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RESUMO

As algas verdes que pertencem a familia Caulerpaceae, sdo organismos
verdes bentonicas, dotadas de um talo rastejante, formado por uma porcao
rizomatosa, que se expande ao longo do substrato. A Caulerpa taxifolia é tipica
de mares tropicais, introduzida acidentalmente na costa do mediterraneo e
Califérnia. Esta alga possui uma série de caracteristicas que a tornam um
invasor bem sucedido, e isso talvez se devam a um arsenal de produtos
guimicos por elas produzidos. O presente estudo objetivou avaliar as atividades
toxicoldgicas, antioxidante e antitumoral Caulerpa taxifolia encontrada no
mesolitoral Pernambuco. Para as analises toxicolégicas e antitumoral foram
utilizados camundongos albinos Swiss Mus musculus, e protocolos
experimentais especificos para cada analise. A atividade antioxidante seguiu o
me todo preconizado por Ruch (1989). De acordo com os dados obtidos o
extrato aquoso de C. taxifolia apresentou efeito caracteristico de uma
substancia estimulante do sistema nervoso central, bem como, atividade
antitumoral significativa quando empregado no tratamento do carcinoma de
Ehrlich. Ela se mostrou excelente agente antioxidante apresentando resultados
superiores a substancias sintéticas ja utilizadas comercialmente.

PALAVRAS-CHAVE: efeitos farmacologicos, antioxidante, antitumoral,
macroscopia, alga invasora, Caulerpa taxifolia.



ABSTRAT

The green algae that belong to the family Caulerpaceae are benthic organisms,
endowed with a creeping stem, formed by a portion of Rhizome, which extends
along the substrate. The Caulerpa taxifolia is typical of tropical seas,
accidentally introduced on the Mediterranean coast and California. is algae has
a host of features that make it a successful invader, and this is due to maybe an
arsenal of chemical products for them gift produces. O study evaluated the
toxicological activities, antioxidant and antitumor Caulerpa taxifolia mesolitoral
found in Pernambuco. For the toxicological and antitumor were used Swiss
albino mice Mus musculus, and experimental protocols specific’s to analyze. A
each antioxidant activity followed the method recommended by Ruch (1989).
According to data obtained from the aqueous extract showed characteristic
effects C. taxifolia substances stimulating the central nervous system, has
significant antitumor activity when used in the treatment of carcinoma Ehrlich,
and has excellent efficiency when used as an antioxidant agent presenting best
result synthetic substances used commercially.

KEYWORDS: pharmacological effects, antioxidant, antitumor, macroscopic,
invasive algae, Caulerpa taxifolia
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1. INTRODUCAO

As plantas apresentam uma diversidade de compostos naturais, que
poderiam ser usados nas industrias farmacéuticas e nutricionais (Sardesai,
1992, Oliveira, 1998, Matsukawa et al., 2000).

Neste sentido, as algas constituem a maior parte da biomassa de
produtores no mundo e com valor similar a muitos vegetais terrestres
comumente consumidos, sendo empregada na producao de géis e pigmentos,
emagrecedora, antioxidantes, dentre outros se tornando importante ao bom
funcionamento do corpo (Sardesai, 1992, Oliveira, 1998, Matsukawa et al.,
1997, Oliveira, 2005).

Foram identificados nestes organismos uma variedade de metabalitos
secundarios incluindo terpenos, compostos aromaticos, acetoageninas,
substancias derivadas de aminoéacidos e polifénois (Blunts et al., 2005, 2006),
reconhecidos por possuir acdo defensiva contra herbivoria (Hay e Fenical,

1988, Paul et al., 2001), polissacarideos e minerais (Oliveira, 1998).

Um dos aspectos mais interessantes das algas marinhas € o alto
contetdo de acidos graxos poliinsaturados, que as deixam estaveis frente a
oxidacdo durante o armazenamento (Ramarathnam et al.,1995). Elas estéao
sempre submetidas as rapidas variacbes de intensidade de luz e
concentracfes de O, e CO; ao longo da coluna de agua e, assim, na sua
sobrevivéncia depende de uma resposta eficiente ao estresse oxidativo,
podendo representar uma importante fonte de substancias antioxidantes

naturais (Matsukawa et al., 1997).
O 0O, é fundamental para os organismos aerobicos, pois participa na

obtencao de energia na forma de ATP, por meio da cadeia respiratéria, como

aceptor de elétrons, bem como, das varias reagfes metabdlicas como na
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biossintese de prostaglandinas e esterdéides e na oxidagdo de muitas
substancias arométicas, etc (Flescchin et al., 2000, Rocha et al., 2007).

Neste sentido, as micro e macroalgas marinhas aparecem como uma
alternativa para a obtencdo de acidos graxos utilizados, por exemplo, na
alimentacdo de peixes, bem como, os seus efeitos tem sido amplamente
estudado no coragdo humano. Contudo apesar de sua rica composicdo, elas
tém sido pouco empregadas como plantas comestiveis (Zhukova et al., 1995,
Vaskovsky et al., 1996, Oliveira, 1998, Matsukawa et al., 2000).

Os radicais livres e outros derivados ativos do oxigénio sao
inevitavelmente co-produzidos nessas reacdes biologicas exercendo papel
fisiologico importante, e presente em varios processos deletérios ao organismo
humano como o cancer, aterosclerose, a Diabetes mellitus, artrite reumatdide,
a distrofia muscular, a catarata, as desordens neurologicas e 0 processo de

envelhecimento (Nordberg e Armér, 2001).

A necessidade da obtencdo de novos farmacos para o tratamento de
moléstias como o cancer, representa uma das principais causas de o6bito da
humanidade, tem papel de destaque na saude publica e constitui um dos

grandes desafios do século XXI (Boyk, 1996).

A fitoterapia tem desenvolvido terapias anticancer e os mecanismos de
interacdo entre fitocompostos e células neoplasicas vém sendo extensivamente
estudado (Mukherjee et al., 2001). Atualmente uma grande quantidade de
pesquisadores se encontra engajados na tarefa de buscar novos agentes

terapéuticos anticancerigenos a partir de fontes naturais (Boyd e Paull, 1995).

Sendo assim, seria interessante estudar as propriedades
farmacoterapéuticas destes organismos sobre o metabolismo animal, a fim de
oferecer uma alternativa viavel no tratamento de patologias que acometem o

ser humano.
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2. Revisdo de Literatura
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1. BOTANICO

2.1.1 Estudo das algas

A vida comecgou nos oceanos, e as algas estdo entre 0s organismos Vvivos
mais antigos do mundo havendo registro por volta de 3,8 bilhdes de anos no
planeta sob a forma de seres unicelulares heterotréficos (Painter, 1983). Estes
organismos sao caracterizados como possuidores de capacidade autotréfica de
sobrevivéncia, como também, responsaveis pela atmosfera oxidante que nos

envolve até hoje (Carvalho, 2004).

Estes organismos podem ser procariontes ou eucariontes e se dividem em
trés diferentes reinos: Monera, Protista e Plantae. Os procariontes do reino
Monera ou Bactéria sdo organismos unicelulares com auséncia de envoltorio
nuclear e sdo autotréficos (produzem seu préoprio alimento). Habitam varios
ambientes desde que haja umidade e atuam como “espécie pioneira” (Vidotti e
Rollemberg, 2004).

Os eucariontes se dividem entre os reinos Protista e Plantae, sendo
classificados como unicelulares (embora existam formas pluricelulares de
organizacao simples), autétrofos ou heterétrofos (dependem de outros seres
para se alimentarem), e suas células apresentam envoltério nuclear e
organelas membranosas (organismos eucariontes). Sao organismos de grande
simplicidade e constituem o primeiro grupo onde ocorrem mitocondrias,
cloroplastos, reticulo endoplasmatico e complexo de Golgi bem desenvolvidos;
pigmentos, como as clorofilas, carotenos e xantofilas, organizados em

organelas (Harper et al., 2006).

As suas paredes celulares, tal como as plantas superiores, funcionam
como um sistema de duas fases, e diferem das plantas terrestres por
apresentarem maior abundancia de componentes da matriz quando

comparados aos do esqueleto, assim como, pela prevaléncia de
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polissacarideos polianiénicos sobre os neutros. Além disso, paredes celulares
de algas e plantas marinhas contém polissacarideos sulfatados (Mathews,
1975; Céssaro e Dietrich, 1977; Painter, 1983; Hussein et al, 1998; Aquino et
al, 2005), sugerindo que os polissacarideos sulfatados da matriz extracelular
tém funcbes especificas em relacdo ao ambiente marinho, sendo postulado
gue os mesmos estdo relacionados com a regulacdo mecéanica, osmotica ou

ibnica (Kloareg e Quatrano, 1988).

Apesar do alto conteudo de acidos graxos poliinsaturados, as macroalgas
marinhas sdo estaveis frente a oxidacdo durante seu armazenamento
(Ramathnam et al.,1995). A auséncia de danos oxidativos nos &cidos graxos
poliinsaturados estruturais das membranas algais sugere que estes alimentos

possuem compostos e mecanismos antioxidantes (Matsukawa et al.,1997)

Segundo Faulkner (1992), os primeiros registros do uso de organismos
marinhos como fonte de produtos quimicos pelo homem data de 1600 a.C.,
guando os fenicios utilizavam a secrecdo dos moluscos para produzir corantes
de roupas. As algas marinhas possuem uma grande diversidade ndo s6 no

litoral brasileiro como em todo mundo.

Pesquisas realizadas em alguns paises da Asia e Africa que consomem
diariamente a Espirulina, uma alga azul, mostraram uma baixa incidéncia de
infeccdo pelo virus HIV-1(AIDS). Esses trabalhos mostraram ainda que estas
algas apresentam a propriedade de estimular a resposta imunitaria (Teas et al.,
2004). Elas sao capazes de ocupar todos os meios que lhes oferecam luz e
umidade suficientes, tempordarias ou permanentes. Independente de serem uni
ou pluricelulares, elas retiram todos o0s nutrientes que precisam do meio
(solucdo ou umidade), no entanto sdo organismos fundamentalmente aquaticos
(Vidotti e Rollemberg, 2004).

Foram identificados nas macroalgas uma variedade de metabdlitos

secundarios incluindo terpenos, compostos aromaticos, acetoageninas,

substancias derivadas de aminoacidos e polifénois (Blunts et al., 2005, 2006)
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reconhecidos por possuir acdo defensiva contra herbivoria (Hay e Fenical,
1988, Paul et al., 2001),

2.1.2 Estudo de Caulerpa taxifolia

As algas marinhas verdes é um diversificado grupo de organismos
fotossintéticos em padrdes morfoldgicos, estruturais e reprodutivos, e em sua
maioria sao espécies tropicais (Hoek et al.,1995). As representantes da ordem
Caulerpales sao as mais abundantes e amplamente distribuidas nos recifes de
corais dos mares tropicais. Tem sido bem investigado tanto quimicamente
como biologicamente. A ordem Caulerpales é subdividida em duas familias
Caulerpaceae e Udoteaceae. Muitas espécies da familia Udoteaceae tém a
capacidade de adquirir depdsitos de carbonato de calcio e algumas sao

altamente calcificadas (entre 50 a 90 % do peso umido) (Paul e Fenical,1987).

As Caulerpaceae séo conhecidas por desenvolverem estratégias eficientes
de inibicdo de crescimento de outros organismos pela producédo de metabdlitos
secundarios. A caulerpenina foi identificada em nove espécies desta familia
fora do mediterraneo, inclusive na Caulerpa taxifolia do mediterraneo. Esta
espécie produz epoxicaulerpenina substancia de toxidade comparada a
caulerpina (CYN) de atividade antibacteriana. Porém, o principal composto
desta espécie € sesquiterpendides, cuja toxicidade ndo havia sido determinada
em camundongos, quando administrado intraperitonealmente, mas inibiu a
proliferacdo de fibroblastos BHK 21/C13 nos rins de filhotes de hamsters
(Amade e Lemée, 1998).

Este género é constituido por algas marinhas verdes bentdnicas e seus
representantes dotadas de um talo rastejante formado por uma porcao
rizomatosa que se expande ao longo do substrato, fixando-se através de
estruturas denominadas rizéides (Joly, 1965; Sze, 1997) muitas espécies deste

taxo sdo encontradas no litoral brasileiro (Joly, 1965) e alguns trabalhos
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relatam propriedades biolégicas, tais como antiviral e anticoagulante (Ghosh et
al., 2004; Rodrigues e Farias, 2005)

A Caulerpa taxifolia € nativa de aguas tropicais dos oceanos Indico,
Pacifico e Atlantico, apresenta um crescimento rapido (Phillips e Price, 2002).
Foi amplamente encontrada por toda extensdo do Noroeste do mar
Mediterraneo, onde provavelmente foi lancada depois da lavagem do Aquario
do Museu de Mdnaco, e que hoje continua a provocar danos ao ecossistema
local, devido a sua rapida propagacédo (Walters, 1996; Meinesz et al. 1997). Até
0 ano 2000, aproximadamente 131 km? havia sido colonizado o que abrangia a
costa de seis paises (Espanha, Franca, Mbnaco, Itdlia, Croacia, e Tunisia).
Desde entdo as invasdes também tém ocorrido pelo oceano pacifico na
California, Japao e Sul da Australia. (Glasby et al., 2005; West e West,2007).

Véarias medidas de controle tém sido usadas para reduzir a propagacao
desta alga como, por exemplo: processos mecanicos, tratamentos quimicos e
controle biolégico ou ainda por sufocamento. Estes esforcos ndo obtiveram
sucesso na erradicacdo em larga escala da alga e também por ndo serem
considerados seguros para todas as espécies. Durante o tempo de sua
descoberta, a maior parte de sua propagacdo no Sul da Australia foi através
das massas d’agua (Theil et al, 2007), e o estresse osmotico é um fator
abiotico que pode inibir o desenvolvimento de algas marinhas (Lee, 1998; Rao
e Ra0,1999; Kamer e Fong, 2000; Jahnke e White, 2003; Xia et al., 2004), e ela
séo tolerantes a flutuacdes de salinidade e variacdes sazonais (Westphalen et
al., 2004; Glasby et al., 2005;West e West, 2007).
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Figura 1- Caulerpa taxifolia (Vahl) Agardh (1817)
Fonte: Rudman, W.B., 2000

2.2 FITOQUIMICO

O halimedatriol, um trialdeido diterpénico, isolado de alga verde calcarea
Halimeda opuntia, exibe acdes inotrépicas positivas, potencializando a
contracdo 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 e 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).

Este género apresenta diterpendides como a clhorodesmina, isolada de
C. fastigiada, relacionada com o sesquiterpendides e com diterpendides

observados em algas do género Halimeda, como o halimedatrial. Um alcaléide
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inddlico, derivado do triptofano, isolado de espécies “toxicas” de Caulerpa
(Aguilar-Santos, 1970; Maitti,1977). Outro composto comum a este taxo é a
caulerpina (Figura 1) que ndo possui acao toxica, mas apresenta atividade
antitumoral e antimicrobiana importante, além disso, os extratos destas algas

tém revelado a presenca de hidroxi-amidas cuja mistura € denominada

caulerpicina (Vidal, 1984).

OOMe

COOMe

Figura 2 — Estrutura quimica da caulerpina
Fonte: Pereira, R.C.

A caulerpenina, metabdlito secundario majoritario encontrado em C.
taxifolia foi mensurado 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 (Firura 2). 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 otima (MDO), visto que a parte ereta em
relacéo ao estoldo estd mais exposta e, consequentemente, mais susceptivel a
acao de herbivoros (Amade e Lemée, 1998). O mesmo foi observado em C.

sertularioides, C. racemosa e C. cupressoides (Meyer e Paul, 1992).

Figura 3— Estrutura quimica da caulerpenina
Fonte: Pereira, R.C.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial toxicologico, farmacologico do extrato aquoso bruto
da macroalga Caulerpa taxifolia (Vahl) Agardh (1817)

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Investigar a toxicidade aguda do extrato aquoso bruto de Caulerpa
taxifolia (Vahl) Agardh (1817) e estimar o valor da DLsy em
camundongos por via intraperitoneal;

e avaliar o efeito do extrato aquoso bruto de Caulerpa taxifolia (Vahl)
Agardh (1817) frente a inibicdo dos tumores malignos;

e averiguar a atividade antioxidante de Caulerpa taxifolia (Vahl) Agardh
(1817);

e efetuar a analise morfolégica do rim, figado, baco, pulméo e testiculos
dos camundongos machos, por via intraperitoneal, do extrato bruto

aquoso de Caulerpa taxifolia (Vahl) Agardh (1817).
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1. RESUMO/ ABSTRACT

1.1 RESUMO

Este trabalho objetivou avaliar a toxicidade aguda do extrato aquoso bruto da
Caulerpa taxifolia (Vahl) Agardh (1817), para a obtencéo da dose letal (DLsg). A
toxicidade aguda foi realizada com camundongos (n=5) albinos machos Swiss
(Mus musculus), do grupo tratado com doses crescentes (6,26 a 2000
mg/kg/ip) do extrato aquoso bruto (EACT) e grupo controle que recebeu
solucéo salina. A DLsp encontrada foi de 1750 mg/kg. A C. taxifolia apresentou
efeitos estimulantes do sistema nervoso central e também alguns sinais de
depressdo. Os animais mantiveram-se reativos durante toda experimentacéo
(120 minutos). A macroscopia dos 6rgaos revelou que até a dose de 250
mg/kg/ip houve alteracdes na coloracdo dos 6rgaos analisados, bem como, um
discreto aumento de volume no figado, rins, baco pulméo e coracdo, mas este
aumento de volume néo foi considerado significativo. Doses superiores a 1000
mg/kg/ip apresentavam hipertrofia no estomago e na bexiga. No figado foi
observado uma intensa isquemia em sua regido medular e hemorragia cortical.
Os resultados demonstraram que a Caulerpa taxifolia possivelmente age
promovendo hipertensdo portal, envolvendo indiretamente o sistema renina-
angiotensina-aldosterona, interferindo no controle da pressao arterial, do
metabolismo hidrossalino, causando danos severos e talvez irreversiveis, no
animal.

1.2 ABSTRACT

This study evaluated the acute toxicity of crude aqueous extract of Caulerpa
taxifolia (Vahl) Agardh (1817), to obtain a lethal dose (LDso). The acute toxicity

was performed on mice (n = 5) male Swiss albino (Mus musculus), the group
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treated with increasing doses (6.26 to 2000 mg/kg/ip) of crude aqueous extract
(ACTS) and control group that received saline. The LD50 was found. C. taxifolia
showed stimulating effects of central nervous system and also some signs of
depression. The animals remained responsive throughout testing (120 minutes).
Macroscopic bodies revealed that up to 250 mg/kg/ip was no change in color of
the organs analyzed, as well as a slight volume increase in the liver, kidneys,
spleen, lung and heart, but this volume increase was not considered significant.
Doses above 1000 mg/kg/ip showed hypertrophy of the esophagus, bladder.
Observed a severe liver ischemia in its pith and cortical hemorrhage. The
results showed that Caulerpa taxifolia possibly acts by promoting portal
hypertension, indirectly involving the renin-angiotensin-aldosterone system,
interfering with blood pressure control, the metabolism of salt intake, causing

severe damage and perhaps irreversible, the animal.

2. INTRODUCAO

As algas constituem o maior grupo de biomassa do mundo e com
valor similar a muitos vegetais terrestres comumente consumidos, sendo
empregada na producdo de géis e pigmentos, além de produzir altas
concentracfes de vitaminas e elementos importantes ao bom funcionamento
do corpo (Sardesai, 1992, Oliveira, 1998, Matsukawa et al., 1997, Oliveira,
2005).

Foram identificados nas macroalgas uma variedade de metabdlitos
secundarios incluindo terpenos, compostos aromaticos, acetoageninas,
substancias derivadas de aminoéacidos e polifénois (Blunts et al., 2005, 2006)
reconhecidos por possuir acdo defensiva contra herbivoria (Hay e Fenical,

1988, Paul et al., 2001), polissacarideos e minerais (Oliveira, 1998).

As algas da ordem Caulerpales tém apresentado um quadro mais

homogéneo que o esperado, exibindo sesquiterpendide e diterpendides
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bastante relacionados. Dentre o0s sesquiterpendide conhecidos temos o
rhipocephanal, isolado de Rhipocephanal phoenix (Fenical, 1984).

O género Caulerpa apresenta diterpendides como a clhorodesmina,
isolada de C. fastigiada, relacionada com o sesquiterpendides e com
diterpendides observados em exemplares de algas do género Halimeda, como
o halimedatrial. Um alcaléide inddlico, derivado do triptofano, foi isolado de
espécies toéxicas de Caulerpa (Aguilar-Santos, 1970; Maiti, 1977), outro
composto comum a este género é a caulerpina que ndo possui acao toxica,
mas apresenta atividade antitumoral e antimicrobiana importante, alem disso,
0s extratos destas algas tem revelado a presenca de hidroxi-amidas cuja
mistura é denominada caulerpicina (Vidal, 1984).

Caulerpa taxifolia é tipica de mares tropicais, introduzida acidentalmente
no mediterraneo em 1984. Apresenta variagdes em tamanho e densidade das
frondes influenciadas pela estacdo do ano. Entre os fatores que influenciam o
seu rapido crescimento no mediterraneo estdo a temperatura e intensidade
luminosa elevadas, além dos diversos tipos de habitat ali presentes (rochas,
areia e outros substratos), permitindo grandes variagcbes de biomassa no
decorrer do ano. A C. taxifolia produz alteracdes significativas em ecossistemas
proximos e na diversidade de Equinodermos e de outros organismos

bentbnicos (Belsher e Meinesz, 1995; Longepierre et al, 2005)

Esta macroalga produz metabdlitos secundarios como caulerpenina
(Figura 1) que no meio ambiente tem papel de repelir seus predadores,
diminuindo, assim, seu consumo (Pesando et al. 1996; Paul e Van Alstyne,
1988), esta espécie possui varios compostos secundarios em comum com

outros espécimes do mesmo género (Paul e Fenical, 1986).
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OAc
Figura 1— Estrutura quimica da caulerpenina

Fonte: Pereira,R.C.

Diante do que foi exposto, o presente estudo teve por objetivo investigar
a toxicidade aguda do extrato aquoso bruto de Caulerpa taxifolia (EACT) (Vahl)
Agardh (1817) Caulerpaceae, estimar o valor da DLs, em camundongos albinos
Swiss (Mus Musculus) por via intraperitoneal, e analisar macroscopicamente 0s

orgaos vitais dos animais tratados com o extrato aquoso de Caulerpa taxifolia.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. MATERIAL BOTANICO

C. taxifolia (Vahl) Agardh (1817) foi coletada nos meses de julho e
outubro, que correspondem ao periodo de estiagem e chuvoso, de 2009, na
praia de Barra de Sirinhaém, localizado no litoral Sul de Pernambuco. A coleta
foi realizada no periodo da manha, durante a maré baixa, na regido mesolitoral,

sendo em seguida identificada e fotografada para catalogacéo.

As amostras foram limpas, lavadas com dgua potavel para a retirada do sal
e em seguida, enxaguadas com agua destilada. Posteriormente, foram
colocadas em estufa, da marca FR Santer, com circulacao forcada de ar a 35,0
+ 0,5 °C (Raymundo et al., 2004).
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3.2. ANIMAIS DE EXPERIMENTACAO

Os animais utilizados nesta atividade foram os camundongos albinos
Swiss (Mus musculus), com aproximadamente 60 dias de nascidos com pesos
entre 25 e 30 g, provenientes do Biotério Departamento de Antibioticos do
Centro de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Pernambuco,
mantidos em condi¢cbes controladas de iluminacdo (ciclo de 12 horas
claro/escuro) e temperatura (22 + 2 °C), em gaiolas de polipropileno recebendo
alimentacao especifica e agua ad libitum, foram divididos em grupos (n=5). O
protocolo experimental foi realizado de acordo com o0s principios éticos da
Comisséo de Etica de Experimentacdo Animal (CEEA) da Universidade Federal
de Pernambuco, com protocolo niamero 179/04.

3.3. AVALIACAO DA TOXICIDADE AGUDA POR VIA INTRAPERITONEAL

Os animais foram privados de alimento por 12 horas antes da realizacéo
dos ensaios e receberam agua ad libitum. Em seguida o extrato aquoso de C.
taxifolia (EACT) foi solubilizado em soro fisiologico (0,9%) e administrado, por
via intraperitoneal (v.i.p.), mas doses de 6,25 a 2000 mg/kg. O grupo controle
recebeu solucéao fisioldgica (0,9%), pela mesma via. ApO0s administracdo das
respectivas doses, os animais foram confinados e submetidos observacéo

acurada durante 120 minutos.

As alteracdes comportamentais foram notificadas segundo os critérios
propostos por Malone (1977). Posteriormente foram realizadas observacfes
em intervalos regulares durante 14 dias. O namero de oObitos foi notificado para
cada grupo e determinacdo da toxicidade aguda foi realizada segundo o

método preconizado por Karber e Behrens (1964).
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3.4. DETERMINACAO DA DLsg

Camundongos machos dos grupos tratado receberam doses crescentes
(6,25 a 2000 mg/kg/ip) do EACT e controle recebeu solucdo salina, pela
mesma via de administracdo. Os animais foram mantidos em jejum de 12 horas
com agua ad libitum e permaneceram livres em gaiolas para observacao

acurada (Malone, 1977).

3.5. ANALISE MACROSCOPICA E MICROSCOPICA DOS ORGAOS

ApOs o periodo de quarentena os animais foram sacrificados, por
deslocamento da coluna cervical, para realizacdo da necropsia, que consistiu

em observacdes dos 6rgéaos vitais (Dale, 2001).

4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. AVALIA(;,E:O DA TOXICIDADE AGUDA POR VIA INTRAPERITONEAL E
DETERMINACAO DA DLsg

O EACT quando administrado até a dose de 250 mg/kg (v.i.p), produziu
nos 5 primeiros minutos: movimentacao circular, edema de focinho e de pata,
cauda em Straub, reacdo de fuga, movimento estereotipado, excrecédo fecal,
postura estatica, postura em garra, tremor da cauda, saltos, vasodilatacao,
aumento da libido, marcha esplastica, agressividade e expansao do pavilhdo
auricular.

Foi verificada alteracfes em relacdo a cor dos 6rgaos visualizados.

Em seguida foi verificado tremores, e ainda, uma acentuacdo do
estimulo sexual (libido), levantamento do trem posterior e 0s saltos executados

pelos animais tornaram-se mais intensos e acrobaticos.

No decorrer do experimento foi observado diurese e o comportamento
de libido entre os animais. Foi evidenciado refluxo, marcha em monobloco,
ptose palpebral e ainda se percebeu respostas semelhantes a aquelas

visualizadas.
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No decorrer do tempo de avaliagdo, os camundongos apresentavam-se
bastantes reativos com expansao do pavilhdo auricular, piloere¢ao, executando
movimento circular, saltos acrobaticos, distensdo abdominal, movimento
estereotipando, entretanto observou-se sonoléncia, que se tornava mais
intensa, porém, eles mantinham comportamento tais como: aumento da libido,
inversdo de marcha, andar trépego e etc. Este quadro observado se manteve

até a finalizagéo do experimento.

Nas doses de 500 a 2000 mg/kg/ip do EACT verificou-se comportamento
semelhante ao grupo anterior, além da postura de ataque, lateralidade,

inversdo de marcha, exoftalmia, saltos, distensdo abdominal.

Os efeitos tornaram-se mais intensos, e ainda houve registro de
contor¢cdo abdominal e diurese. Foi visualizado aumento da libido, movimento
estereotipado, distensdo abdominal, tremores grosseiros e reatividade as
mudancas do ambiente, destacando-se efeitos tais como: diurese, marcha em

monobloco, taquipnéia, lateralidade e prostracéo.

Efeitos similares foram verificados nos grupos anteriores. Os animais
alternavam o comportamento, ou seja, ora apresentavam agressividade com
refluxo, tremores faciais, diurese, execucdo de saltos acrobaticos e
movimentos circulares, ora demonstrava postura estatica, prostracdo e
sonoléncia, estes comportamentos foram mantidos. A dose de 1000 mg/kg/ip
levou um animal a 6bito durante o periodo de observacédo e 0s outros animais
permaneciam reativos. Com as doses de 1500 mg/kg/ip e 1750 mg/kg/ip dois e
trés animais morreram respectivamente, durante os quatorzes dias em que
estes permaneceram em observacao. Na dose de 2000 mg/kg/ip houve morte
de um animal, sendo que o0s outros animais morreram antes de completar 24h
de experimentacdo. Nao foi evidenciado nenhum registro de morte com a dose
de 750 mg/kg/ip.
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A toxicidade de uma substéncia pode esta atrelada a condicdo de
exposi¢cdo, ou seja, envolve a dose e a via administrada, o tempo e a

freqUiéncia de exposi¢cédo (Somani et al., 1981, Klassen e Doull’s, 2001).

A exposicdo por sua vez, esta relacionada com a dose, ou
concentragéo, do agente quimico envolvido com o organismo, e também com a
sua interacdo no organismo, cujo efeito pode repercutir ao nivel tecidual ou
celular (Somani et al., 1981, ORGANIZACAO DAS NACOES UNIDAS, 1994,
Klassen e Doull’s, 2001).

As respostas observadas ao longo da experimentacdo, de acordo com
Malone (1997) sugerem que o EACT agiu como estimulante do Sistema
Nervoso Central (SNC), muito embora ac¢des do tipo: sedacéo, ptose palpebral
gue sdo sinbnimos de agentes depressores deste mesmo sistema também
tenham sido visualizadas. Além de que o extrato na de 1000 mg/kg/ip causou
Obito de um individuo, o que é considerado um efeito adverso apds a exposicao
a substancia estudada caracterizando-a, segundo Oga et al (2008), como
potencialmente toxica, uma vez que a morte € um efeito adverso considerado

mais drastico.

Alguns dos efeitos apresentado pelo extrato aquoso de Caulerpa taxifolia
é caracteristico de substancias derivadas do indol, como a indometacina e a
fenilbutazona que apresentam como efeito adverso transtornos
gastrointestinais, edemas, lesdes hepaticas e asma brénquica, também podem
aparecer diminuicdo da atencéo e transtornos sensoriais. O que pode sugerir a
presenca do alcaldide inddlico, derivado do triptofano, que é citado na literatura

por Aguilar-Santos e Maiti (1970) para espécies toxicas do género Caulerpa.

4.3 ANALISES MACROSCOPICAS

Quando comparados com 0s animais do grupo controle os animais
tratados com doses de 6,25 a 250 mg/kg/ip apresentaram alteragbes na

coloracdo e um discreto aumento de volume no figado, rins, bago pulméo e
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coragdo, mas este aumento de volume néo foi considerado significativo quando

analisados estatisticamente.

Com as doses de 500 e 750 mg/kg/ip foi evidenciado dilatacdo vascular
no mesentério, os pulmdes apresentavam uma coloracao vermelho purpura e o
baco encontrava-se com esplenomegalia. Foi observado que o coracdo de
todos os animais tratados com estas doses apresentou um extravasamento
sanguineo que se acumulava na mesma regido, logo abaixo do epicardico, e
gue o figado estava com um aumento significativo em seu volume e em alguns
areas com isquemia na regido cortical e na regido medular foi observada a

presenca de pontos hemorragicos (figura 2).

Figura 2. Aspectos observados nos pulmdes (A), baco (B) e figado (C) dos
animais tratados com Caulerpa taxifolia, na doses entre 500 e 750 mg/kg/ip.

Nestas analises foram observadas que as alcas intestinais dos animais
tratados com doses superiores a 1000 mg/kg/ip estavam infladas e havia
sinais de hemorragia no baco, assim como, no pulmdo, no coracdo, € nos
testiculos, cujos vasos estavam dilatados. Foi evidenciado hipertrofia no
esbfago, apéndice e nos rins, no figado e uma intensa isquemia em sua regiao
mais central, com maior concentracdo de sangue na regido periférica e

hepatomegalia comparados com o grupo controle (figura 3).
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Figura 3. Aspectos observados nos estbmago (A), rim (B) e algas intestinais (C)
dos animais tratados com Caulerpa taxifolia, na dose de 1000 mg/kg/ip.

A hipertensao portal esta relacionada a obstrucao da veia porta principal,
gue causa ascite, formacdo de canais anastométicos sistémicos,
esplenomegalia, encefalopatia hepatica (metabodlica) secundaria a entrada de

sangue portal na circulagéo sistémica antes de sua desintoxicacao no figado.

A esplenomegalia € atribuida a prolongada congestdao no baco. Uma
série de alteracdes hematologicas pode surgir secundariamente ao aumento

esplénico, inclusive anemia, leucopénia e trombocitopenia.

Com a hipertensdo portal e um sequestro de um grande volume
sanguineo, ocorre uma reducdo na volemia renal e o indice de filtrado
glomerular. Isto, por si sO, leva a retencdo de sodio. Alem disso, existe uma
secrecdo aumentada de aldosterona e hormoénio antidiurético (ADH),
aumentando ainda mais a retencdo de sédio e agua, uma fez que estes
horménios sdo metabolizados no figado, seus niveis aumentam ainda mais na

distribuicdo hepéatica severa (Robbins et al, 1984)
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RESUMO

O cancer é uma doenca caracterizada pela multiplicacdo e propagacédo
descontroladas no corpo de forma andémalas das proprias células. Uma célula
normal transforma-se em células cancerosas em decorréncia de uma ou mais
mutacdes do DNA, que pode ser congénita ou adquirida. As algas marinhas
representam uma rica fonte de compostos bioativos, algumas delas
precursoras de ferramentas farmacologicas e de substancia potencialmente
Uteis para o desenvolvimento de novos farmacos. O presente estudo tem o
objetivo de avaliar atividade antitumoral de Caulerpa taxifolia em camundongos
albinos Swiss (Mus musculus). Os animais transplantados foram divididos em
trés grupos: tratado com extrato aquoso bruto de C. taxifolia (EACT) 10
mg/kg/sc, padrdo com morfina 10 mg/kg/sc e controle que recebeu solucdo
salina pela mesma via. O percentual de inibicdo tumoral encontrado foi de
74,64 % para o carcinoma de Erlich. A morfologia dos rins, pulmdes, figado,
baco, epididimo e testiculo sofreram alteracdo que variou numa escala de leve
a moderada, sugerido que O EA da Caulerpa taxifolia agiu possivelmente
interferindo 0 metabolismo hepético e consequentemente atingindo 6rgéos-
alvos dos animais, se caracterizando como uma alga toxica presente no litoral
pernambucano.

Palavras-chave: Carcinoma de Ehrlich, Caulerpa taxifolia, morfologia de
orgaos, metabolismo.

ABSTRACT

Cancer is a disease characterized by uncontrolled proliferation and spread in
the body in abnormal cells themselves. A normal cell becomes cancerous cells
due to one or more mutations in DNA, which may be congenital or acquired.
Seaweeds are a rich source of bioactive compounds, some precursor
substance and pharmacological tools potentially useful for the development of
new drugs. This study aims to evaluate antitumor activity of Caulerpa taxifolia in
Swiss albino mice (Mus musculus). Transplanted animals were divided into
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three groups: treated with crude aqueous extract of C. taxifolia (ACTS) 10
mg/kg/sc, with standard morphine 10 mg/kg/sc and saline control received the
same way. The percentage of tumor inhibition was found to be 74.64 % for
carcinoma of Ehrlich. The morphology of the kidneys, lungs, liver, spleen, testis
and epididymis were changed on a scale that ranged from mild to moderate,
suggested that the EA Caulerpa taxifolia acted possibly interfering with hepatic
metabolism and consequently reaching target organs of animals, is
characterized as a toxic algae present on the coast of Pernambuco.

Keywords: Carcinoma, Ehrlich, Caulerpa taxifolia, organ morphology, metabolism.

1. INTRODUCAO

O cancer é uma doenca caracterizada pela multiplicacdo e propagacéao
descontroladas no corpo de forma andémalas das proprias células. Uma célula
normal transforma-se em células cancerosas em decorréncia de uma ou mais
mutacdes do DNA, que pode ser congénita ou adquirida. As duas principais
caracteristicas de alteracbes genéticas que levam ao desenvolvimento do
cancer sdo: desenvolvimento de proto-oncogénese em oncogénese e a

inativacao dos genes supressores tumorais (Rang, 2003)

As células cancerosas manifestam-se em graus variaveis, com quatro
caracteristicas que as distingue das células normais: proliferacédo
descontrolada, perda de diferenciacdo e da funcédo, poder de invasdo e
metastases (Gilman, 1996).

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. Existe também um processo de autolimitacdo ao crescimento neoplasico
originado entre o desproposito entre o desenvolvimento celular e mesenquimal
de suporte, vasos e tecidos conectivos, que € responsavel pela necrose e
detencdo da funcdo reprodutora das zonas menos vascularizadas do tumor

(Rossel, 1984).

As neoplasias malignas situam-se entre as principais causas de

mortalidade, correspondendo a segunda causa de morte natural. De acordo
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com os dados de registros de cancer no Brasil, os tumores mais frequentes séo
os de proéstata, pulmdo, estdmago, colon, reto e esbéfago na populagédo
masculina. Em mulheres predomina o cancer de mama, seguido dos canceres

de colo uterino, coldn e reto, pulmédo e estomago (Guerra, 2005).

As algas marinhas representam uma rica fonte de compostos bioativos,
algumas delas precursoras de ferramentas farmacologicas e de substancia
potencialmente Uteis para o desenvolvimento de novos farmacos (Natali, 2007).
Caulerpa taxifolia sédo ricas em caulerpina, que apresenta um amplo espectro
de atividades biolégicas como, por exemplo, a atividade antioxidante e
antitumoral (Hayme e Fenical,1988; Sole-Cava e Kelecom ,1988). Diante do
exposto o presente estudo tem o objetivo de avaliar atividade antitumoral da
macroalga marinha C. taxifolia em camundongos albinos Swiss (Mus

musculus).

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. MATERIAL BOTANICO

A macroalga foi coletada nos meses de julho e outubro, que
correspondem ao periodo de estiagem e chuvoso, de 2009, nas praias de
Barra de Sirinhaém, localizado no litoral Sul de Pernambuco. A coleta foi
realizada no periodo da manhd, durante a maré baixa, na regido mesolitoral,

sendo em seguida identificada e fotografada para catalogacéo.

As amostras foram limpas, lavadas com agua potavel para a retirada do sal
e em seguida, enxaguadas com agua destilada. Posteriormente, foram
colocadas em estufa, da marca FR Santer, com circulacéo forcada de ar a 35,0
+ 0,5 °C (Raymundo et al., 2004).
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Figura 1 — Aspecto geral de Caulerpa taxifolia

Fonte: Maharashtra e Karnataka

3.2. ANIMAIS DE EXPERIMENTACAO

Os animais utilizados nesta atividade foram os camundongos albinos
Swiss (Mus musculus), com aproximadamente 60 dias de nascidos pesando
entre 25 e 30g, mantidos em condi¢des controladas de iluminacéo (ciclo de 12

horas claro/escuro) e temperatura (22 + 2 °C), em gaiolas de polipropileno

recebendo alimentacao especifica e 4gua ad libitum.

3.3. ATIVIDADE ANTITUMORAL

Para o transplante dos tumores, segundo a metodologia de Stock, a
massa tumoral foi retirada de um animal doador. ApGs este procedimento, um
fragmentado de 3 mm de didmetro do conteudo tumoral foi introduzido na

regido axilar do animal receptor por via subcutanea (Stock et al., 1955;

Koniyama e Funayama, 1992).
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Os animais transplantados foram divididos em trés grupos: controle,
padrao (metadexato 10/MG/kg) e tratado com 10 mg/kg/sc). Ao grupo tratado
foi administrado o extrato aquoso de C. taxifolia (EACT) durante oito dias. Ao
grupo controle foi administrado o veiculo empregado na diluicdo do extrato,
enquanto o grupo padrdo recebeu o farmaco de referéncia para o tratamento

da linhagem tumoral.

A quimioterapia experimental teve inicio 48 horas ap0ds o transplante dos
tumores. Apos o término do tratamento, todos os animais foram pesados e
sacrificados, e os tumores retirados, dissecados e pesados. A inibicdo tumoral
foi calculada segundo a formula:

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).

3.4. AVALIACOES HISTOPATOLOGICAS

Apés a realizacdo da experimentacdo, os animais foram submetidos a
toracolaparotonia para retirada dos seguintes oOrgaos: rins, figado, pulmao,
baco e testiculos. As pecas histoldgicas fixadas em solucdo de formalina a
04%, lavados, processados, incluidas em parafina e coradas pela técnica de
Hematocilina-Eosina (HE), para posterior analise microscopica (Becak e
Paulete, 1976).
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3.5. ANALISE ESTATISTICA

A média e o desvio padrdo foram avaliados por andlise de variancia
(ANOVA) mediante o teste “t” de Studant, considerando-se significativo 0s
valores para um valor p<0,01 (Christman, 1985). A variagdo entre as taxas
metabdlicas em funcdo da dose foi avaliada por analise de regressao do
programa Excel®, versao 2007, da Microsoft®.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. ATIVIDADE ANTITUMORAL

Durante o periodo de realizacdo da terapia experimental ndo foram
visualizados sinais de efeitos adversos com a dose do EACT administrado. Na
tabela 1 estdo representadas as meédias e desvios padrdes do peso dos

animais (PA) e dos tumores (PT), assim como a razéao entre PT/PA.

Tabela 1 — As médias e os desvios padrées da razido entre pesos dos animais PA (Mus
musculus) dos Carcinomas de Ehrlich (PT) e das relagbes PT/PA dos grupos tratado com
EACT na dose de 10 mg/kg/sc, padrdo com morfina 10 mg/kg/sc e controle com solucéo salina,
pela mesma via.

Grupos PA PT PA/PT
G1 - Controle 30,8 +0,064 0, 1035+ 0,002 0,5300 + 0,0032
G2 — Padrao 29,38 +0,039 0, 1017+ 0,002 0,0568 + 0,001

G4 - Tratado (0,10 g/kg) 32,17+ 0,050 0, 0876* +0,002  0,0653* + 0,001

*Diferenca significativa em relacdo ao controle (*ANOVA seguido de Teste “t” de Student ; ** ANOVA)

A estatistica dos dados revelou que houve diferenca significativa entre
os valores do grupo tratado com EACT em relagdo ao grupo controle, cujo o
percentual de inibicdo tumoral encontrado foi de 74,64% para esta linhagem
utilizada nesta experimentagéo (Grafico 1).
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Gréafico 1. Médias dos tumores dos animais dos grupos controle (1), padrao (2) e
tratado com extrato aquoso de Caulerpa taxifolia na dose de 10 mg/kg/sc (3).

Na tabela 2 estdo relacionados as médias e os desvios padrdes do peso
dos 6rgaos dos animais tratados, assim com, do grupo controle e do grupo
padrdo, para andlise dos dados relacionados nesta tabela foi utiizado ANOVA

seguido de Teste “t” de Student.

Tabela 2- As médias e os desvios padrBes da razdo entre pesos dos Orgaos vitais/peso dos
animais (Mus musculus) dos grupos tratado com EACT na dose de 10 mg/kg/sc, padrdao com
morfina 10 mg/kg/sc e controle com solugédo salina, pela mesma via.

Grupos Figado Baco Rins Pulmao
G1 - Controle 0,0658 + 0,0081 0,0069 + 0,0012 0,0126 + 0,0020 0,0078 +0,0003
G2 - Padrédo 0,0551+ 0,0054  0,0038+ 0,0004* 0,0132 + 0,0015  0,0065+ 0,0007

G3 - Tratado (0,10 g/kg)  0,0675 + 0,0075 0,0071 +0,0015 0,0132 +0,0011 0,0090*+0,0036

*Diferenca significativa em relacéo ao controle (*ANOVA seguido de Teste “t” de Student; **
ANOVA)

Nao foram observadas diferencas significativas entre a relacdo massa
dos 6rgéaos vitais/massa corporal dos animais tratados em relacdo ao grupo
controle, desta forma pode-se deduzir que o EACT néo causou alteracdes

significativas na morfologia dos 6rgaos dos organismos tratados (Gréfico 2).
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Gréfico 2. Médias dos pesos dos 6rgdos dos animais dos grupos controle (1),
padrao (2) e tratado com extrato aquoso de Caulerpa taxifolia na dose de 10
mg/kg/sc (3).

Na tabela 3 estdo representados as meédias e os desvios padrdes dos
dados bioquimicos e hematoldgicos do grupo tratado, assim, como os valores

de referéncia para animais de laboratério.

Tabela 3 — As médias e os desvios padrdes da razdo entre pesos dos dados bioquimicos e
hematoldgicos dos animais (Mus musculus) dos grupos tratado com EACT na dose de 10
mg/kg/sc, padréo com morfina 10 mg/kg/sc e controle com solug&o salina, pela mesma via.

Grupos Glicose Uréia Creatinina Bilirrubina TGO TGP
G1 - Controle 2?6'4215 z (15;33 0,76+ 0,32 1,9 +0,04 139 + 25 354%
G2 — Padréo ége * 2122,421 *  066+011 1,8+0, 19 1(2)75;6 * g%g *
O10gKy  ee  1s  06x02  1exos  5EE JH02

*Diferenca significativa em relacéo ao controle (FANOVA seguido de Teste de “t” de Student; **
ANOVA)

De acordo com os valores apresentados na tabela 3 os niveis de glicose,
uréia, creatina e bilirrubina nos animais pesquisados estdo entre os valores de
referéncia para animais de experimentacdo. Os niveis de TGO dos
camundongos do grupo tratado estavam reduzidos quando comparados com o
grupo controle. Este, assim com, o grupo padrdo encontrava entre os niveis de

referéncia para animais de experimentacdo. Os niveis de TGP dos animais
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controle e padrdo estavam dentro dos valores de referéncia para animais de
laboratdrio, mas o grupo tratado apresentou valores muito acima dos valores

de referéncia.

4.2 AVALIACOES HISTOPATOLOGICAS

A histologia do figado dos animais tratados com EACT na dose de 10
mg/kg/sc demonstrou que a veia central (1) e sinuséides hepaticos (2)
encontram-se possivelmente congestos. Hepatdcitos aparentemente
preservados (3), porém com pontos hemorragicos (4), principalmente na regido
medular (figura 2).

Figura 2. Microscopia da morfologia do figado dos animais implantados com
carcinoma de Ehrlich, tratados com extrato aquoso de Caulerpa taxifolia na
dose de 10 mg/kg/sc (A e B), sendo observado congestdo vascular, qunado
comparados com os animais controle (C). Coloracdo HE. Obj. 400x.

A morfologia dos testiculos do grupo tratado apresentou-se pouco
preservada ao nivel de tubulos seminiferos (1), no tecido intersticial e nas
células de Leydig (2). As células germinativas primordiais diferenciadas se
mostraram desordenadas, o0 que possivelmente atingiu as células de Sertoli (3),
isto quando comparado ao grupo controle. A extensdo do danos no aparelho
reprodutor pode também ser vislumbrado no epididimo, com sua morfologia
pouco preservada (4), o que pareceu atingir os espermatdides situados
centralmente a luz do tubo (5) , comprometendo possivelmente a sua fisiologia
(Figura 3. A, B, C e D).
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Figura 3. Microscopia da morfologia do aparelho reprodutor masculino
mostrando os testiculos dos animais implantados com carcinoma de Erlich,
tratados com extrato aquoso de Caulerpa taxifolia na dose de 10 mg/kg/sc (A),
com morfologia dos tubulos seminiferos e do tecido intersticial pouco
preservado, em relacdo ao grupo controle (B). O Epididimo do grupo tratado
(C) também apresentou alteracbes, quando comparados com 0S animais
controle (D). Coloracdo HE. Obj. 400x

Morfologia do tecido renal aparentemente conservada, tanto na regiao
cortical quanto periférica, sendo observado nos tabulos contorcidos distais (1) e
proximais (2). Glomérulos renais (3) e macula densa (4) preservados, contudo
0s vasos altamente congestos (5), com discreta infiltragdo no tecido (6) (Figura
3).
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Figura 4. Microscopia da morfologia do aparelho renal mostrando os rins dos animais
implantados com carcinoma de Ehrlich, tratados com extrato aquoso de Caulerpa
taxifolia na dose de 10 mg/kg/sc (A), com morfologia aparentemente preservada, em
relacdo ao grupo controle (B). Coloracdo HE. Obj. 400x

A estrutura microscépica do baco do grupo tratado com o extrato
apresentou morfologia conservada nas polpas branca, com agregados
linfaticos perivasculares (1) e possivelmente, sinuséides venosos e corddes
celulares (2), bem como, invasédo de infiltrado celular (3) presentes nesta area,

em relacdo ao grupo controle (Figura 5).

Figura 5. Microscopia da morfologia do bago mostrando os rins dos animais
implantados com carcinoma de Erlich, tratados com extrato aquoso de
Caulerpa taxifolia na dose de 10 mg/kg/sc (A), com morfologia aparentemente
conservada, em relagdo ao grupo controle (B). Coloragcdo HE. Obj. 400x.
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A morfologia dos pulmdes dos animais que receberam tratamento com a
C. taxifolia apresentaram-se com morfologia preservada nos ductos alveolares
(1), alvéolos (2), bronquios (3), porém com congestdo no brénquio terminal (4),
assim como infiltrado linfocitario no intersticio pulmonar (5), em relacdo ao
grupo controle (figura 6).

Figura 6. Microscopia da morfologia do pulméo dos animais implantados com
carcinoma de Erlich, tratados com extrato aquoso de Caulerpa taxifolia na dose
de 10 mg/kg/sc (A), com morfologia aparentemente preservada, em relacao ao
grupo controle (B). Coloracédo HE. Obj. 400x.

O ambiente aquatico tem uma dinamica quimica capaz de promover a
comunicacdo, defesa e reproducdo dos organismos marinhos (Solé-Cava e
Kelocom, 1988). A toxicocinética da caulerpina e caulerpenina, talvez promova
efeitos metabolicos capazes de gerar danos de diferentes intensidades como

observados na morfologia dos 6rgaos.

A difusdo de particulas no meio aquoso pode ser em solucdo ou em
suspensao (Pinto, 2002). Um ponto relevante observado no ecossistema do
nosso litoral revela que esta alga invasora esta se propagando, em detrimento
do comportamento de esquivar dos organismos marinhos associados nas
locas. Talvez estes “dois” principais componentes presentes no EACT, ao ser
ingerido animais provoque sinais de intoxicacdo. Estas respostas sdo

difundidas pelas aguas e assim eles néo se alimentam.
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Segundo Campas et al. (2007), as correntes oceanicas superficiais
favorecem o transporte de contaminantes, devido a densidade da agua pode
sofrer interferéncia da diminuicdo da temperatura ou do aumento da
concentracdo do sal. Comenta ainda os autores que as substancias hidrofilicas

se dissolvem no meio e se distribui na superficie.

Sob condi¢des experimentais foi possivel evidenciar quais seriam as
respostas nos 6rgdos dos animais que delas se alimentassem. Ao atingir o
figado, que um 6rgdo responsavel pelo metabolismo a caulerpina e
caulerpenina exerceria sua agao logo no mecanismo de primeira passagem.
Estes dados demonstram que as toxinas presentes na C. taxifolia estariam

alterando a regulacédo metabdlica dos animais.

O EACT promoveu alteracdes na morfologia hepatica. De acordo com
Lieber e Guengerich (2005) e Navarro e Senior (2006), o figado € um 0Orgao
capaz de metabolizar os farmacos circulantes, antes deles alcancarem a
circulacdo sistémica, contudo a Caulerpa taxifolia foi capaz de suplantar esta
habilidade e atingiu o6rgdos-alvo, como visualizado em nossos trabalhos,
provavelmente se caracterizando como uma alga toxica presente no litoral

pernambucano.

5. CONCLUSAO
De acordo com os resultados apresentados neste estudo foi possivel
observar que o EACT apresentou reducédo significativa dos tumores, quando

comparados com o0s tumores dos animais do grupo controle, porém causou

lesdo, talvez irreversiveis nos tecidos avaliados.
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RESUMO

O estresse oxidativo € caracterizado pelo aumento significativo da
concentragao intracelular de espécies oxidantes, como espécies reativas de
oxigénio (ERO). Muitas doencas e processos degenerativos podem ser
associados com a superproducdo de EROs, incluindo inflamagdes, isquemia
cerebral, mutagenecidade, cancer,deméncia e envelhecimento. As macroalgas
marinhas representam uma rica fonte de compostos bioativos, e a Caulerpa
taxifolia é rica em caulerpina, substancia quimica com amplo espectro de
atividades biologicas. O presente estudo teve por objetivo avaliar a atividade
antioxidante do extrato de C. taxifolia. A atividade antioxidante foi determinada
de acordo com o método de Ruch et al. (1989). A concentracdo testada do
extrato da alga superou a eficiéncia do padrdo da amostra apresentando 94,00
% de atividade antioxidante. Esta acdo evidenciada em fontes naturais é
atribuida, aos compostos fendlicos comumente encontrados nestes
organismos, que estdo sempre submetidos a rapidas variacées de intensidade

de luz e concentracdes de O, e CO, comprometendo a sua sobrevivéncia.

Palavras chaves: antioxidante; algas; Caulerpa taxifolia; fenois

ABSTRACT

Oxidative stress is characterized by a significant increase in intracellular concentration

of oxidizing species such as reactive oxygen species (ROS) It attacks the cellular
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constituents such as proteins, lipids and nucleic acids leading to formation of toxic
compounds. Many diseases and degenerative processes may be associated with the
overproduction of ROS, including inflammation, cerebral ischemia, mutagenicity,
cancer, dementia and aging. Seaweeds are a rich source of bioactive compounds, and
the Caulerpa taxifolia algae are rich in caulerpina, chemical substance which has a wide
spectrum of biological activities such as antioxidant and antitumor activities. This study
aimed to evaluate the antioxidant activity of aqueous extract of C. taxifolia. The
antioxidant activity was determined according to the method of Ruch et al. (1989). The
tested concentration of the extract of Caulerpa taxifolia has exceeded the efficiency of
the pattern, with 94.00% of antioxidant activity. The antioxidant activity of natural
sources is attributed by many authors, the phenolic compounds commonly found in
higher plants and algae. seaweed are always subject to rapid change in light intensity
and concentrations of O. and CO: along the water column and thus their survival

depends on an efficient response to oxidantive stress.

Keywords: antioxidant; algae; Caulerpa taxifolia; phenols

INTRODUCAO

O estresse oxidativo é caracterizado pelo aumento significativo da
concentragdo intracelular de espécies oxidantes, como espécies reativas de
oxigénio (EROs) e acompanhada, simultaneamente, pela perda das defesas
antioxidantes (Arteel and Sies, 2001). As EROs provocam severas mudancas

ao nivel celular levando a morte da célula devido a sua extrema reatividade.

Elas atacam os constituintes celulares, como proteinas, lipideos e
acidos nucléicos levando a formacdo de compostos toéxicos (Kaharaman et al.,
2003). Muitas doencas e processos degenerativos podem ser associados com
a superproducdo de EROs, incluindo inflamacgdes, isquemia cerebral,

mutagenecidade, cancer, deméncia e envelhecimento (Ren et al., 2001).

Estudos epidemiologicos e experimentais realizados nas Ultimas

décadas comprovaram a atividade antioxidante de produtos de origem vegetal,
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fontes de compostos fendlicos (Natella et al.,2002; Okamura et al., 2005). As
algas marinhas representam uma rica fonte de compostos bioativos, algumas
delas precursoras de ferramentas farmacolégicas e de substancia
potencialmente Uteis para o desenvolvimento de novos farmacos (Natali, 2007).

Apesar do alto conteudo de acidos graxos poliinsaturados, as algas
marinhas sdo estaveis frente a oxidagdo durante seu armazenamento
(Ramarathnam et al.,1995) A auséncia de danos oxidativos, nos acidos graxos
poliinsaturados estruturais das membranas das algas sugere que estes
alimentos possuem compostos e mecanismos antioxidantes (Matsukawa et
al.,1997).

Foram identificados nas macroalgas uma variedade de metabolitos
secundarios incluindo terpenos, compostos aromaticos, acetoageninas,
substancias derivadas de aminoacidos e polifénois (Blunts et al., 2005, 2006)
reconhecidos por possuir acdo defensiva contra herbivoria (Hay e Fenical,

1988, Paul et al., 2001), polissacarideos e minerais (Oliveira, 1998).

C. taxifolia sdo algas ricas em caulerpina, um diterpendide, substancia
guimica que apresenta um amplo espectro de atividades bioldgicas (Hayme e
Fenical, 1988; Solé-Cava e Kelecom, 1988). O presente estudo teve por

objetivo avaliar a atividade antioxidante do extrato aquoso de Caulerpa taxifolia.

MATERIAIS E METODOS

A habilidade dos extratos em sequestrar peroxidos de hidrogénio foi
determinada de acordo com o método de Ruch et al. (1989). Uma solucéo (4
mM) de peréxido de hidrogénio foi preparada em tampdao fosfato (pH 7,4). A
concentragao de peréxido de hidrogénio foi determinada

espectofotrometricamente no comprimento de onda de 230 nm, usando ab

RESULTADOS E DISCUSSAO
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A concentracéo testada do extrato de C. taxifolia superou a eficiéncia do
padrdo, apresentando 94,00 % de atividade antioxidante. Comparando o0s
resultados obtidos neste estudo com resultados obtidos por Raymundo (2004)
fazendo uso de mesma metodologia, pode-se constatar que o desempenho
apresentado por ela diante de peroxidos de hidrogénio € maior que a de
antioxidantes sintéticos de uso comercial, jA que o de melhor desempenho

destes apresentou 92,45 %.

A efetividade antioxidante de fontes naturais foi atribuida, por diversos
autores, aos compostos fendlicos, que ocorrem naturalmente em plantas
terrestres e aquaticas (Hayase e Kato, 1984). Seriam esses compostos 0s
principais responsaveis pela atividade antioxidante de plantas, desempenhando
papel fundamental na inibicdo da autoxidacdo em 6leos (Ramarathnam et al.,
1986).

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, 1987)

As algas verdes possuem diversos compostos de grande interesse para
as industrias farmacéuticas, de alimentos e cosméticos. E adicdo de
antioxidantes confere protecdo ndo somente aos alimentos, mas também aos
organismos animais, uma vez que, quando os antioxidantes sdo ingeridos,
combatem radicais livres e suas repercussdes, contribuindo para reducédo do

risco de patologias (Vulcain et al., 2005).

As macroalgas estdo sempre submetidas a rapidas variacbes de
intensidade de luz e concentracdes 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).
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7. Conclusées
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CONCLUSOES:

De acordo com os resultados apresentados com as metodologias

utilizadas, foi possivel concluir que:

Caulerpa taxifolia (vahl) Agardh (1817) apresentou efeito estimulante do
sistema nervoso central e quando administrada em doses superiores a
1000 mg/kg (v.i.p) podendo causar morte dos animais e apresenta DLsg
de 1750 mg/kg.

Caulerpa taxifolia (vahl) Agardh (1817) apresentam atividade antitumoral

guando utilizada no tratamento de carcinoma de Ehrlich.

Caulerpa taxifolia (vahl) Agardh (1817) alterou a morfologia micro e
macroscopia dos rins, pulmdes, figado, baco e testiculos dos animais

guando administrada em doses elevadas.

Caulerpa taxifolia (Vvahl) Agardh (1817) apresentou atividade antioxidante de
94% caracterizada como excelente, ja que a atividade antioxidanbte
apresentada é superior ao melhor antioxidante sintético existente no
mercado, podendo ser utilizada pela Indastria Farmacéutica, para a

formulacdo de produtos com finalidade de reduzir os danos oxidativos.
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