDADE ANTITUMORAL DE EXTRATO DE Caulerpa taxifolia NO
TRATAMENTO DE CARCINOMA DE ERHLICH

EVANDRO VALENTIM DA SILVA; JOSE FEREIRA SILVA NETO; GEORGE CHAVES JIMENEZ;
FALBA BERNADETE RAMOS DOS ANJOS; IVONE ANTONIA DE SOUZA

RESUMO

O presente estudo teve o objetivo de avaliar a atividade antitumoral da macroalga marinha C. taxifolia
em camundongos albinos Swiss (Mus musculus) portadores de carcinoma. Células tumorais asciticas
da linhagem carcinoma de Ehrlich foram implatada na regido subaxilar dos animais, e apds 48 horas
foi iniciado o tratamento com extrato hidroetanodlico (50 mg/kg) e metandlico (50 mg/kg) foi solubilizado
em tween 80, ao controle positivo foi administrado Metotrexato (10 mg/kg) e o controle negativo sé o
tween 80. ApOs 8 dias de tratamento foi coletado sangue dos animais para teste bioquimicos, e os
animais depois de eutanasiados onde o tumor e 6rgaos vitais removidos, pesados e submetido a cortes
histologicos, com posterior andlise histopatolégica. Os animais dos grupos tratados e padrdo foram
comparados com o grupo controle, desta relag@o obteve-se os percentuais de inibicdo do crescimento
tumoral. Ambos os grupos tratados apresentaram reducdo significativa da massa tumoral, sendo a
reducdo apresentada pelo extrato hidroetandolico ligeiramente maior que o extrato metandlico e
farmaco de referéncia. A diferenca entre estes dois grupos ndo foi considerada significativa
estatisticamente. Foi verificado que os extratos ndo causaram alteracdo significativa dos dados
bioquimicos avaliados e também n&o causou danos a nivel tecidual ou celular nos érgédos vitais dos
grupos estudados.

Palavra Chaves: Algas Marinhas. Carcinoma de Ehrlich. Caulerpa taxifolia. Terapia Anticancer.
ABSTRACT

This study aims to evaluate the antitumor activity of seaweed C. taxifolia in Swiss albino mice (Mus
musculus) carriers of carcinoma. Ascites tumor cells of Ehrlich carcinoma line was implanted in
subaxilar region of the animals, and after 48 hours to yield the beginning of treatment, where the
hydroetanoolic extract (50 mg / kg) and methanol (50 mg / kg) was solubilized in Tween 80 and the
positive control was administered methotrexate (10 mg / kg) and negative control only Tween 80. After
8 days of treatment, blood was collected for biochemical test animals, and the animals were euthanized
after the tumors and vital organs removed, weighed and subjected to histological sections, with
subsequent histopathologic analysis. Animal standard and treated groups were compared with the
control group, this relationship was obtained the percentage of inhibition of tumor growth. Both treatment
groups showed significant reduction in tumor mass, the reduction presented by hydroetandolic extract
slightly larger than the methanol extract and reference drug. The difference between these two groups
was not statistically significant. It was found that the extracts did not cause significant change in the
Biochemical data and caused no damage to tissue or cellular level in vital organs of the groups studied.

Key word: Seaweed. Ehrlich carcinoma. Caulerpa taxifolia. Anticancer Therapy.

1. INTRODUCAO
O cancer é caracterizado pela multiplicacdo e disseminacéo descontroladas de

formas and6malas de células do proprio corpo (SILVA et al., 2011) ou seja, pela
existéncia de células que sofrem altera¢cdes nos mecanismos de controle que regulam

a capacidade de diferenciagdo e proliferagado celular, ocorrendo a penetragdo em
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tecidos, a compressao de vasos e migracao para outros locais do organismo, nos
quais essas ceélulas descontroladas conseguem manter sua capacidade de
proliferacédo e crescimento (OLIVEIRA, 2010; INCA, 2012).

As células cancerosas manifestam-se em graus variaveis, com quatro
caracteristicas que as distingue das células normais: proliferacdo descontrolada,
perda de diferenciacdo e da funcdo, poder de invasao e metastases (GILMAN, 2012).
O crescimento do tumor maligno é resultado do desequilibrio entre a capacidade de
proliferacdo de suas células e a reacdo do organismo para deté-lo (GILMAN, 2012;
INCA, 2012; INCA, 2013).

O termo tumor € utilizado para descrever um aumento de volume do 6rgao ou
tecido; ja a palavra cancer destina-se a descrever uma neoplasia invasiva. Neoplasia
e tumor podem referir-se a crescimentos benignos e malignos, enquanto o termo
cancer sempre se refere a crescimento maligno. As neoplasias benignas, comumente,
ndo invadem tecidos adjacentes nem se disseminam para outros 6rgaos, tém
possibilidade de ser tratadas e dificilmente levam o paciente a 6bito. Em contrapartida,
as malignas, quando néo tratadas, invadem e disseminam-se por todo o organismo
por meio das metastases, com elevada chance de levar o paciente a 6bito (INCA,
2012; INCA, 2014). Atualmente, nos Estados Unidos da America, uma em cada quatro
mortes por doencas é decorrente de cancer (JEMAL, 2007). Sendo esta considerada
a segunda maior causa de morte no mundo, ficando atras apenas de mortes
decorrentes de problemas cardiovasculares (OLIVEIRA, 2011;).

No Brasil, a mortalidade por neoplasias vem crescendo consideravelmente ao
longo das ultimas décadas, ao mesmo tempo em que diminuiram as mortes por
doencas infecto parasitarias.Em 2008, de acordo com as informacdes de mortalidade,
segundo o grupo de causas (CID10), as neoplasias (tumores) representaram a
segunda causa de 6bito na populagao (exceto as “Demais causas definidas”), o que
representa mais de 14,6 % do total de mortes ocorridas no pais.

As algas marinhas representam uma rica fonte de compostos bioativos
potencialmente Gteis para o desenvolvimento de novos farmacos (NATALI, 2007).
Caulerpa taxifolia sao ricas em caulerpina, que apresenta um amplo espectro de
atividades bioldgicas como, por exemplo, a atividade antioxidante e antitumoral (HAY;
FENICAL, 1988; SOLE-CAVA; KELECOM, 1988). Diante do exposto o presente
estudo tem o objetivo de avaliar a atividade antitumoral da macroalga marinha C.

taxifolia em camundongos albinos Swiss (Mus musculus).
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2 MATERIAIS EMETODOS
2.1 MATERIAL BOTANICO
Amostras de macroalgas marinhas C. taxifolia foram coletados na praia de

Barra do Sirinhaém, municipio de Sirinhaém, estado de Pernambuco, Brasil. Foram
armazenadas em sacos de polietiieno sendo conduzidas ao Laboratério de
comunicacao celular (Departamento de Embriologia e Histologia — UFPE)

2.2 OBTERCAO DOS EXTRATOS
Os procedimentos de extracdo utilizados no presente trabalho foram

idealizados segundo metodologia de Martins (1994); Ferri (1996); Matos; Oliveira
(1998).

As amostras de material foram trituradas em moinho mecanico, e
posteriormente 0 material disponibilizado para os procedimentos de extracdo. Em
seguida, uma amostra de 3,0 kg deste material foi adicionada a um volume de um litro
de solucdo etandlica a 50 %, com maceracdo em temperatura ambiente por um
periodo de uma semana. Apds esta etapa o material foi filtrado e rota evaporado em
Rotaevaporador modelo Laborota 4000 rpm da Heidolph.

Paralelamente, outra amostra de 3,0 kg do material, foi processada e triturada
em condi¢cdes semelhantes em relacédo ao extrato anterior, foi adicionada a um volume
de um litro de metanol para posterior maceracao a temperatura ambiente, por um
periodo de uma semana. Apés esta etapa, o material foi filtrado, e rota evaporado em
Rotaevaporador modelo Laborota 4000 rpm da Heidolph.

Amostras condensadas de ambos os procedimentos de extracdo foram
devidamente ajustadas para os bioensaios, como serdo descritos a seguir, para a
atividade antitumoral.

2.3 ANIMAIS DE EXPERIMENTAC}AO
Os animais utilizados nesta experimento foram camundongos albinos Swiss

(Mus musculus), com aproximadamente 60 dias de nascidos com pesos entre 25 e 30
g, mantidos em condic¢des controladas de iluminacéo (ciclo de 12 horas claro/escuro)
e temperatura (22 £ 2 °C), em gaiolas de polipropileno recebendo alimentacdo
especifica e agua ad libitum.

2.4 ATIVIDADE ANTITUMORAL

Células tumorais asciticas da linhagem carcinoma de Ehrlich, com oito dias

apos implante, foram aspiradas da cavidade peritoneal de camundongos e
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implantadas por via subcutanea (0,2 mL — 25 x 108 células /mL), na regido subaxilar
dos animais experimentais (n=6). Apds 48 horas da implantacdo, o extrato
hidroetanoolico e metandlico foi solubilizado em tween 80 (Sigma-Aldrich®) (5 %) e
administrado por via intraperitoneal durante sete dias, na dose de 50 mg/kg.
Metotrexato (10 mg/kg) foi usada como padrédo. Ao grupo controle foi administrado
uma solucéo de Tween 80 (MONTENEGRO, 2008), Ao termino do tratamento de 8
dias todos os animais foram eutanasiados e os tumores extirpados, pesados e fixados
em formaldeido (10 %). A inibicdo tumoral foi calculada segundo aférmula:

TWI (%) = (C-T) /C x 100
Onde:
TWI = Percentual de inibicdo do peso do tumor C = Média dos pesos dos tumores
do grupo controle T = Média dos pesos dos tumores do grupo tratado.
Os ensaios foram realizados conforme a metodologia descrita por GERAN et al.
(1972).

2.5 ANALISE ESTATISTICA

A média e o desvio padrdo foram avaliados por analise de variancia (ANOVA)
mediante o teste “t” de Studant, considerando-se significativo os valores para um valor
p<0,05 (MORETTIN, 2010). A variacao entre as taxas metabdlicas em funcado da dose
foi avaliada por analise de regressdao do programa Excel®, versdo 2010, da
Microsoft®.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
De acordo com os valores descritos na Tabela 1, a relacao entre o peso dos

tumores dos grupos tratado 1 (C3) e controle (C1) foi observada que os animais do
grupo tratado apresentou tumores 10,8 % menores que 0s animais do grupo controle.
Quando relacionado o grupo tratado 2 (C4) ao grupo controle, o grupo C4 apresentou
tumores 15,3 % menores que 0s animais do grupo controle. Enquanto a redugéo
apresentada pelo farmaco de referéncia foi de 9,5 %.

Quando comparada a relacdo peso do tumor/peso do animal (PT/PA), os
animais do grupo C3, que apresentou meédia de 0,0293, e grupo controle, com média
de 0,033, os animais do grupo C3 apresentou uma relacéo 11,3 % inferior ao grupo
controle. O que indicou que o extrato administrado neste grupo pode ter reduzido o
crescimento da massa tumoral.

Quando comparada a relacdo PT/PA dos grupos C4, com média de 0,0272, e
controle, os animais do grupo C4 tratado com extrato hidroalcéolico, apresentaram
uma relacéao 17,6 % inferior ao grupo controle.
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Tabela 1 - Médias e desvios padroes da razdo entre pesos dos animais (PA) (Mus musculus), dos
Carcinoma de Ehrlich (PT) e das relaces PT/PA dos grupos C1 (grupo controle) recebeu solugdo
salina 0,9 via ip, o grupo C2 (grupo padréo) foi tratado com Metotrexato 10 mg/kg/ip, o grupo C3
recebeu o Extrato metandlico de C. taxifolia (grupo tratado 1) na dose de 50 mg/kglip, e ao grupo C4
foi administrado o extrato hidroalcodlico de C. taxifolia (grupo tratado 2) na dose de 50 mg/kg/ip.

Grupos (n=6) Doses PA PT PT/PA

C1 - Controle - 30,8+0,064 1,035+0,002 0,033 £ 0,002
C2 - Padrao 10mgkg 294+0,04 0,936+ 0,002 0,032 £ 0,001
C3- Tratado 1 50mgkg 3151008 0923"+0,008 0,0293**+ 0,001

C4 — Tratado 2 50mg/kg 322+ 0,05 0,876" 40,002 0,0272** £ 0,001

Dados apresentados como media + erro padrdao da média de seis animais analisados por ANOVA
seguido de test t de Studant. p > 0,05 comparado ao grupo controle. *Diferenca significativa em
relacao ao controle ("fANOVA seguido de Teste “t" de Student; ** ANOVA).

Na tabela 2, encontram-se os valores referentes a média e desvio padrao da
taxa metabdlica especifica (TXM), em O2.1.h1.kg?, do tumor (TXMrc) como do corpo
dos animais portadores de carcinoma de Ehrlich. Uma razdo entre as taxas
metabolicas do tumor e do animal também foi obtida (TXMtc /TXMac). Observou-se
uma aumento significativo da taxa metabdlica dos animais dos grupos tratados com
0s extratos, e ligeira reducdo na razao entre TXMtc/TXMac, 0 que pode indicar uma
reducdo de atividade mitGtica destes grupos.
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Tabela 2: Media = erro padrao da média das Taxas metabdlicas especificas dos animais (TXMac), dos
tumores Carcinoma de Ehrlich (TXMrc), e da razao entre TXMac / TXMrc dos grupos controle, padrao
e tratados com o extrato hidroetandlico e tratados com o extrato metandlico de C. faxifolia.

Grupos (n=6) Doses TXMac TXMrc TXMac / TXMrc
C1 - Controle - 1,60 +0,05 0,676+ 0,001 0,42 + 0,002
C2 - Padrao 10 mg/Kg 1,57+ 0, 03 1,00+ 0,001 0,43 + 0,001
C3- Tratado 1 50 mg/Kg 2,37+ 0,01 0,98*+ 0,002 0.41*+ 0,001

C4—Tratado2 50mg/Kg 2,38+£0,03 0,97*+0,002  0,40"* £ 0,001

Figura 1 — Média da massa tumoral (em gramas) dos animais dos grupos (n=6) Controle, padrao,
tratado 1, e tratado 2. Portadores de Carcinoma de Ehrlich.

1,05

0,95 -

0,9 4

Massaem gramas

0,85

0,8 A

0,75 -
c1 c2 c3 c4

Legenda — C1 grupo controle, C2 grupo padrdo, C3 tratado com extrato metandlico, C4 tratado com
extrato hidroalcodlico. * Significativo p=0,05; ** Significativo p=0,01 *** Significativo p=0,001
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Tabela 3 — Médias e desvios padroes dos dados bioquimicos obtidos pelo método colorimétrico descrito
em Frankel e Reitman (1957) dos animais portadores de Carcinoma de Ehrlich dos grupos controle
(C1) (controle com solucao salina 0,9 via ip), padrao (C2) (padrao com Metotrexato 10 mg/kg/ip), tratado
com extrato metandlico na dose de 50 mg/kg/ip (C3), tratado com extrato hidroalcodlico na dose de 50
mg/kglip (C4).

Grupos Glicose Uréia Creatinina Bilirrubina TGO TGP

C1-Controle 9825464 6721893 076032 192004 139£25 5352 47
C2 - Padrao 1276+939 524622 066011 18x0,19 12761038 55,6 £8,02

C3 - Tratado1 93,5£615 440152 0602 1606 4533 +328* 7423222

C4-Tratado2 958:162  453#23 0,65:0.4 1,720,3 48,5:2 6 71,8431

Valor de referéncia para camundongos: glicose = 100; Ureia =48,0; creatinina = 0,5 Ul; TGO = 80 UI;
TGP =50 Ul (DANTAS et al., 2006).

Os valores de glicose do grupo controle, e dos grupos tratados com o extrato
encontram-se de acordo com os de referéncia para camundongos, ja o grupo padrao
apresentou-se elevados, os niveis de ureia dos grupos tratados apresentou valores
compativeis com a normalidade, mas o mesmo nao foi observado quando
comparados aos grupos controle e padrdo, que apresentaram-se superiores, a
creatinina, para todos 0s grupos, apresentaram valores proximos ao normal.

Os valores de bilirrubina dos grupos estudados se mantiveram dentro dos
niveis de referéncia para a linhagem de camundongos utilizada no estudo. Os grupos
controle e padréo apresentaram valores de transaminase glutdmica oxalacética (TGO)
superiores aos de referéncia, o que pode indicar um dano hepatico nestes
organismos, com possivel necrose de células hepaticas. Os grupos tratados com os
extratos T1 e T2 apresentaram niveis inferiores aos de referéncia, mas os valores de
transaminase glutdmica pirdvica (TGP) de ambos 0s grupos apresentaram-se
elevados o que pode indicar um quadro de hepatopatia crénica ndo muito grave e
lesbes focais. Entretanto estes valores ainda s&o muito inferiores aos que se
apresentaram em quadros de hepatopatias toxicas ou induzidas por drogas. Os
parametros bioquimicos tais como: glicose, ureia, creatina e bilirrubina do grupo
tratado apresentaram valores similares ao dos grupos controle e padréo, que ficaram
dentre dos valores de referéncia para camundongos.

Indmeros trabalhos envolvendo estudos pré-clinicos “in vivo” de produtos

naturais, utilizam parametros bioquimicos para avaliar possiveis sinais de toxicidade
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(BEZERRA et al., 2008; BEZERRA et al., 2009; GONZAGA et al., 2009; LINS et al.,
2009; MAGALHAES et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2008). Nestes estudos
farmacoldgicos/toxicoldégicos ap6s a exposicdo as drogas, foram analisados o0s
parametros que avaliaram as possiveis alteracdes na funcédo hepética como atraves
dos niveis da TGP e TGO, funcao renal como ureia e creatinina.

Os grupos tratados (Figuras 2 e 3) apresentaram figado com ducto bilifero,
ramos das veia porta, hepatdcitos preservados, assim como, tecido renal com tubulos
contorcidos distais e proximais, macula densa e polo vascular dentro da normalidade.
Baco apresentou capsula, trabéculas, coronas, centros germinativos, células das
polpas branca e vermelha de aspecto normal. Nos pulmao, brénquios, bronquiolos,
nodulos de musculo liso também com histologia normal. No grupo padrdo e controle
foram verificadas lesGes a nivel celular e tecidual, entretanto o figado e o rins sdo os
orgados com danos mais evidentes, como alguns pontos hemorragicos, e presenca de

infiltrado inflamatério cronico.



Figura 2: A- figado animal portado
C- baco; D- pulméo.
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Figura 3: A- Figado, baco, rim e pulméo de animais portadores de carcinoma de Ehrlich tratados com
extrato metandlico de C. taxifolia na dose de 50 mg/kg.

Os efeitos dos extratos hidroetanolico e metandlico apresentaram reducgéo
significativa do tumor observado, isso talvez se deva as atividades dos metabolitos
secundarios presentes nos extratos, estando de acordo com estudos realizados por
Moura et al., (2012). O extrato metandlico bruto indicou a presenca de alcaloides,
terpenodides, esteroides e saponinas. Segundo Robbers (1997), alcaléides que tém
atividade antineoplasica pertencem a uma nova classe de derivados bisindélicos, o
gue pode sugerir que a atividade antineoplasica de C. taxifolia esteja relacionada a
alcaldides presentes no extrato.

De acordo com Aguilar-Santos (1970) e Maitti (1977) um alcaloide inddlico
derivado do triptofano, fora isolado de espécies do género Caulerpa consideradas
toxicas. Para Vidal (1984) o alcaloide caulerpina, amplamente distribuido neste grupo

de organismos marinhos, possui atividade antimicrobiana e antitumoral importantes.
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Resumo

A cicatrizacdo de feridas € um processo de reparo que se segue apos injuria da pele
e outros tecidos moles, e abrange uma serie complexa de interacdes entre diferentes
tipos celulares, mediadores inflamatérios e matriz extracelular, as fases da
cicatrizacdo. A diversidade da flora marinha brasileira favorece a descoberta de
agentes farmacologicos na prevencado e no tratamento de doencas. Polissacarideos
Sulfatados e as proteinas sollveis sdo encontrados em grandes concentragdes e com
propriedades biologicas interessantes. O género Caulerpa apresenta esteréis que
diferem na estrutura quimica do colesterol. Foi identificado em Caulerpa taxifolia a
presenca de metabdlitos secundarios como: alcalbides, terpenos, esteroides e
saponinas. O presente estudo teve por objetivo avaliar a acdo cicatrizante e
analgésica dos extrato metandlico e hidroalcodlico de C. taxifolia, assim como verificar
o percentual de proteinas soluveis disponivel no extrato deste vegetal. A macroalga
marinha foi coletada na praia de Barra do Sirinhaém — PE, processada para a
realizagéo dos testes. Os animais utilizados no teste de contor¢des abdominais foram
camundongos Swiss, da espécie Mus musculus. Para a atividade de cicatrizacédo e
analise histopatoldgica foram usados os ratos albinos da espécie Rattus norvegicus,
linnhagem Wistar, e ainda foi determinado o teor de proteinas do extrato bruto de C.
taxifolia. Os dados revelaram que a média de contor¢cdes abdominais visualizadas nos
animais grupo controle foi 13,86, no grupo padréo foi 7,83; no grupo tratado com
extrato hidroalcéolico C. taxifolia na dose de 50 mg/kg apresentou 8,83 e na dose de
100 mg/kg foi 6,5. Nos grupos tratados com extrato metandlico na dose de 100 mg/kg
o]

valor médio de contorcéo de 7,67 e na dose de 50 mg/kg apresentou 9,26 contor¢des
como valor médio. O teor de proteinas do extrato da C. taxifolia foi 6, 6 sendo
considerado significativo. Foi evidenciado que tanto com o extrato hidroalcoolico
guanto com o metandlico apresentaram inicio de cicatrizacdo com o tecido epitelizado
e queratinizado com a tendéncia a reepitelizacdo com reestruturacdo dos anexos da
pele, ao longo do tratamento e sem a presenca de crosta. Os dados demonstram que
ambos os extratos reduziram as contor¢gdes abdominais nos camundongos com as
duas doses testadas, sugerindo a inibicdo da sintese de prostaglandinas pela via da
ciclooxigenase. No processo de reparo tecidual, em condi¢cdes fisiologicas, os
fibroblastos sédo estimulados a migrar para a area da lesdo e a produzir fibras
colagenas para efetivar esse evento. A fase denominada de proliferativa, possui
duracédo de 12 a 14 dias, e caracteriza-se pelo reparo, granulacao e repitelizacdo. No
processo de reparo, por volta do segundo e terceiro dias apos a leséo, os fibroblastos
produtores de colageno séo recrutados das margens da injuria e induzem a sintese
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proteica, através da fibroplasia. Palavras-chaves: cicatriza¢cdo, macroalga, extrato
metanolico e hidroalcoolico

INTRODUCAO

A cicatrizacdo de feridas € um processo de reparo que se segue apos injuria
da pele e outros tecidos moles, e abrange uma série complexa de interacées entre
diferentes tipos celulares, mediadores inflamatodrios e matriz extracelular, as fase da
cicatrizagéo, envolvendo hemostasia, inflamacgéo, proliferacdo e remodelacéo; e cada
fase € distinta, embora o processo seja continuo (RIELLA et al., 2012). Sendo que a
primeira ocorre nas primeiras horas (hemostasia), neste processo ocorre a ativacao
das plaquetas, com consequente agregacao plaquetaria e cascata de coagulacdo. Na
segunda fase, que ocorre em dias, o0 processo inflamatdrio esta presente, sendo que
h& o recrutamento de neutréfilos e macrofagos, que dentre outras coisas auxiliam a
degradar o tecido desvitalizado e os macréfagos estimulam o crescimento de tecido
novo (IRION et al., 2005).

O tratamento de feridas busca o fechamento o mais rapido possivel da leséo
de forma a se obter uma cicatriz funcional e esteticamente satisfatoria. Medicamentos
obtidos exclusivamente de matéria prima de origem vegetal, denominados
fitoterapicos, proporcionam principios ativos com aplicacdes anti-inflamatorias e
cicatrizantes (MICHELIN et al., 2005; LIMA et al., 2006).

Entre os produtos de interesse dermatoldgico, merecem particular destaque, 0s
de acédo topica incorporados nas formas farmacéuticas, estes por sua vez podem
permitir a recuperacao da integridade da pele posterior a possiveis agressfes. Para o
restabelecimento das condices normais, o processo de cicatrizacdo €é de
fundamental importancia. Neste contexto, a migracdo de células inflamatorias, a
sintese de tecido de granulacéo, a deposicdo de colageno e de proteoglicanos e a
maturacdo da cicatriz, estdo associados a intensa remodulacdo. Assim sendo, a
medicina complementar funciona como ferramenta para este tratamento (SANTOS et
al., 2002; MENDONCA, 2006; ROCHA JUNIOR et al., 2006).

Diversos medicamentos para a cicatrizacdo tecidual, em sua maioria, tém
origem em produtos naturais (SEGUNDO et al., 2007). Estes biomateriais consistem
de elementos interativos capazes de estabelecer afinidade adequada com o tecido

vizinho, sem, contudo induzir resposta adversa do hospedeiro (RATNER; BRYANT,
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2004). Dentre os biomateriais, 0os polissacarideos estimulam o sistema imune in vitro
e in vivo a fim de favorecer o processo cicatricial (DIALLO et al., 2001; KWEON et al.,
2003; SENEL; MCCLURE, 2004, VITORINO FILHO, 2011).

A diversidade da flora marinha brasileira favorece a descoberta de agentes
farmacologicos na prevencéao e no tratamento de doencas (RODRIGUES et al., 2010).
Polissacarideos Sulfatados (PS) e as proteinas solUveis sdo encontrados nestes
representantes, em grandes concentragbes e com propriedades biologicas
interessantes (RODRIGUES et al., 2009).

Estes compostos apresentam complexidade estrutural devido as muitas
possibilidades entre os monossacarideos e a distribuicdo de grupamentos sulfato, que
variam de espécie para espécie e, as vezes, em diferentes partes da planta (ALVES,
2000; HAROUN-BOUHEDJA et al., 2000).

A presenca de sulfatos em polissacarideos pode promover alteragdo das
atividades bioldgicas, uma vez que modifica a conformacdo da sua cadeia; tornar
substancias apolares em hidrossolluveis e ainda promove interaces com proteinas
catibnicas (SHANMUGAN; MODY, 2000; LIU et al., 2009).

Alguns PS presentes em algas verdes se encontram ligados covalentemente a
proteinas, sendo classificados como proteoglicanos (AQUINO et al.,, 2005;
ROPELATTO et al., 2011).

Neste grupo de organismos, a que o género Caulerpa pertence, apresentam-
se esterdis que diferem na estrutura quimica do colesterol. Os compostos séo
biologicamente importante como hormonios, vitaminas e componentes estruturais das
biomembranas (GHOSH et al., 2004; LEE et al., 2004; SHEVCHENKO et al., 2009).
Abordagem fitoquimica de Caulerpa taxifolia indicou a presenca de metabdlitos
secundarios como: alcaldides, terpenos, esteroides e saponinas (MOURA et al.,
2012). O alcal6ide caulerpenina isolado de C. taxifolia apresentou atividade em
modelo de estudo de enterocolites para camundongos (LIMA et al., 2014). O presente
estudo teve por objetivo avaliar a acdo cicatrizante e analgésica dos extrato
metanolico e hidroalcodlico de C. taxifolia, assim como verificar o percentual de
proteinas sollveis disponivel no extrato deste vegetal.

MATERIAL E METODOS
COLETA DO MATERIAL VEGETAL
A macroalga marinha C. taxifolia foi coletada na praia de Barra do Sirinhaém ,

municipio do Sirinhaém — PE. Em seguida foram acondicionadas em sacos plasticos
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com agua do mar e transportadas ao laboratério de Cancerologia Experimental da
UFPE, onde se deu os processos de lavagem do material em agua destilada e
secagem em estufa com temperatura de 25 °C, que posteriormente foi pesado e
triturado em liquidificador (Arno®) e posto para maceracdo em recipiente de vidro
com solucao hidroetandolica 50 % (uma primeira por¢cdo) , € uma outra por¢gao em
solucdo metandlica 100 %, apds 7 dias de maceracdo o material foi rotaevaporado e

acondicionado até o dia em que se procedeu os testes.

ANIMAIS DE LABORATORIO
Os animais utilizados no teste de contor¢bes abdominais foram camundongos

Swiss, da espécie Mus musculus, machos com aproximadamente 60 dias de nascidos
pesando entre 25 e 30 g, mantidos em condi¢des controladas de iluminacéo (ciclo de
12 horas claro/escuro) e temperatura (22 = 2 °C), em gaiolas de polipropileno
recebendo alimentacédo especifica e 4gua ad libitum. Os animais foram mantidos em
jejum por 12 h antes da realizacdo do estudo.

Para a atividade de cicatrizagdo os animais utilizados foram os ratos albinos da
espécie Rattus norvegicus, linnhagem Wistar, machos com 120 dias de nascidos
pesando de entre 180-200 g, mantidos em condi¢des controladas de iluminacéo (ciclo
de 12 horas claro/escuro) e temperatura (22 + 2 °C), em gaiolas de polipropileno
recebendo alimentacéo especifica e agua ad libitum. Os animais foram mantidos em

jejum 12 h antes da realizacéo dos procedimentos cirdrgicos.

TESTE DE CONTORCOES
O teste de contor¢gbes abdominais em camundongos foi realizado de acordo

com KOSTER; ANDERSON; DE BEER, 1959. Os extratos metandlico e etanolicos de
C. taxifolia foi solubilizado em dimetilsulféxido: Tween 80 (1:1) 1 % (v/v) em soro
fisiologico e administrado por via oral 1 hora antes da aplicacéo do acido acético 0,6
%. O grupo controle (grupol) recebeu 0,3 mL/30 g de dimetilsulféxido: Tween 80 (1:1)
1 % em salina por via oral (v.0.). A indometacina (10 mg/kg) foi o farmaco de referéncia
administrado por via oral nos camundongos do grupo controle positivo (grupo 2). Aos
grupos 3 e 4 foram administradas doses de 50 e 100 mg/kg do extrato hidroetandlico
de C. taxifolia, respectivamente, 50 e 100 mg/kg do extrato metandlico de C. taxifolia
para os grupos 5 e 6, respectivamente, peso de camundongo (n = 10). Uma hora ap6s

o tratamento, 10 mL/kg de &cido acético 0,6 % foram administrados
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intraperitonealmente em cada camundongo e o n° de contor¢gbes abdominais foi
contado dentro de um intervalo de 10 e 30 minutos apés este procedimento.

O percentual de inibicdo das contor¢des abdominais foi calculada pela formula:
% Inibicdo = [(N.C. controle — N.C.tratado) + N.C. Controle] x 100 sendo: N.C.

Controle: numero de contorcbes do grupo controle; N.C.tratado: numero de
contorgdes do grupo tratado.

OBTENCAO DO CREME

O creme para o tratamento dos animais utilizados no experimento de
cicatrizacdo foi obtido através da adicdo e solubilizacdo dos extratos ao creme base,
manipulado na farmacia de manipulacdo GLOBO®. Constituintes do creme base:
agua 34,5 %, glicerina 6,0 %, alcool cetoestearilico 5,0 %, monoestearato de glicerina
3,0 %, lauril éster sulfato de sodio 1,5 %. (BATISTA et al.,2011).

TESTE DE CICATRIZACAO

Para o teste de cicatrizagdo foram selecionados 60 animais dos quais foram
divididos em 12 grupos (n= 5), onde a trés grupos foi tratado topicamente com creme
contento extrato metandlico de C. taxifolia, 3 grupos extrato etandlico de C. taxifolia,
3 grupos creme base, e 3 grupos bepantol creme. Durante o tratamento houve

remocéao do tecido de cicatrizacdo de um dos trés grupos com 7, 14 e 21dias.

AVALIACAO HISTOPATOLOGICA
Todas as amostras foram fixadas em formol a 10 %, embebidas em parafina,

cortadas com 5 mm e coradas com hematoxilina-eosina (HE). Estas secbes foram
entdo examinadas sob um microscopio de luz para deteccdo de alteracdes
histologicas por um histopatologista cego para os grupos. As laminas foram pontuadas

para a presenca de vascularizacdo, edema, e graus de inflamacéo aguda e crénica.

ANALISE MORFOLOGICA
A analise morfométrica foi realizada em sec¢@es histologicas coradas pelo HE.

Cada lamina foi medida por um campo de alta poténcia ampliado 400x incluindo a
area de cicatrizacdo da incisdo; a média do numero de feixes de colageno de cada

grupo foi calculado.

ANALISE DE PROTEINAS SOLUVEIS
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O método Bradford (1976), foi empregado para determinar o teor de proteinas
do extrato bruto de C taxifolia. O reagente foi preparado pela solubilizagdo de 50 mg
de Coomassie em 25 mL de etanol (95 %), com posterior adicdo de 100 mL de solucéo
de acido fosforico (85 % m/v). As concentracdes finais (m/v) do reagente foram de
0,01 % de Coomassie, 4,7 % de etanol e 8,5 % de acido fosférico. Foram preparadas
solugbes padrao de albumina nas concentragdes crescentes de 1,0 a 0,1 mg/mL, a
partir de diluicbes da solugao estoque (5 mg/mL).

Amostra vegetal foram processadas cortada em pedacos (5mm) e 200mg foi
pesada e macerado em 10 mL de etanol a 80 %. Uma aliquota do extrato bruto foi
centrifugada por 5 minutos a 2.000 g; uma aliquota de 3 mL do sobrenadante foi
transferida para um tubo de ensaio, e acrescentado a este, 6mL de cloroférmio; esta
mistura foi mantida em agitador por dois minutos sob agitacdo suave e posteriormente
em repouso de 10 minutos, para que ocorresse a separacao das duas fases (organica
e aquosa); a fracdo aquosa (incolor) foi recolhida para um Eppendorf e mantido em
congelador ate 0 momento do desenvolvimento da cor.

Para desenvolvimento da cor pipetou-se 200 pL das solugbes padrdes e dos
extratos das amostras, acrescentou-se 4 mL do reagente Coomassie Brilliant blue, os
tubos, submetidas a agitacdo suave ficando em repouso por 5 minutos. Em seguida
foram realizadas as leituras em espectrofotometro, no comprimento de onda de 595
nm, sendo os valores do contetdo de proteina soluvel, expressos em termos de mg
de proteina soluvel por grama de tecido vegetal fresco. (BRADFORD, 1976).

O concentragdo de proteinas soluveis foi calculada pela formula: Concetra =
[(Absbranco — Absamostra) + Absbranco] x 100 sendo: Absbranco: absorbancia

mensurada para o branco; Absamostra: absorbancia mensurada para as amostras.

ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas foi realizada utilizando o Statistical Package for Social
Sciences (SPSS) versdo 17.0 para Windows. Para os escores e as variaveis sem
distribuicdo normal a comparagcdo entre os grupos foi feita pelos testes de
MannWhitney e Kruskal Wallis. Os resultados foram expressos como mediana
(minimomaximo). Um valor de p>0,05, apds a correcdo de Bonferroni (p>0,0125) foi

considerado significativo.
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Para o teste das contor¢cdes abdominais foi considerado significativos para
valores de ***p < 0,001, apOs analise de variancia (ANOVA) seguido do teste de

Student Newman-Keuls quando comparados ao grupo controle.

RESULTADOS
ATIVIDADE NOCICEPTIVA
A média de contor¢des abdominais visualizadas nos animais grupo controle foi

13,86, o grupo padrao apresentou como valor médio 7,83; o grupo tratado com extrato
hidroetandlico C. taxifolia na dose de 50 mg/kg apresentou 8,83; 0 grupo tratado com
extrato hidroetandlico C. taxifolia na dose de 100 mg/kg apresentou o valor médio de
contor¢céo de 6,5 como valor médio de contor¢des. Nos grupos tratado com extrato
metanolico C. taxifolia na dose de 100 mg/kg apresentou o valor médio de contor¢céo
de 7,67 e o grupo tratado com extrato metandlico da macroalga na dose de 50 mg/kg

apresentou 9,26 contorc6es como valor médio.

Tabela 1. Efeito do extrato hidroetanodlico e metandlico de C. taxifolia sobre as
contor¢des abdominais induzidas por &cido acético (n = 6).

Grupos Doses (mg/kg) | Numero de| Inibicdo (%)
Contorgbes

Controle Salina 13,86 + 1,37

Extrato metandlico 50 9,26+1,26™ 33,18
100 7,67+1,12™ 44,66

Extrato hidroetanélico 50 8,83+ 0,98™ 6,5 + 36,29 53,1
100 0,85™

Indometacina 10 7,83+£1,21™ 43,5

***p < 0,001. Significativos apos analise de variancia (ANOVA) seguido do teste de Student
Newman-Keuls quando comparados ao controle.
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Figura 1- Contor¢cdes abdominais apresentada pelos animais durante o tratamento.
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Em relacdo ao grupo controle o grupo extrato hidroetandlico 50 mg/kg
apresentou uma reducao de 36,3 % de reducado de contor¢cdes abdominais. O extrato
hidroalcéolico na dose de 100 mg/kg a reducao das contor¢cdes abdominais foi de 53,1
%. Com o extrato metandlico nas doses de 50 mg/kg e 100 mg/kg obteve-se reducéo

de 33,2 % e 44,7 % respectivamente.

PROTEINAS SOLUVEIS

Na quantificacdo espectrofotométrica das amostras em octoplicata quanto a
concentracdo de proteinas solUveis presentes no extrato de C. taxifolia foi realizada
as leituras e empregou-se a formula de acordo com o descrito por Bradford (1976), o
gue foi expressos em valores médios * o erro padrdo da média, sendo o resultado
6,67 £ 1,32 ug/mg.

ATIVIDADE CICATRIZANTE

Foi evidenciado que tanto com o extrato hidroalcoolico quanto com o
metandlico apresentaram inicio de cicatrizacdo com o tecido epitelizado e
gueratinizado com a tendéncia a reepitelizacdo com reestruturacdo dos anexos da
pele, ao longo do tratamento e sem a presenca de crosta (Figura 2 e 3). Contudo, 0
0s animais do tratados com o extrato organico (21 dias) apresentaram infiltrado
inflamatorio (**) e um nimero expressivo de fibroblastos (***), quando comparado com

os tratamentos dos 7 e 14 dias (Figura 3).
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Figura 2 - Fotomicrografia de cicatrizag&o cutanea de animais. Grupo tratado com extrato hidroalcodlico
durante 7 (A); 14 (B) e 21 dias (C). Coloragéo de Hematoxilina-Eosina 40 Xx.

e

Figura 3 - Fotomicrografia de cicatrizacédo cutdnea de animais. Grupo tratado com extrato metandlico
durante 7 (A); 14 (B) e 21 dias (C). Coloragédo de Hematoxilina-Eosina 40 x.

DISCUSSAO

Os dados demonstram que ambos os extratos reduziram as contor¢cOes
abdominais nos camundongos com as duas doses testadas, sugerindo a inibicdo da
sintese de prostaglandinas pela via da ciclooxigenase, pois a indometacina, controle
positivo do teste, tem como mecanismo de acéo a inibicdo desta enzima (DUARTE et
al., 1992). A inibicdo das contor¢cdes foram bastante significativas com as doses
testadas, sendo mais evidentes com o extrato hidroetanolico na dose de 100 mg/kg.

O teste de contor¢des abdominais € um modelo quimico de nocicepgao que se
baseia na contagem das contor¢cdes da parede abdominal seguidas de torcdo do
tronco e extensdo dos membros posteriores, como resposta reflexa a irritacao
peritoneal e a peritonite produzidas pela injecdo intraperitoneal de uma solugcédo de
acido acético 0,9 % (WHITTLE, 1964). Este teste € sensivel a avaliagdo de drogas
analgésicas, no entanto, pode ser visto como um modelo geral, ndo seletivo, para
estudos de drogas antinociceptivas (COUTO et al., 2011).

Para Julius; Basbaum (2001) os prétons oriundos da dissociacdo do acido

acético podem ativar a diretamente os canais de cations nado seletivos localizados nas
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vias aferentes primarias. Uma vez que a irritacdo local, produzida pela injecéo
intraperitoneal do acido acético provoca a liberacdo de uma variedade de mediadores,
tais como a substancia P, bradicininas, prostaglandinas, bem como das citocinas
préinflamatérias tais como IL-1, IL-6, IL-8 e TNF-a (PINHEIRO et al., 2011). Verma et
al. (2005) comentam que tém se associado este método com a liberacdo de
prostanoides, em geral, niveis elevados de PGE2 e PGF2a, bem como produtos da
lipoxigenase em fluidos peritoneais.

Os extratos de C. taxifolia (metandlico e hidroetandlico) apresentaram atividade
antinociceptiva no modelo induzido por acido acético, as respostas foram significativas
com ambas as doses de cada extrato e o percentual de inibicho aumentou com o
aumento da dose, e isto, pode estar relacionado com a sintese de prostaglandinas
pela via da ciclooxigenase, assim como, a indometacina (SOUSA, et al., 2009).

A substancia P e a bradicinina estdo envolvidas na primeira fase, enquanto
histamina, serotonina, prostaglandina e bradicinina participam na resposta da
segunda fase (SHIBATA et al.,1989). O que para Morrow e Roberts Il (2001); Costa-
e-Sousa (2010) pode indicar que o teste das contor¢des abdominais envolvem
mecanismos antiinflamatorios.

No processo de reparo tecidual, em condigdes fisioldgicas, os fibroblastos séo
estimulados a migrar para a area da lesé@o e a produzir fibras colagenas para efetivar
esse processo (HONORIO-FRANCA et al., 2008; MENDONCA; COUTINHO NETTO,
2009; DIAS, 2012). Em lesdes cutaneas, é possivel avaliar a etapa da lesdo tecidual
em gue se encontra o processo de reparo tecidual pela analise histoldgica, qualitativa
e quantitativa, das principais caracteristicas que evidenciam a evolucdo desse
processo, tais como numero de células inflamatdérias, de fibroblastos, e de novos
vasos sanguineos formados pelos processo de angiogénese (BATISTA et al., 2010;
OLIVEIRA; SOARES; ROCHA, 2010).

Além disso, os macrofagos estimulam o crescimento de tecido novo, como é
observado nos animais do 7° dia, pela presenca de pequenas fibras de colageno. O
terceiro estagio da cicatrizagcdo, que ocorre em torno de dias a semanas, temos 0
processo de reepitelizagdo mais intensificado e continua a formacédo de tecido de
granulacao, tal fato pode ser percebido nos animais relacionados ao 14° dia. A
presenca de macréfagos nesta fase estimula a producao interna de fibroblastos e
deposicdo de tecido conjuntivo frouxo, enquanto que os fibroblastos migratérios

produzem colageno. Percebeu-se que no grupo dos animais do 21° dia, o terceiro
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estagio continuou presente, isso se explica pela profundidade da les&o, que pode ser
fator limitante para a evolugéo da cicatrizagao (IRION, 2005).

De acordo com Kathiraven (2014) o extrato de C. taxifolia é capaz de produzir
nano-particulas de Ag extracelularmente e estas, sdo bastante estaveis em solugéao
provavelmente devido ao nivelamento por proteinas presentes no extrato. Ainda
segundo o autor hd uma interacdo entre as nano-particulas e as proteinas sollveis o
que pode resultar em compostos com atividades microbianas e este potencial se
estende a patdgenos humanos como P. mirabilis e S. aureus.

Os extratos parece agir na cicatrizagdo dos animais tratados promovendo a
epitelizacdo. Segundo Modolin; Bevilacqua (1985), no final da fase proliferativa, ocorre
a reepitelizacéo da leséo, que € controlada pela chalona, um complexo glicoprotéico
gue estimula a atividade mitotica epitelial.

Segundo Rubin; Farber (2002); Stevens; Lowe (2002) a fase denominada de
proliferativa, possui duracao de 12 a 14 dias, e caracteriza-se pelo reparo do tecido
conjuntivo com formacéao de tecido de granulacdo e consecutiva repitelizacdo. O
processo de reparo se inicia com a inflamacéo e, se em torno de 24 horas apés a
lesdo ndo houver resolucao, os fibroblastos e as células endoteliais vasculares iniciam
a proliferagdo constituindo o tecido cicatricial, isto é a granulacdo. Histologicamente
caracterizado como vasculogénese e aumento do numero de fibroblasto.

Agnol (2008) comenta ainda que no processo de reparo, por volta do segundo
e terceiro dias ap0s a lesédo, os fibroblastos produtores de colageno sao recrutados
das margens da injaria e induzem a sintese proteica, através da fibroplasia.
Consequentemente, o fibrinogénio presente no exsudato inflamatorio se transforma
em fibrina, que servira para a adesédo e multiplicacao dos fibroblastos, que secretara
tecido cicatricial.

Portanto, as nano-particulas de prata encontradas em vegetais como Caulerpa
taxifolia, possivelmente age potencializando em combinacdo com seu potencial
antibiéticos podendo ser responsavel pelo efeito cicatrizante uma vez que, com o
controle da microbiota local o0 mecanismo desenvolvido para cicatrizagdo néo sofrera

interferéncias.
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RESUMO

O presente estudo teve por objetivo avaliar a atividade antioxidante de extratos obtidos da
macroalga marinha Caulerpa taxifolia por dois métodos de estudo de atividade antioxidante. A
atividade antioxidante dos extratos hidroalcoodlico e metandlico foi avaliada de acordo com
Mitsuda (1967). A habilidade dos extratos em sequestrar perdxido de hidrogénio foi
determinada pelo método de Ruch (1989). Das analises realizadas através da leitura das
amostras em octoplicata em espectrofotémetro, foi possivel calcular as atividades antioxidante
e sequestradora do peroxido de hidrogénio dos extratos. A atividade antioxidante apresentada
pelos trés extratos obtidos a partir de C. taxifolia pelo método do tiocianeto ferrico variaram
entre si, mostrando o extrato metanélico uma atividade maior que ao extratos hidro alcoodlico e
aquoso, talvez se deva a presenca de metabolitos secundarios como terpenoides. O poder
sequestrador do perdxido de hidrogénio dos extratos de Caulerpa taxifolia apresentou valores
significativos quando comparados a droga de referéncia.

Palavras — chave: Algas verdes, Tiocianeto férrico, Peroxido de hidrogénio.
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ABSTRACT

This study aimed to evaluate the antioxidant activity of the extracts of marine seaweed Caulerpa
taxifolia by two methods of study of antioxidant activity. The antioxidant activity of the extracts
hidroalcolico, methanol and hidroalcolico was evaluated according to Mitsuda (1967). The
ability of the extracts to kidnap hydrogen peroxide was determined by Ruch method (1989).
The analysis carried out by reading the samples in octoplicata in spectrophotometer, it was
possible to calculate the antioxidant and scavenging activities of the extracts hydrogen
peroxide. The antioxidant activity presented by the three extracts from C. taxifolia by the ferric
thiocyanate method varied each other, showing the methanol extract greater activity than the
alcohol and aqueous extracts hydro, may be due to the presence of secondary metabolites like
terpenoids. The kidnapper power of hydrogen peroxide of Caulerpa taxifolia strata known
significant values when compared to the reference drug.

Keywords: Green algae, Ferric thiocyanate, Hydrogen peroxide.

INTRODUCAO

Os antioxidantes sdo capazes de estabilizar ou desativar os radicais livres antes que
ataquem os alvos bioldgicos nas células. Os radicais formados a partir de antioxidantes ndo séo
reativos para propagar a reacao em cadeia, sendo neutralizados por reacdo com outro radical,
formando produtos estaveis ou podem ser captados por outro antioxidantes (ANDRADE et al,
2007). Radicais livres e outros oxidantes induzem danos oxidativos em biomoléculas e tém sido
associado ao envelhecimento e desenvolvimento de muitas doencas cronicas e degenerativas
como o cancer, doencgas cardiovasculares aterosclerose, Alzheimer, Parkinson (ROESLER et
al., 2007; SOUZA et al., 2007).

Os produtos naturais tem sido uma alternativa aos danos oxidativos em nivel celular, e
os compostos fendlicos sdo conhecidos por possuirem atividade antioxidante devido,

principalmente, as suas propriedades redutoras e estrutura quimica (SOUSA et al., 2007,
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YESILYURT, 2008). Estes compostos sdo bem distribuidos pelo reino vegetal, sendo
encontrado em plantas terrestres, aquéticas e algas marinhas.

As algas verdes possuem diversos compostos de grande interesse para as industrias
farmacéuticas, de alimentos e cosméticos. A adi¢do de antioxidantes confere prote¢do néo
somente aos alimentos, mas também aos organismos animais, uma vez que, 0s antioxidantes
sdo ingeridos, combatem radicais livres e suas repercussdes contribui para reducdo do risco de
patologias (VULCAIN et al., 2005).

O género Caulerpa € constituido por algas marinhas verdes bentbnicas e seus
representantes dotadas de um talo rastejante formado por uma porgdo rizomatosa que se
expande ao longo do substrato, fixando-se atraves de estruturas denominadas rizoides muitas
espécies deste género sao encontradas no litoral brasileiro (SZE, 1998; JOLY, 2005). E alguns
trabalhos relatam propriedades bioldgicas, tais como antiviral e anticoagulante (MATSUBARA
et al., 2001; GHOSH et al., 2004; RODRIGUES; FARIAS, 2005)

A espécie C. taxifolia apresenta fronde similar a uma folha composta dos vegetais
superiores, com o limbo dividido que lembra a folha de uma samambaia, um talo com aparéncia
de um caule tipo estoldo e rizoides que s&o estruturas utilizadas para sua fixa¢do no substrato
(REVIERS, 2006). Sendo identificado uma serie de metabolitos secundarios neste vegetal que
talvez seja uma alternativa para o desenvolvimento de produtos e medicamentos, que possa
trazer melhorias para o tratamento de patologias (MOURA, et al., 2012). O presente estudo
teve por objetivo avaliar a atividade antioxidante de extratos obtidos da macroalga marinha C.
taxifolia por dois métodos de estudo de atividade antioxidante.

MATERIAL E METODOS

O respetivo trabalho configura-se do tipo quantitativo e foi desenvolvido no laboratorio
de Fisiologia e Farmacologia Animal da Universidade Federal Rural de Pernambuco. A

macroalga marinha Caulerpa taxifolia muito comum, nativa, para o oceano indico, foi recolhida
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para o presente estudo na praia dos “Carneiros”, litoral Sul do Estado de Pernambuco, de
coordenadas geograficas: -8.703570 e -35.079224, latitude e longitude respectivamente, esta a
113 km da capital Recife. A espécie coletada a fim de produzir uma exsicata onde foi depositada
no Herbario Geraldo Mariz, da Universidade Federal de Pernambuco, esta registrada com o
numero: 68.863, identificada pela Curadora Marlene Barbosa.

Avaliacdo da atividade antioxidante pelo método do Tiocianato Férrico

A atividade antioxidante dos extratos hidroalcodlico, metandlico e hidroalcodlico foi
avaliada de acordo com a metodologia descrita por Mitsuda et al. (1967). Mistura contendo 1
mL do extrato algal, 1,1 mL de &cido linoléico 2,51 % (p/v) em etanol (99,0 % v/v), 2 mL de
tampao fosfato 0,05 M (pH 7,0) e 0,9 mL de &gua destilada foi colocada num frasco de vidro
ambar com tampa rosqueavel e estocada em estufa com circulacdo de ar forcada, a 50,0 £ 0,5
°C. Para 0,1 mL desta solu¢do foram adicionados 5 mL de etanol 75 % (v/v), 0,1 mL de
tiocianato de amoénio 30 % (p/v) e 0,1 mL de cloreto ferroso 0,02 M. Apds, exatamente, 3
minutos de reacdo a temperatura ambiente (25,0 + 0,5 °C), foi realizada leitura da absorbancia
a 500 nm, em espectrofotometro Hewlet Pakard modelo 8452A UV-VISIVEL, o que se repetiu
a cada 24 horas, até que a cor parpura do controle alcangasse um valor maximo. A concentracao
dos extratos e do antioxidante sintético hidroxibutilanisol (BHA) foi de 0,01 % (p/v). A
porcentagem de inibicdo na oxidacdo lipidica foi calculada de acordo com a expressao
algebrica: % inibicéo = {[abs. media final do controle - abs. média final da amostra] /abs. média
final do controle} x100.

Avaliacéo do poder sequestrador do peroxido de hidrogénio

A habilidade dos extratos em sequestrar peroxido de hidrogénio foi determinada de acordo com
0 metodo de Ruch et al. (1989). Uma solucao (4 mM) de peroxido de hidrogénio foi preparada
em tampdo fosfato (pH 7,4). A concentracdo de perdxido de hidrogénio foi determinada

espectrofotometricamente no comprimento de onda de 230 nm, usando absortividade molar de
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81-1 cm-1 (BEERS; SIZER, APUD YEN; CHEN, 1995). Ao extrato (10400 mL, em 4 mL de
agua destilada) adicionou-se solugédo de perdxido de hidrogénio (0,6 mL). Apds 10 minutos de
reacdo, a temperatura ambiente (25,0 £ 0,5 °C), realizou-se leitura contra solugdo branco
contendo o extrato em tampéo sem peroxido de hidrogénio.
RESULTADOS
Avaliacéo da atividade antioxidante pelo método do Tiocianato Férrico
Os valores médios de absorbancia apresentados pelo extrato hidroalcodlico de C.
taxifolia (Grafico 1) permitiu obter o percentual de atividade antioxidante de acordo com a
férmula citada em materiais e métodos, onde foi obtido os valores expressos na tabela 1.
Valores médios de absorbancia das amostras contendo extrato hidro alcodlico de

C.taxifolia (0,01 %) obtidos no teste do tiocianato férrico nos tempos de 0, 24, 48, 72 e 96 horas.

Valores medios de absorbancia a 500 nm
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Grafico 1 — valores médios de absorbancia a 500 nm do extrato hidroalcodlico,
extrato metandlico, € do extrato aquoso da macroalga marinha C. taxifolia.
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Tabela 1 — Percentuais de atividade antioxidante pelo método do Tiocianato Férrico
expressos pelo extrato hidro alcoodlico, extrato metanolico, € do extrato aquoso da de C.

taxifolia.

Extrato/ Tempo Oh 24 h 48 h 72 h 96 h
HA 0,00 % 0,00 % 25,00 % 64,7 % 58,82 %
+0,000** | £0,000** | +£0,003** | 0,006** 0,007**
BHA 0,00 % 66,00% + 87,50 % 88,23 % 88,23 %
(hidroalcodlico) | £ 0,000** | 0,002** +0,001** | £0,002** | +0,003**
ME 75,00 % 75,00 % 60,00 % 62,5 % 64,7 %
+0,001** | £0,009** | +0,005** | +£0,004** | +0,003**
BHA 100,00 % 100,00 % 90,00 % 93,75 88,23
(metandlico) +0,003** | £0,001** | +£0,007** | +£0,002** | +0,001**
AQ 50,00 % 50,00 % 55,55 % 50,00 % 50,00 %
SIGLAS +0,002** | £0,000** | +£0,001** | +0,001** | +0,000**
BHA 87,5% 83,33 % 77,77 77,77 77,77
(extrato aquoso) | £ 0,002** | +0,003** | +£0,004** | +0,006** | +0,003**

* significativo para valores de p>

(ANOVA).

0,05, ** significativo para valores de p>

0,01

No gréafico 1 encontram-se os valores médios de absorbancia para as amostras do extrato

metandlico de C. taxifolia que serviram de base para os calculos dos percentuais de atividade
antioxidante apresentados na tabela 1 acerca do extrato metandlico. Valores médios de
absorbancia das amostras contendo extrato metandlico de C. taxifolia (0,01 %) obtidos no teste

do tiocianato férrico nos tempos de 0, 24, 48, 72 e 96 horas.

Avaliacdo do poder sequestrador do peroxido de hidrogénio dos extratos metanolicos
Das andlises realizadas através da leitura das amostras em triplicata em

espectrofotdbmetro com o comprimento de onda A = 230 nm, foi possivel calcular os valores
médios expressos na tabela 2, e com estes dados foi possivel aplicar a formula para aferir a
atividade antioxidante dos extratos hidroalcodlico, metandlico e aquoso de C. taxifolia cujos

percentuais encontram-se expressos no grafico 2.
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Tabela 2— valores de absorbancia apresentado pelas amostras

Amostras HA Me AQ PA CcoO

Absorbancia 0,07 0,02 0,25 0,09 1,2

* significativo para valores de p> 0,05, ** significativo para valores de p> 0,01
(ANOVA).

120,00%
100,00%
80,00%
60,00%
40,00%

20,00%

0,00%

Amostras

EHA mME mAQ ®mPA

Grafico 2 — Potencial antioxidante apresentado pelos extratos de Caulerpa taxifolia para
sequestrar o peroxido de hidrogénio.

DISCUSSAO
Avaliacdo da atividade antioxidante pelo método do Tiocianato Férrico

A atividade antioxidade apresentada pelo extrato hidroalcodlico foi inferior aos valores
apresentado pelo BHA, onde a atividade deste variou de 23,53 a 66,00 % superior ao extrato
hidroalcodlico, e com o extrato metandlico a superioridade do BHA variou de 23,53 a 31,25 %,
quando comparado com o extrato aquoso a diferenca de atividade oscilou entre 22,77 a 37,50
%. Mesmo os valores encontrado para os referidos extratos sendo bastante inferior aos valores
encontrado com a substancia utilizada como referéncia, a atividade antioxidante dos extratos
de C. taxifolia foram superiores aos valores de atividades apresentadas pelas espécies de algas
verde marinhas testadas por Raymundo (2004) e de vegetais superiores testados por Negri

(2009).
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A atividade antioxidante apresentada pelos trés extratos obtidos a partir deste
organismo pelo método do tiocianeto férrico variaram entre si, mostrando o extrato metanolico
uma atividade maior que ao extratos hidroalcodlico e aquoso, talvez isto se deva a composi¢do
de metabolitos secundarios presentes no extrato o que pode sugerir que a atividade antioxidante
de C. taxifolia talvez se deva a presenca de compostos fenolicos, uma vez que estes compostos
sdo mais facilmente extraidos de material vegetal com extracdo a metanol. A investigacao de
algas marinhas ja resultou no isolamento de diversos compostos terpendides, e esta alga tropical
é um desses exemplos. Ela ficou conhecida pelos seus danos ao ecossistema, devido a liberacdo
de um sesquiterpeno téxico chamado caulerpenina (MOZZACHIODI et al., 2001). A
caulerpenina (1,4diacetoxibuta-1,3-dieno; segundo a IUPAC) é um composto aciclico e em sua
estrutura encontramos 3 grupos acetoxi (AMICO et al., 2009).

Os organismos marinhos também sdo fonte consideraveis de terpenos. Estruturalmente
esta classe de compostos organicos é formada por unidades de isoprenos insaturadas ligadas, e
0 numero de unidades de carbono sevem de classificacdo para estes compostos: moterpenos (10
Carbonos), sesquiterpenos (15 Carbonos), diterpenos (20 Carbonos) (ABAD; BERMEJO,
2007). As macroalgas marinhas estdo sempre submetidas a rapidas variac6es de intensidade de
luz e concentragdes de O, e CO; ao longo da coluna de agua e, assim, sua sobrevivéncia depende
de uma resposta eficiente ao estresse oxidativo. Por essa razdo, esses organismos podem
representar uma importante fonte de substancias antioxidantes naturais tanto para as Industrias

Alimenticias como para as Farmacéuticas (MATSUKAWA et al., 1997).

Avaliacdo do poder sequestrador do peréxido de hidrogénio

Quando considerada a dose de 200 mg o extrato aquoso apresentou valores bastante
inferiores ao apresentados pelo peroxido de hidrogénio, sendo a eficiéncia do extrato
aproximadamente 14 % inferior ao apresentado pela solucéo de referéncia para tal atividade. A

efetividade antioxidante de fontes naturais foi atribuida, por diversos autores, a0s compostos
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fenolicos, que ocorrem naturalmente em plantas terrestres e aquaticas (HAYASE; KATO,
1984). Seriam esses compostos 0s principais responsaveis pela atividade antioxidante de
plantas, desempenhando papel fundamental na inibicdo da auto oxidacdo em O6leos
(RAMARATHNAM et al., 1986).

O metabolismo do oxigénio nas células vivas, além de levar a producdo de energia
necessaria para as atividades das células, ocasiona também a formacéo de radicais (ROESLER
et al., 2007). Compostos fenolicos agem como antioxidantes, ndo somente por sua habilidade
em doar hidrogénio ou elétrons, mas também em virtude de seus radicais intermediarios
estaveis, que impedem a oxidacdo de varios ingredientes do alimento, particularmente de
lipidios. Carotenoides sdo constituidos de cadeias de polienos, em um longo sistema de duplas
ligacbes conjugadas, rico em elétrons, responsével pela atividade antioxidante desses
compostos: tanto na absor¢do do oxigénio singlet quanto de radicais livres, para interromper as
reacOes em cadeia onde eles estdo envolvidos.

A ocorréncia natural de fenodis substituidos e polifendis em algas vém sendo
cientificamente divulgada e ampliada ao longo dos anos (PEDERSEN, 1978). Embora essa
classe de compostos inclua antioxidantes efetivos (DENISOV, 2009)

O processo respiratorio e diversas reacdes oxidativas das células aerdébicas levam a
formacdo de radicais livres, que contribuem para o aparecimento de diversas doencas. As
células humanas dependem de sua capacidade antioxidante para fornecer prote¢do contra 0s
efeitos prejudiciais de radicais livres e espécies reativas do oxigénio, que sdo consequéncias
inevitaveis da vida aerdbica. Varios estudos epidemioldgicos indicam que a alta ingestdo de
produtos vegetais estd associada com uma reducdo no risco de uma variedade de doencas
crénicas como aterosclerose e cancer, efeitos que tém sido particularmente atribuidos aos
compostos que possuem atividade antioxidante nos vegetais: vitaminas C e E, 0s compostos

fenolicos, especialmente os flavonoides, e 0s carotenoides.
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CONCLUSAO

As algas marinhas representa uma fonte alternativa bastante promissora, pois
apresentaram atividades biolégicas importantes, que pode contribuir nas investigaces de novas
terapias medicamentosas.
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BIOATIVIDADE DE Caulerpa taxifolia (Vahl) Agardh (1817) NO METABOLISMO E NA
VASCULOGENSE DE CELULAS TUMORAIS.

Evandro Valentim da Silval*, Eunice Ribeiro?, Wagnaer Mateus Vaz da Silva!, Dazziane Farias
Santos!, René Rodrigues Melo?, Marcia Raquel Cedrim Vieira?, Danielle Maria Bastos de
Souza®, José Ferreira Silva Neto®, George Chaves Jimenez®, lvone Antonia de Souza'and Félba
Bernadete Ramos dos Anjos®. Federal University of Pernambuco?, Universitaria City, Recife,
PE, Brazil. Northern College of Parana, Brazil®>. University Federal Rural of Pernambuco,
Brazil®.

1. INTRODUCAO

O processo de progressao de uma célula normal para a malignidade envolve,
dentre muitos mecanismos, a capacidade de estimular a Angiogénese, atraveés do
aumento da secrecao de fatores vaso-indutores e diminuicdo dos inibidores, no qual
a hipéxia é um importante sinalizador para o desencadeamento da liberacdo de
citocinas angiogénicas, influenciando na progressdo tumoral e metastase (GRACA,
2004).

A Angiogénese constitui um importante mecanismo no desenvolvimento
tumoral, sendo responsavel pelo aporte nutricional as células neoplasicas em
proliferacédo e estabelecendo condi¢cbes favoraveis para a disseminacdo metastatica.
E um processo complexo com Varios estagios que envolvem o remodelamento da
matriz extracelular, migracdo e proliferacdo das células endoteliais, diferenciacédo
capilar e anastomose (SOUZA et al., 2007; CAPP et al., 2009, STOCKMANN et al.,
2014).

Fatores de crescimento sdo mediadores constitutivos que modulam o reparo
do tecido através da producdo de proteinas, a sintese e a renovacdo da matriz
extracelular (MEC). Eles se ligam a receptores (glicoproteinas transmembranas) e
ainda, ativam a autofosforilagéo intrinseca tirosino-quinase do receptor no dominio
citosolico e as reacdes fosforilativas intracelulares (BROUGHTON et al., 2006;
SANT’ANA, 2008).

O Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF), € uma das moléculas mais
expressiva na estimulagcdo da angiogénese direta e indiretamente, aumenta a
expressao celular de metaloproteinases, degradando a matriz extracelular e
facilitando a penetracdo dos neovasos no tecido (HIRATSUKA et al., 2002; TAMMELA
et al., 2005;
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KOWANETZ; FERRARA, 2006; SANT’ANA, 2008), ao mesmo tempo em que diminui
a expressao endotelial dos inibidores de metaloproteinases (HIRATSUKA et al., 2002),
poissui efeito pro-inflamatorio (SAKURAI et al., 2003; USUI et al., 2004), neuroprotetor
(STORKEBAUM; CARMELIET, 2004), e participa na estabilizacdo e na remodelacao
vasculares (BENJAMIN, 1998).

O género Caulerpa é constituido por algas marinhas verdes bentbnicas
presentes no mar mediterraneo. Muitas espécies deste género sdo encontradas no
litoral brasileiro (SZE, 1998; JOLY, 2005), e a Apresenta propriedades biologicas, tais
como antiviral e anticoagulante (GHOSH et al., 2004; RODRIGUES; FARIAS, 2005).

Entre outros compostos quimicos presentes neste género, destacam-se o
alcaloide inddlico caulerpina, acido caulerpinico, a mistura de amidas denominadas
caulerpicina, os terpenos caulerpina e trifarina e os esteroides: colesterol, 3-sitosterol
e colestenol (NAPRALERT, 2014).

A Caulerpa taxifolia (Vahl) Agardh (1817) é uma espécie nativa de aguas
tropicais. A abordagem fitoquimica do extrato bruto metandlico desta espécie foi
identificada a presenca de alcalbides, terpenos, esterdides e saponinas (MOURA et
al. 2012).

Este trabalho objetivou estudar o metabolismo energético em embrides tratados
com Caulerpa taxifolia (Vahl) Agardh (1817), assim como, evidenciar a atividade da

vasculogénese e angiogénese.

2. Material e Métodos
Estudo do Metabolismo Energético de Caulerpa taxifolia

Foram utilizados 270 ovos (30 para cada grupo tratado e controle sem tumor e
enriquecidos com w-3 com e sem tumor) de casca fertilizaveis, acondicionados em
embalagens de polietileno, com mesma data de envasamento. ApGs a identificacao,
eles foram armazenados em temperatura ambiente (25 °C) por 120 dias. As variaveis
analisadas foram peso do ovo, peso da casca e espessura da casca (HAMILTON,
1982, STALDEMEN; COTTERILL, 1990).

Modelo Animal Experimental

EHA e ME — descrever as siglas ovos vermelhos da ragca Rhode Island Red

de quatro lotes, foram incubados a 37° C, com viragem automatica, para o estudo do



129

metabolismo energético e da Angiogénese. Os grupos foram distribuidos em grupos
controle, tratados EHA (50 pg/mL) e ME (50 pg/mL), e controle enriqguecidos com w-
3, com e sem tumor, e tumorados tratados com metotrexato (10 mg/mL). No estagio
de idade de 288 horas, o desenvolvimento foi interrompido. Os vasos foram
guantificados e caracterizados morfologicamente e os embrides fotografados, fixados
e processados.

Atividade Antitumoral

Em ovos foram transplantadas células tumorais do Carcinoma de Ehrlich
doadas (0,2 mL — 25 x 108 células /mL) nos grupos: controle, padrdo tratado com
metotrexato farmaco de referéncia (10 mg/mL), tratado com EHA e ME e tratado com
w-3. A quimioterapia experimental foi iniciada 48 horas apos o transplante dos
tumores. Apés o término do tratamento, todos os embrides foram pesados e
sacrificados, e os tumores foram retirados, dissecados e pesados. A inibigdo tumoral

foi calculada segundo a metodologia adaptada de Geran et al. (1972).

Estudo da Embriogénese

Os ovos foram incubados a 37,5 °C, com umidade atmosférica mantida e
constante renovacdo do ar. Vinte quatro horas depois foram administradas
concentracdo de 50 pg/mL dos extratos hidroalcéolico (EHA), metandlico (EM), w-3 e
metotrexato (10 mg/mL) nos grupos experimentais. O grupo controle recebeu solugéo
salina (0,9 %) durante 0 mesmo periodo de tempo (horas). O desenvolvimento foi
interrompido com 288 horas para realizacdo das analises (MAGALDI, 1974,
MARQUES, 1986).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados dos ensaios do estudo do metabolismo energético indicaram que
nao houve diferenca significativa entre os grupos controle ndo tumorado, tratado
normal e tumorado, que receberam os extratos EHA e ME, bem como, com o grupo
gue recebeu suplementacdo com w-3. Contudo, em relacdo a deformidade na casca
durante o desenvolvimento, o grupo controle tumorado apresentou um quadro que

sugestiva deficiéncia na composicao estrutural destes ovos (Tabela 1).
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Tabela 1 — Percentual e anomalias da casca de ovos (n= 30 por grupo) de Gallus gallus domesticus L.,
com idade de 288 horas mostrado dos Grupos Controle (0,9 %); Tratado EHA (50 pg/mL); Tratado ME (50
pg/mL) e Tratado w-3 Tratados, Controle Tumorado (0,9 %); Tratado EHA Tumorado (50 pg/mL), Tratado
ME Tumorado (50 pg/mL), Tradado w-3 Tumorado, (T TEHA/50 pg/mL), Tratado Metotrexato Tumoral (T
TEHA/50 pg/mL).

GRUPO (n=30) Percentu?l da Casca Erro Padrao Deformidades da Casca

C (9/?())1 0,05 —

T EHA 8,87 0,01 Y
TME 8,90 0,01 =
Tw-3 9,00 0,00

CZE 7,87 0,01 rugosa, aspera, mole

TEHAT 8,15 0,02
TMET 8,21 0,01 =
TMEXT 8,13 0,01
Tw3T 8,07 0,00

Médias e Erro Padrao (p< 0,05).

A casca do ovo oferece protecao contra a invasao microbiana, controla a troca
de 4gua e gases através dos poros e constitui a fonte de calcio para o embrido durante
seu desenvolvimento. Esta estrutura também ameniza as flutuagfes de temperatura
entre 0s componentes do ovo e seu ambiente externo, que esta intimamente a
composicao estrutural (ROMANOFF; ROMANOFF, 1949; RAHN et al., 1981; NYS et
al., 1999).

Segundo Bunk; Balloun (1978) e Solomon (1991), as variacdes na camada
mamilar, deposicdo de carbonato de caélcio, foram associadas as alteragbes na
resisténcia da casca. Hunton (1995) citou que a densidade da camada mamilar
confere grande caracteristica de resisténcia a casca, sendo que quanto mais largo os
botbes, maior a probabilidade de ocorrerem fraturas nos espagos intermamilares.
Talvez as células tumorais tenham promovido um desarranjo na conformagéao espacial
da casca do grupo controle tumorado, o que favoreceu ao desenvolvimento destas
deformidades.

A avaliagdo da vasculogénese apontou uma redugédo significativa (p< 0,05)
entre os grupos controles, tratados com extratos EHA (50 pg/mL) e ME (50 pg/mL) e
tratados com w-3, com e sem tumor (Gréfico 1).

Carmo; Correia (2009) mencionaram que o0s &cidos graxos w-3 sao
importantes, pois estao envolvidos com a supressao da biossintese dos eicosanoides

derivados do acido araquidénico, modificando a resposta imunologica as células
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tumorais e modulacao da inflamacgéo. Estas respostas impactam a proliferacéo celular,

a apoptose, a disseminacédo de metastases e na Angiogénese.
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Gréfico 1 — Média (x) das quantificacdes dos vasos, no processo da Vasculogénese dos
embrides de Gallus gallus domesticus L. com idade de 288 horas dos Grupo Controle (C/ 0,9
% se solucdo salina); Tratado EHA (50 pg/mL); Tratado ME (50 pg/mL) e Tratado w-3
Tratados, Controle Tumorado (CT/0,9 % se solucdo salina); Tratado EHA Tumorado
(TTEHA/50 pg/mL), Tratado ME Tumorado (TTME/ 50 pg/mL), Tratado w-3 Tumorado (TT w-
3), Tratado Metotrexato Tumoral (T TEHA/50 pug/mL).

Nos ensaios do estudo da Angiogénese, com os extratos EHA (50 pg/mL) e ME
(50 pg/mL), foi observado que houve inibicéo significativa (p< 0,05), da neovasculacao
principalmente entre os grupos com e sem tumor (Grafico 2).



132

)
o
(]
<<
=
oc
o
(5
v
o
v
<<
-
w
o
—
<t
—
O
—

TEHA TME w-3 (G2 B TEHA TME w-3 TTMX
GRUPOS EXPERIMENTAIS

Gréfico 2 — Média (x) das medidas dos vasos: Angiogénese dos embrides de Gallus gallus
domesticus L. com idade de 288 horas dos Grupo Controle (C/0,9 % de solugéo salina);
Tratado EHA (50 pg/mL); Tratado ME (50 pg/mL) e Tratado w-3 Tratados, Controle Tumorado
(CT/0,9 % de solucéo salina); Tratado EHA Tumorado (T TEHA/50 pg/mL), Tratado ME
Tumorado (T TME//50 pg/mL), Tradado w-3 Tumorado (T T w-3), Tratado MTX T (T TEHA/50

pg/mL).

A Angiogénese é um processo constituido de novos vasos sanguineos fruto de
um ramo vascular pré-existente (STOCKMANN et al., 2014). No humano adulto a taxa
de proliferacdo das células endoteliais € muito lenta comparada a outros tipos
celulares, mas existem ocasifes especiais onde ocorre a expressao controlada de
indutores deste evento, como no processo de cicatrizagdo de feridas (POLVERINI,
2002; SHIBUYA, 2014). Vale ressaltar que os extratos poderiam funcionar como uma
estratégia de inibicdo da formacé&o dos vasos.

Em relacdo a Vasculogénese e Angiogénese, a macroscopia revelou que houve
reducéo significativa (p< 0,05) do nimero de vasos entre grupos normais e tumorados
tratados com EHA (50 pug/mL) e ME (50 pg/mL) (Figura 1). Ficou evidenciado que o

calibre também sofreu modificacao frente ao tratamento.
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Figura 1 — Fotomicrografias dos vasos de embrido com 288 horas de desenvolvimento
evidenciando Membrana Corioalantéica (MC); Vasculogénese (VA) e Angiogénese. A — Grupo
controle tratado com solugéo salina (0,9 %). B — Grupo tratado com EHA (50 pg/mL). C -
Grupo Tratado com extrato ME (50 pg/mL). D - Grupo Controle Tumorado tratado com solugéo
salina (0,9 %). E - Grupo Tumorado Tratado com EHA (50 pg/mL). F - Grupo Tumorado tratado
com ME (50 pg/mL). 400 x.

O aspecto microscopico da membrana corioalantéica dos organismos controle
tratado com solucgéo salina (0,9 %) e tratados com o EHA (50 pg/mL) e ME (50 pg/mL),

com e sem tumor, mantiveram a morfologia preservada de estrutura (Figura 2).
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Figur Fotomicrografias de cortes transversaisda membrana do epitélio amniético crado
com hematoxilina-eosina (HE) de embrides de Gallus gallus domesticus L. com idade de 288
horas grupos experimentais. A - Grupo controle tratado com solugéo salina (0,9 %). B — Grupo
tratado com EHA (50 pg/mL). C — Grupo tratado com ME (50 pg/mL). D — Grupo controle
tumorado tratado solugao salina (0,9 %). E - Grupo tumorado tratado EHA (50 pg/mL). F -
Grupo tumorado tratado com ME (50 pg/mL).

Existe uma relacdo entre a membrana corioalantdide e a respiracdo
embrionaria. E através dela, que o embriZio tem acesso ao oxigénio, o que sustenta a
oxidacao de acidos graxos da gema, essencial para o desenvolvimento embrionario
(SATO et al., 2006). Atraves dela o fluxo de Ozvindo do ambiente externo entra em
contato com a hemoglobina dos vasos capilares promovendo o0 aumento progressivo
da capacidade de difusdo entre a corioalantéide e os vasos capilares (TAZAWA,
WHITTOW, 2000; WAGNER-AMOS et al., 2003).

E possivel que os extratos utilizados no tratamento dos embrides interferiram
Nnos mecanismos respiratorios dos embrifes tratados com o0s extratos, ou seja,
possivelmente ndo modificou a demanda de oxigénio, 0 que preservou a mecanica

respiratério do individuo.
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A avaliacdo do tecido cardiaco dos embrides dos grupos controles, tratados
com extratos EHA (50 pg/mL) e ME (50 pg/mL) e tratados com w-3, com e sem tumor,
demonstrou que diferenca significativa (p< 0,05) entre os grupos. Entretanto cerca de
37 % dos embrides tumorados apresentaram pontos hemorrdgicos na parede do
coracdo e congestdo no lumen do vaso, e ainda a fragilidade do tecido durante o

manuseio, que néo foi registrado nos demais grupos.

iz P R, ¥
Figura 3 — Fotomicrografia do corte frontal do coragcdo corado com hematoxilina-eosina (HE)
de embrido de Gallus gallus domesticus L., com idade de 288 horas do grupo controle

tumorado tratado com solucéo salina (0,9 %). A — Visédo geral. B — Detalhe da parede do
coragao. Coloracdo Hematoxilina-Eosina. 200 (A), 400 (B) x

A anatomia microscoépica dos tecidos cardiacos demonstrou que o0 grupo controle
tumorado, apresentou fibras ondulares que perderam os nucleos (*), talvez com
caridlise (**), presenca de infiltrado sanguineo e extravasamento entre as fibras,

provavelmente com células inflamatorias (***) (Figura 4).
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Figura 4 — Fotomicrografia de cortes transversais do tecido cardiaco corado com
hematoxilinaeosina (HE) de Gallus gallus domesticus L. com idade de 288 horas. A - Grupo
Controle (0,9 % se solugdo salina). B - Tratado EHA (50 pg/mL). C - Tratado ME (50 pg/mL).
D - Tratado w-3 Tratados. E - Controle Tumorado (0,9 % se solucéo salina) F - Tratado EHA
Tumorado (50 pg/mL). G - Tratado ME Tumorado (50 pg/mL). H - Tratado w-3 Tumorado.
Em relagéo ao padréo do desenvolvimento corporal, as medidas realizadas da
regido cefélica-cervical-caudal demonstraram que néo diferenca significativa entre os
grupos controle e tratados sem tumor. Porém ao se analisar o grupo com tumor, foi
evidenciado a interferéncia entre eles. Contudo, a resposta ao crescimento entre 0s
grupos normais e tumorados. Vale ressaltar que o grupo controle tumoral, teve uma

deplecéo nutricional variando significativa (p<0, 05) (Gréfico 3).
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Gréfico 3 — Média (x) e erro padrao (sd) do comprimento corporal total cefélico-cervical-caudal)
(cm) (e do peso (g) dos embrides de Gallus gallus domesticus L. com idade de 288 horas dos
Grupo Controle (C); Tratado EHA; Tratado ME e Tratado w-3 Tratados, Controle Tumorado
(CT); Tratado EHA Tumorado (TTEHA), Tratado ME Tumorado (TTME), Tradado w-3
Tumorado

(TT w-3) e Tratado com Metotrexato (10 mg/mL).

Courneya; Friedenreich (1997) referiram que paciente com céncer pode
desenvolver uma sindrome metabodlica complexa. Ela se caracteriza pela perda
progressiva de peso, anorexia, astenia, anemia, nausea cronica, imunossupressao,
depresséao, diminuicdo da capacidade aerdbica, fadiga, diminuicdo da forca muscular
e flexibilidade, atrofia muscular e acentuada perda de massa muscular. Para Camps
et al. (2006) perda de peso estd essencialmente relacionada com diminuicdo da
massa muscular, promovendo posteriormente alteracdo nas func¢des cardiacas e
respiratorias (TISDALE, 2000).

A demanda catabdlica e energética € o aumento da quebra de gordura em
detrimento da liberacéo de glicerol e &cidos graxos, em consequéncia da inibicdo de
lipase proteica e aumento da atividade da lipase horménio sensivel (HLS). Ocorre
ainda, a inibicdo do transporte de glicose para os tecidos e da capacidade de sintese
“‘de novo” de acido graxo, devido a menor atividade de enzimas chave do processo
(acetil-Coa carboxilase e AG sintase) (ARGILES; BUSQUETS; LOPES-SORIANO,
2005). Os tratados com extratos EHA e ME parece que atenuou as alteragOes
metabdlicas do tumor, como foi evidenciado no grupo tratado com o w-3, que

funcionou como um suplemento.
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A anatomia microscOpica da medula espinhal dos embrifes tratados e controle
durante o desenvolvimento embrionario demonstrou que houve diferenca significativa

(p<0, 05) entre os grupos normais e tumorados (Figura 5).

Figura 5 — Fotomicografia de corte transversal da medula espinhal (me) corado com
hematoxilina-eosina (HE) de embrido de Gallus gallus domesticus L. com idade 288 horas,
evidenciando a camada marginal (cmg); camada do manto (cmt) e canal central (cc). A -
Controle Tratado com solucéo salina (0,9 %). B - Tratado EHA. C - Tratado ME. D - Controle
Tumorado (CT). E - Tratado EHA Tumorado (T TEHA). F - Tratado ME Tumorado (T TME).
Coloracdo Hematoxilina-Eosina. 200 x.
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O estudo histolégico da medula dos grupos investigados mostrou que o tecido

se manteve preservada, bem como, os vasos e neurénios. Entretanto, o grupo

controle tumorado apresentou discretos pontos hemorragicos (*) no tecido avaliado
(Figura 6).

Figura 6 — Fotomicrografia de corte transversal da medula espinhal (me) corado com
hematoxilina-eosina (HE) de embrido de Gallus gallus domesticus L. com idade 288 horas, do
grupo controle tumorado com solucéo salina (0,9 %), evidenciando a camada marginal (cmg)
e do manto (cmt) e canal central (cc) e camada do manto (cmt). Coloracdo Hematoxilina-
Eosina. 400 x.

Os padrdes morfométricos da medula e encéfalo dos embribes apresentaram

compor-tamento linear entre 0s grupos controle e tratado com EHA, ME, -3 e
metotrexato (Tabela
2, 3 e 4). No entanto o grupo controle tumorado, respondeu de maneira diferenciada.
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Tabela 2 - Pardmetros morfométricos do didmetro, altura e camadas do manto e marginal da medula
espinhal de embrides (n= 30 por grupo), de Gallus gallus domesticus L., com idade de 288 horas dos
Grupos Controle (C); Tratado EHA; Tratado ME e Tratado w-3 Tratados, Controle Tumorado (CT); Tratado
EHA Tumorado (T TEHA), Tratado ME Tumorado (T TME), Tradado w-3 Tumorado (T T w-3), Tratado com
Metotrexato (10 mg/mL).

"GRUPOS DIAMETRO ERRO ALTURA ERRO  MARGINAL ERRO  MANTO  ERRO
(mm) PADRAO  (mm)  PADRAO

) PADRAO  (mm) PADRAO

|

Tabela 3 — Parametros morfométricos do didmetro e altura do canal central espinhal, espaco direito e esquerdo da medula
espinhal de embrides (n= 30 por grupo), de Gallus gallus domesticus L., com idade de 288 horas mostrado dos Grupos dos
Grupos Controle (C); Tratado EHA; Tratado ME e Tratado w-3 Tratados, Controle Tumorado (CT); Tratado EHA Tumorado
(T TEHA), Tratado ME Tumorado (T TME), Tradado w-3 Tumorado e Tratado com Metotrexato (10 mg/mL) (T T w-3).

GRUPOS DIAMETRO  ERRO PADRAO ALTURA ERRO PADRAO
(mm) (mm)

TEHA 2,95 0,01

Tw-3 2,80 0,00

TEHAT 0,87 0,02

Tw3 0,81 0,00
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Tabela 4 — Pardmetros morfométricos do diametro da cabeca e diametro e altura do encéfalo de
embrides (n= 30 por grupo), de Gallus gallus domesticus L., com idade de 288 horas mostrado dos
Grupos dos Grupos Controle (C); Tratado EHA; Tratado ME e Tratado w-3 Tratados, Controle
Tumorado (CT); Tratado EHA Tumorado (T TEHA), Tratado ME Tumorado (T TME), Tradado w-3
Tumorado (T T w3) e Tratado com Metotrexato (10 mg/mL).

GRUPO CABECA ERROPADRAO DIAMETRO ERROPADRAO ALTURA ERRO PADRAO
(mm) (mm) (mm)
C 2,17 0,01 0,89 0,01 1,35 0,00
TEHA 2,05 0,00 0,90 0,01 1,30 0,01
TME 2,14 0,02 0,89 0,00 1,32 0,01
Tw-3 2,08 0,00 0,91 0,00 1,34 0,00
CT 2,13 0,01 0,70 0,00 1,13 0,00
TEHAT 2,20 0,01 0,80 0,02 1,20 0,00
TMET 2,20 0,01 0,90 0,02 1,27 0,00
Tw3T 2,13 0,02 0,89 0,01 1,22 0,00
TMEX 2,10 0,03 0,87 0,02 1,15 0,01

Médias e Desvio Padréo (p< 0,05).

ACOBSON (1991) comenta que organizacao do tubo neural ocorre diferente na
medula espinhal no encéfalo. No encéfalo, os processos de migracdo, proliferacao,
diferenciagdo e morte celular produzem modificagcdo na formacédo das camadas
distintas, devido a fisiologia das suas diversas regides. Borgart; Ort (2008) mencionam
gue durante o desenvolvimento embrionario, a luz central do tubo neural se estreita,
permitindo o extenso desenvolvimento do manto e das zonas marginais, evoluindo a
canal central. Em relagdo a formagao estrutural do grupo controle tumorado,
possivelmente sofreu interferéncia das células tumorais.

A medula espinhal transporta sinais sensitivos para o Sistema Nervoso Central
(KANDEL et al., 2006). Sendo assim, varias moléculas indutoras participam
fomentando a diferenciacdo do tudo neural primitivo, como da notocorda, dos
neurénios sensitivos e dos oligodendroécitos na medula espinhal (HIB, 2007).

Klaassen (2003) comenta que os metabdlitos de algumas substancias quimicas
séo responsaveis, por seus efeitos toxicos. Segundo ele, os efeitos tdxicos sistémicos
dependem da absorcéo e da distribuicdo do composto, o que afetas um ou alguns

orgaos, sendo o sistema nervoso central (SNC) afetado.
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Diante do presente exposto, conclui-se que 0s compostos em solucao
presentes nos extratos de Caulerpa taxifolia (Vahl) Agardh (1817) pode ser
considerada um potencial agente antitumoral de origem marinha, que talvez atue nos
mecanismos intrinsecos relacionados com a matriz extracelular, estabilizando e

remodelando a estrutura vascular e a capacidade de indu¢do da neovasculogénese.
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CONCLUSOES

O extrato hidroalcodlico de Caulerpa taxifolia (Vahl) Agardh (1817) apresentou
atividade estimulante do sistema nersovo central e periférico, mas em alguns

momentos foram observados efeitos depressores destes mesmos sistemas;

Os extratos hidroalcodlico e metandlico de Caulerpa taxifolia (Vahl) Agardh (1817)
apresentaram atividade antinociceptiva no teste de contor¢des abdominais induzidas

por &cido acético;

O extrato hidroalcodlico e metandlico de Caulerpa taxifolia (Vahl) ndo interferiu no

padrdo morfométrico de desenvolvimento embrionario de Gallus gallus domésticos;

Os extratos hidroalcodlico e metandlico de Caulerpa taxifolia (Vahl) nas doses de 50
mg/Kg e 100 mg/Kg apresentaram atividade biologica significativa frente as linhages

de carcinoma de Erlich e Sarcoma 180;

O extrato hidroalcodlico e metandlico de Caulerpa taxifolia (Vahl) inibiu a
vasculogénese e angiogénese durante o desenvolvimento embrionario de Gallus

gallus domésticus;

O extrato hidroalcodlico e metandlico de Caulerpa taxifolia (Vahl) ndo alterou o

metabolismo durante o desenvolvimento embrionario de Gallus gallus domésticos.
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This study aimed to evaluate the healing and analgesic action of methanolic extract and hydroalcoholic
of C. taxifolia, and check the percentage of soluble proteins avallable in the extract of this vegetable.
The collecsion of C. ravifolla cccurred on the beach of Bama do Sirfehadm - PE, processed for testing.
Thae animals used in the test wore Swiss mice, and Mus musculus of species. For baaling activity and
histopathological analysis, aibino rats Rattus norvegicus species, linnhagem Wistar were used. The
protein content of the crude extract of C. Taxifolis has not yet been determined. The data reveakd that
the average displaying writhing in animal control group was 13.856. The standard group was 7.83; the
group treated with hydrosthanolic extract of C. raxifolia at a dose of 50 mgikg was 833 and those
troated with 100 was 65, In the groups oated with the methanal extract of 100 mglkg, the
average value of was 767, whilie 50 mplg resuited in 3.2 average valua. it was shown that
hydrocthanolic and mathancl extract led 1o eadly healing efwound with epithelalized keratinized Gssue

and re-epitheiakzation; involving the restructaring of the siin appendages, dusing treatesent and in the
absence of crust
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proimin conient of B crede scdesci of © dexifclia. The sesgent wan
propared By m Coomansm in 3 mL of sitanal
[EES], wal®: Furifar of 100 mi of phomphee: sor {82% wbvi
Tha vl concenireisors (e of B cesgent s [51% Coomeania,
4% sifaeo nd L% ploachoric sod. Siescard sbumis
solutions were prasersd = increming concanireiiona of LD & G
gL, om Shutiors of B xiock solwlon |2 mginl|.

Vapeishbla procaassd semplas swre ot imio Seces (3 ) and

a0 my wea seghed srd Semogenioed in 10 mi =f 830% shasel
fin liqurt of e crude schesc] W, cesirlugeed for & mis et 20000 53

mn miguct o 3 mil of e apersaiss s beefered o § el beda,
sd & ml o coofom wmasidsd b LTFm mduw v

air-sdcorimmal; kv bae mincn ntly ard dms WA cradeed b
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10 min. 5=, e vee e R joeganic snd squecwan). The

ag=eoun fraction [coloriexs] s collecied in mn appandor! snd kgt
iz Fremzer omdll e e of ofor derssioprmant.

For coler Sessioprmant, pizeiied 30 Ul of ssndeed soleicre aed
mampla axtach were sdided o 4 Tl of e Coomassia Seliasi b

rangasl. The hube wees aubjeded o genle sgitstion for & rmn ot
rmt, Thae e ecisga waw paformed in g aspecrophoiomelar sl &
wraiangs ol |2 nay e amoesh ol ovbla proiein content were
axpramaad i= S o mg ol miubla poieis e geam of bee® ek

oo | Bractiord, Te0EL
Tem mecesimiios of solebla proisime wm calcaisied by Ba

forrmis Foomem = [(Vitie AZe - AZe sargieg v shils S » 190
whaer: Abln Senkc absorbence messured for whits; Sba asmzie
shortaso ranas for e aems

Statiwtical anaiysin

Ten i of weifeng we comidersd sgnificent for weea ™ poe
OO0, wisr sabam of verinoe [ANDVA] dlowsd by Shedent
Farammas Kpuly lewi when comzand o Ba coniod group.

REBULTE
Nocicapten ctivily

The arvirage dsplaving wilthing in animal comel groug
was 1186, the siandard group average was 7.83. The
group esaled with hydroethandlic exiract of C. fadifla at
3 dose of 50 mphg had ALE3; the group ieamd wih
hydroathanalic estact of C. dsibdd af a dose of 900

mghp showed mw.ﬂl vaka of 65 The
e with mathanoks extract of C. Adfols & & dose of

100 myikg had an average vake of 7.57 and the twisied
group ireaid wih mehanclc exrac of staweed at @
doi of 50 mghy had 025 conlorlions as maan valu
(Table 1)

The: comrol group reaied with 50 mgfig hydrosthanolic
eamact had 363% decrease in Ti0

hyorcaihandiic esiract reduced wilhing by S31%.
the: meshanokic exiract of 50 and 100 mghig, thene was &

reduction of 332 and 44.7% respecihely.

Holubls proteing

i e specTophodomelnc quamificaion of ocioplcata-

samples a6 solible prolon present in edac of O
fmeiols, readings wene done @ o e formidas

descrbed by Bradiord (1978), which was oxpressed as
it mian + slandard emor of e mean. The resull was
B.67 + 1.32 yig g

Hualierg activity

I vtk Shown that both the incrganic and ogant exims
shosed early wound with epihelialized keratinizes

tissa; Wil restructuing of the skin appendages, during
thit treatment and in the absence of st Figues 1 and
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Table 1. Mycroethanciic and mettancic exiract sftect C. Sonttie on the withing induced
by acate = (n = &)

Groups Dones (mghg) Number of contorions _ Inhitstion (%)
Cortred Sabew b PRk -

L] 928216 3818
A s 100 P a8

2 8832 0.98™ »29
Hybsouhuanole wdred 100 8.4 2 088 a1
Indorraducn 10 YA L 3 b L]
" p =0.001. Sigrdfcant xher aralysls of vastiace (ANDVA) ‘ollowed by Shudent Newruas-Xauls
uat when compased o he contel,

Figers 1. Prolomicragracty of shin healng scimabs. Treated group hydrosthanclic sduact bor (A) 7, (8) 14 snd (C) 21
dayn Staring harwioo in-scen 42

A 8 C
Figere 2. Mclomicogaph of skin hesling arirmals, Group Tested Wit mettancl eximct for (A) 7, () 14 ad (C) 27
dayx. Hematooofinecen stairrg 40w

2). However, he animals Yeated with the omganic exact  DISCUSSION

(21 days) showed inflammatory infivates (**) and a

significant number of firoblasts (*“*) when compared 10 The data demonsiaie that both exracts reduced withing
treatments of 7 and 14 days. In mice wih w0 Ooses Resked, suggesting inhibltion of



prostagiandin synihesis wia cycloooygenase, o wel as
indomaaihacin. Posithae conined test has e mechansm of
inhiciing his (Diuiaite @l al., 1992). Thi infebilon
of Coniniiion wen Quile significam ai he iesied oo,
mo apparent with ©e Mydrocihanolic edmac of 100

WHHMEHHMHMHM
that B ased on couning he conlomons ol te
abdoming wall followed by e unk (0SS, and
gxterain of thi hind Emis, sich 38 mle respinss o
perionsal  Frimbon  and paionls  produoced | by
inTapirioral of & sokilon of [L9% aoele ekl
Vit hittha, 194, WE i sensiive o e evaluation of
AralgRsic dnags; however, it fan b sten & a general
model, non-sekectve, for stadies of aniinodicepdve dnigs
(Cowi ol al., 20111
Para Juls and Basbaim (2004} sprotons ooming
froen thie dissociakon of aoeds ot can drectly actkaln
i monselecive caiion channeds lotaied in primany
afferent patfays. The local amilation produced by
inTapirioral of acetlc adid couses the rekass
ol @ vanery of medialons sech as subsiance P, bradyinin,
a5 wall as the pro-inflammaiony cylokings
schy as -1, IL-E, IL-8 and THF -0 (Finhaio of al, 2011}
Werma @l al (2005 ocomment that this mebod &
assccigkd with the mikase of proslanceds, i general,
high kevels of POEZ and POFla and poey(eidgss
prodiacts in periondsal fiud,
Tha edrads of C Geibks (hdoehackc and
mihancl] exdhibied aminocieplie acthity in e mod
inadiicied B @oRts aoid. Th resoofcds wirs at
both dosies of exvacl and the percentage of inhibiton

WCIEaS iy wilh dose. This can be relaied with
ihe synthish of prostaglhndng wa © yREnase
il a5 il acin (S0, & al, k

Thi sutetan o P and bradykinin are ivsolved in th fest
phase, whie hS@Emine, Seromnin, and
bradyiinn pamcpane o i Second ol tha

oondiions, fbmblasis ane enctraged (o W 1 i
area of injury and produce collagen Mbers © efect this
process (Honofo-Franga of al, 002, Mendonga;

(Batsia &f al, 20 0; OFseing ol al, 20700
b falealt, ef stmuang o o el
tesue, o obsered in animaks in the Tih day, 25 woll =
ihe presance of small collagen Tibers. The hird siage of
thal coours antund days 10 wehs, wal mone
aredl e wed COndrine reepiheizaion of
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tht formation of granulation tesue. This fac can be Sedn
in animaks relaied @ the 14th day. The presence of
al his siimilaies producton of
Merctioats’ and dapasitin of e Conmadivs 1G5
whireas e collagen produdes forcblast migration.
wats noticed that in the group of animaks on the 2150 day,
it thind Stage was Sl present. This i5 xplanes by th
dapd of that esion, which can be o Emidng factor for The
avoluton of hisaling {Iron, 2005)

The earacts appear o have acted in the hoalng of
el animak pomoing epiheizaion Aocordng 10
Modolin and Bevlacgss (1085, af the ond of Be
profferatve phase & re-epihelzaion of the lesion, which
i oconiroled by chalona, & Qvoborolin comphes hat
stimulates epihalial miolic acivity.

Rubin and Farss (Z00Z), Eovens and Lows (2003
say profleratve phase SIS o0 12 10 14 dayG, and B
characterized by repasing e coniecive lRsug wih
granulaion §as matn and ordiutive eielizac i,
Tha regair prociss Deging with inflammaton and anound
ﬂnmmummmm;mw
waliilar cels inidale profloration 1oming
scar lesee, hal is, granulation. £ &

Agnol {2008) furher nobes tar in th repain rocess, by
hit seoond aind thied day afer inmury, the Colagen-
producing fitvoblagis e recruled from e shores of
ijury and induod proln syhhise by Tbropksia
Consequendy, the Monnogen resent in the nflammalory
eaudatd Darns o Moon, whech will Sered for S Skon
and prolfemtom of fhroblasis, which Seon ik sl lssue.

Trenslore, te sl nanoparicles found i Caukeme
Lafols poa {in nclion with) ther
Mﬂ*ﬂiﬂm bt o the healing
ihie loal microbsota

healing coes no

effect sinte, wih e oonol

ol
dowvehopsd, e mechanism  for
S T e ro .

Coafkcis of Inberesis

Tha: suthors have nod declared oy oonfect of indenesi.

LS, Frednn CI15, Badara &C 200 1). Atsscacs sriorierism

& ceErews 4ot da ol Restds fsooas L Dhacs Faesld,
Saris kisrin

Dewciioas] AR | | 9T} &, o wrec| el resfecd bor e quaiiicsfion of
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mioEyET qusriian ol oisin piey Be princpls of seolin A
Do, T2E8-204.

:
i

el B, Devilncop RS {15885, Cioabiracio da feidan. Sinisss o

Faisroerrenmn: wifesces & e prduns on degrecacic pardal
chicize i rrscroalgs wrce Gayrals copaperTe. UFPE, Curiiea.
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‘Wzring-Fiho RML GIA 1k Lo de airaida do ecnad s
o cajumn ocpidasisis L.} o ismmsloics idpics da
fomdan [Dodoral cserisdon, [Mswrecc s Ol



