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RESUMO

Silva, PM. Atividades Biologicas de extratos de algas marinhas. 2009. 78p. Dissertacéo
(Mestrado) — Programa de Poés-graduacdo em Ciéncias (Bioquimica). Instituto de

Quimica, Universidade de Séao Paulo, Sao Paulo.

As algas sao fontes importantes de matérias-primas e compostos biologicamente
ativos utilizados na induastria farmacéutica, cosmética e alimenticia. As macroalgas
vermelhas marinhas Gracilaria birdiae e Gracilaria domingensis sao abundantemente
encontradas no litoral nordeste brasileiro e apresentam alto potencial biolégico para o
fornecimento de compostos utilizados na industria.

Apos o desenvolvimento e padronizacdo da obtencdo dos extratos e fracdes
foram avaliadas as suas atividades antioxidante in vitro e in vivo, utilizando-se diferentes
técnicas. In vitro, foram avaliadas a atividade sequestrante de radicais DPPH, a atividade
sobre o sistema Luminol-HRP- H,O,, o poder redutor e atividade quelante de ions ferro.
As fragcdes mais apolares apresentaram-se mais ativas. Os efeitos sobre as funcbes de
macrofagos humanos através de ensaios sobre a atividade de “burst” repiratorio,
observando-se um incremento da atividade dos macrofagos na presenca da fracdo
metandlica.

A atividade antimicrobiana dos extratos foi avaliada através da metodologia de
determinacdo da concentragdo inibitoria minima sobre 4 espécies de bactérias gram-
negativas sendo estas Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853, Klebsiella pneumonae ATCC 10231, Salmonella typhi ATCC 19430 e 4
microrganismos gram-positivos sendo  Staphylococcus aureus ATCC 29213,
Streptococcus pneumoniae ATCC 49 619 , Bacillus subtilis ATCC 6633 e Enterococcus

faecalis ATCC 29212. Nenhuma das fracdes nem o extrato aquoso bruto apresentaram



capacidade de inibicdo do crescimento bacteriano nas concentracdes testadas (1000,
500, 250, 125, 62,5 e 31,25 pg/mL). O ensaio antifingico contou com 2 espécies: Candida
albicans ATCC 10231, Candida parapsilosis ATCC 29212. Apenas 0 extrato protéico

apresentou atividade de inibicdo de crescimento das leveduras testadas.

Palavras-chave: algas, atividade antioxidante, atividade antimicrobiana, produtos

naturais.



ABSTRACT

Silva, PM. Biological activities of extracts from brazilian marine algae. 2009. 78p. Masters
Thesis — Graduate Program in Biochemistry. Instituto de Quimica. Universidade de Sé&o

Paulo, Sao Paulo.

Algae are important sources of raw material and biological active compounds used
in pharmaceutical, cosmetic and food industries. Marine Brazilian red macroalge,
Gracilaria birdiae e Gracilaria domingensis, are found in the Brazilian northeast coast and
have high potential for industries.

The aim of this work was to evaluate the antioxidant activity of the extracts by
different techniques such as DPPH scavenging activity, ROS generation by the Luminol-
HRP-H,0O, system, reducing power determination and metal quelating activity. The most
apolar fraction showed highest antioxidant activity.

The effects of methanolic fractions on mice macrophages oxidative burst were
evaluated by luminol-enhanced chemiluminescence assay and an increment of the
respiratory burst was observed.

Algae fractions and extracts were tested for antimicrobial assays led by
determining the Minimum Inhibitory Concentration - MIC. Gram-negative bacteria tested
were Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Klebsiella
pneumonae ATCC 10231 and Salmonella typhi ATCC 19430 and four Gram-positive
bacteria Staphylococcus aureus ATCC 29213, Streptococcus pneumoniae ATCC 49 619 ,
Bacillus subtilis ATCC 6633 and Enterococcus faecalis ATCC 29212. None of the extracts
and fractions showed activity against these microorganisms in the concentration of 1000

pg/mL. Two fungi species were tested: Candida albicans ATCC 10231, Candida



parapsilosis ATCC 29212. Only the protein extract was effective against the tested fungi
species.

Keywords: algae, antioxidant activity, antimicrobial activity, natural products.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AC - Fracgéo de acetato de etila

BHA — Butilhidroxianisol

BHT - Butilhidroxitolueno

BSA — Albumina de soro bovino

CAT — Catalase

CIM — Concentracao Inibitéria Minima
DMSO - Dimetilsulfoxido

DTT - Ditiotreitol

DPPH — 1,1-difenil-1,2-picril hidrazil

EDTA — Etilenodiaminoacetato

ERN — Espécies reativas de nitrogénio
ERO — Espécies reativas de oxigénio

ESI — lonizagao por “electronspray”

G6P — Glicose 6—fosfato

6PGD — Glicose 6-fosfato desidrogenase
6PGL — Glicono-d-lactona 6-fosfato

GPX — Glutationa peroxidase

GSH - Glutationa — forma reduzida

GSSG - Glutationa — forma oxidada

GR - Glutationa redutase

GST - Glutationa S-transferase

HEX — Fracdo hexanica

HRP — Peroxidase de raiz forte

MDA — Malondialdeido

MeOH — Fracdo metandlica

MOPS — Acido morfolino propanosulfénico
MPO — Mieloproxidase

MTT — 3-(4,5-dimetiltiazol-2 il)2,5-difenil brometo de tetrazolina)
NADPH — Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (forma reduzida)
NADH — Nicotinamida adenina dinucleotideo (forma reduzida)
PBS — Tampéao fosfato Salina

PMA — Acetato de forbol Miristato

PMN — Células polimorfonucleares



RPMI — Meio utilizado para realizacao de testes de sensibilidade de antifungicos
SOD - Superxido dismutase

SPE — Extragdo em Fase Solida

UFC - Unidade Formadora de Colonia
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1. INTRODUCAO



1.1 ALGAS

As algas compdem uma multiplicidade de espécies que vado desde
organismos unicelulares microscépicos a gigantes kelps (conjunto de grandes algas
pardas). Sao seres fotossintetizantes, porém ndo possuem folhas, raizes ou mesmo
tecidos vasculares. Elas habitam os oceanos, os corpos de agua doce, os solos, as
rochas e até as arvores (Van den Hoeck, 1995). As algas aquaticas exercem um
papel ecolégico importante semelhante ao das plantas nos habitats terrestres, pois
sdo os produtores priméarios neste ambiente (Raven et al., 2007).

Este grupo de organismos possui diversas divisdes e classes muitas vezes
baseadas na coloracdo dos individuos (Van den Hoeck, 1995). As algas azuis ou
cianoficeas, atualmente conhecidas como cianobactérias, representam 0s
organismos procariontes cujas células ndo possuem nucleo definido, mitocéndrias,
reticulo endoplasmatico ou plastidios (onde os tilacoides ficam dispersos no
citoplasma). A sua cor azul-esverdeada caracteristica tem sua origem nos pigmentos
ficocianina e aloficocianina (Raven et al., 2007).

Os organismos eucariontes sao representados por diversos filos onde
podemos encontrar, por exemplo, Dinophyta (dinoflagelados), Bacillariophyta
(diatomaceas) e Chrysophyta (crisofitas), entre alguns outros. As macroalgas estao
inseridas em trés filos principais: algas pardas, verdes e vermelhas (Van den Hoeck,
1995).

As algas pardas, pertencentes ao filo Phaeophyta, incluem as algas
marinhas bentbnicas mais presentes nas aguas temperadas, boreais e polares.
Existem pelo menos 1500 espécies descritas. Além das clorofilas a e ¢, o0s

cloroplastos das algas pardas também contém varios carotendides, incluindo a



fucoxantina, responsavel pela cor caracteristica aos membros desse filo (Raven et
al., 2007).

As algas verdes (filo Chlorophyta) incluem pelo menos 17000 espécies
descritas. Embora a maioria seja aquatica, elas sao encontradas em uma variedade
de habitats tais como troncos de arvores, solo e em associa¢gfes simbidticas com
fungos (liquens), protozoarios de agua doce, esponjas e celenterados. Elas possuem
clorofila a e b (como as bridfitas e plantas vasculares) e uma grande variedade e
quantidade de carotendides. Assim como as plantas terrestres, estas algas séo
capazes de armazenar amido em seus cloroplastos (Raven et al., 2007).

As algas vermelhas, que representam o filo Rhodophyta, dominam as aguas
tropicais e quentes, mas também podem ser encontradas nas regides mais frias do
mundo. Sdo predominantemente marinhas, sendo que apenas 100 espécies, das
4000 a 6000 estimadas, habitam os corpos de agua doce. A cor verde da clorofila a
€ mascarada pelo pigmento acessorio ficoeritrina que fica localizado no cloroplasto,
caracteristico deste filo, que da a cor vermelha. Também podem ser encontrados,
em menor quantidade os pigmentos ficocianina e aloficocianina. As algas vermelhas
possuem clorofila a e d, diversos carotendides e o principal material de reserva é

amido, que esta armazenado no citoplasma (Raven et al., 2007).

1.1.1 ALGAS: FONTE DE SUBSTANCIAS BIOATIVAS

Mesmo com o desenvolvimento dos processos sintéticos para a obtencéo de
novas moléculas a partir do final do século XIX, os produtos naturais sempre
exerceram papel importante na pesquisa de novos compostos farmacologicamente

ativos. Este fato se deve a grande complexidade estrutural de alguns de seus



principios ativos. Atualmente, grande porcentagem dos farmacos clinicamente
viaveis e comercialmente disponiveis com atividade antitumoral e antiinfecciosa, por
exemplo, tém sua origem em produtos naturais (Shu, 1998).

Os estudos com produtos naturais marinhos tornaram-se atrativos devido a
presenca de metabodlitos secundarios estruturalmente muito diferentes dos
encontrados em plantas terrestres, com novos esqueletos carbdnicos e com
combinagdes de grupos funcionais pouco comuns (Simdes et al., 2004). Os
mecanismos de adaptacdo dos organismos as condicdes ambientais como: alta
intensidade luminosa, raios UV, extremos de temperatura, radiacfes ionizantes,
poluentes e patdégenos originaram uma grande diversidade estrutural de metabdlitos
secundarios durante a sua evolugcédo, com funcdes ecoldgicas diversas. Além disso,
0S oceanos, responsaveis por 70% da superficie terrestre, abrigam cerca de 200.000
espécies marinhas, entre plantas, animais e microrganismos, sendo muitas delas
ainda néo estudadas (Mayer e Hamann, 2005).

A investigacao intensa de diversas espécies do habitat marinho sugere que
0 mesmo é uma fonte rica em compostos bioativos. Diversas ac¢des bioldgicas ja
foram relatadas, tais como: antimicrobiana, antiinflamatoria, anticoagulante,
antivirais, antioxidantes, anticancerigena, entre outras (Mayer e Hamann, 2005;

Blunt et al., 2006).

As algas apresentam a vantagem sobre os demais organismos marinhos de
apresentarem uma maior facilidade de obtencdo. Kobayashi (1989) relata a
dificuldade de obtencdo de quantidades adequadas de produtos naturais de
interesse originados de outros organismos marinhos como, por exemplo, esponjas e

ascidios, em razdo da limitagdo de colegBes. Além disso, as algas apresentam um



grande potencial para cultivo, 0 que tem atraido o interesse das industrias em sua

exploracdo (Gombotz e Wee, 1998)

As algas sédo organismos pertencentes a uma imensa variedade de nichos
ecologicos e devido as mais diversas condicdes ambientais, a biossintese de
metabdlitos secundarios tornou-se uma estratégia de sobrevivéncia (Cardozo et al.,
2007). Inumeras atividades biologicas de algas foram relatadas na literatura
incluindo atividades antioxidantes, antiinflamtorias, imunomodulatérias, antivirais e
antimicrobianas, entre outras, demonstrando o potencial destes organismos (Smit,

2004).

As algas também sdo importante fonte de compostos essenciais para a
nutricdo humana. Em muitos paises, a industria alimenticia consome uma grande
quantidade de algas bastante conhecidas por fornecerem grande quantidade de
fibras, minerais, vitaminas e antioxidantes. Nas Ultimas décadas, observa-se um
esforco no desenvolvimento do cultivo em larga escala em detrimento da exploragéo
indiscriminada dos bancos naturais (Cardozo et al., 2007).

Os compostos mais explorados sdo acidos graxos e esterdis, carotendides,
ficocoloides, lectinas, micosporinas tipo aminoacidos (MAA), compostos
halogenados e policetideos (Cardozo et al., 2007). A Figura 1 traz alguns exemplos

de compostos dessas classes.
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Figura 1. Exemplos de compostos presentes em algas. Fonte: Cardozo et al., 2007.

1.1.2 ALGAS: ATIVIDADES BIOLOGICAS

1.1.2.1 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Os primeiros interessados em verificar a atividade antioxidante de algas
foram os japoneses com 0 objetivo de obter novos aditivos antioxidantes em
alimentos em substituicdo aos antioxidantes sintéticos tais como o butilhidroxianisol
(BHA) e do butilhidroxitolueno (BHT) que se mostravam carcinogénicos. Apesar do
alto conteudo de acidos graxos poliinsaturados, muitas algas marinhas secas podem
ser estocadas por longos periodos sem perigo de deterioracdo oxidativa. Este fato
despertou o interesse de pesquisadores em relacdo ao mecanismo antioxidante

presentes nas algas (Rocha, et al., 2007).



Zhang e colaboradores (2007) testaram 28 extratos algais e destacaram o
extrato de acetato de etila da alga vermelha Symphyocladia latiuscula como sendo
0 mais ativo nos ensaios de capacidade de inibicdo do radical DPPH e do Sistema [3-
caroteno-linoleato. Também foram determinados o conteido de compostos fenélicos
e a capacidade redutora dos extratos dessas algas.

Zubia e Robledo (2007) realizaram o estudo da capacidade antioxidante
frente a varios ensaios de extratos de 48 macroalgas marinhas encontradas no litoral
do México (17 Clordfitas, 8 Pardas e 23 vermelhas). A alga parda Lobophora
variegata, a alga verde Avrainvillea longicaulis e a alga vermelha Chondria baileyana
destacaram-se como as mais ativas através do método de DPPH. A capacidade
antioxidante destas algas equiparou-se a de antioxidante comerciais importantes
como BHT, BHA, a-tocoferol e acido ascorbico.

Muitas classes de compostos foram identificados como sendo responsaveis
pela atividade antioxidante como meroditerpenoides e florotaninos (estes presentes
em algas pardas) (Foti, et al., 1994 e Yan et al.,, 1996), carotenoides (Le Tutuor,
1998), polissacarideos hidrossoluveis (Xue et al., 1998), compostos fendlicos
(Zhang, 2007 e Zubia e Robledo, 2007).

Embora a literatura demonstre um alto potencial para fornecimento de
substancias antioxidantes das algas marinhas, evidenciado pelo grande nimero de
publicacdes a esse respeito, existem poucos estudos publicados relatando a
potencialidade das algas brasileiras

Raymundo e colaboradores (2004) determinaram a atividade antioxidante in
vitro de algumas macroalgas verdes do litoral catarinense e chegaram a concluséao

de que compostos fendlicos, carotendides e clorofilas foram abundantemente



encontrados nas espécies analisadas, relacionando estes compostos a atividade
antioxidante encontrada.

Recentemente, muitos artigos descreveram a atividade antiinflamatéria de
extratos ou mesmo de moléculas ja isoladas de algas. Guzman e colaboradores
(2001) relataram atividade antiinflamatoria, analgésica e antioxidante de extratos
aquosos das microalgas Chlorella stigmatophora e Phaedactylum tricornutum. O
mesmo grupo estudou a atividade antiinflamatéria e imunomodulatéria de
polissacarideos extraidos dessas mesmas algas (Guzman et al., 2003).

Okai e Higashi-Okai (1997) avaliaram a acao antiinflamatoria da feofitina,
uma substancia relacionada a clorofila derivada da alga verde comestivel
Enteromorpha prolifera, muito comum no Jap&o. Em estudos anteriores, esta
substancia, bem como a pirofeofitina, ja haviam demonstrado capacidade
antioxidante (Cahyana et al.,1992).

Romay e colaboradores (1998a e 1998b) estudaram as propriedades
antioxidantes e antiinflamatérias do pigmento C-ficocianina presente em
cianobactérias e mais tarde Reddy e colaboradores (2003) descreveram o

mecanismo de acdo antiinflamatoério da C-ficocianina.

1.1.1.2 ATIDADE ANTIMICROBIANA

Os ultimos anos registram o aparecimento de microrgansimos cada vez mais
resistentes aos antimicrobianos existentes. Este fato denota a necessidade
constante de pesquisa e desenvolvimento de novas substancias biologicamente

ativas (Raffa et al., 2005).



As algas sao potenciais fontes de substancias antibacterianas e antifungicas.
Os primeiros relatos da atividade antibiética de compostos provenientes de algas
datam da segunda década do século XX (Khaleafa et al., 1975).

Del Val e colaboradores (2001) e Hellio e colaboradores (2000) realizaram
estudos sobre a atividade antimicrobaina de uma grande variedade de macroalgas
pertencentes aos trés grandes grupos (algas verdes, pardas e vermelhas). Estes
autores demonstraram que a capacidade de sintese de compostos antimicrobianos
nao se restringe a apenas um grupo de algas.

A literatura relata a existéncia de compostos antimicrobianos de estruturas
variadas como policetideos, florotaninos, terpenos halogenados, aglutininas, etc.,
encontrados ndo somente em macroalgas, mas também em microalgas eucarioticas
e cianobactérias (Findlay e Patil,1984; Bennamara et al., 1999; Konig et al., 1999;
Nagayama et al., 2002; Khaleafa et al., 1975).

Vairappan e colaboradores (2004) demonstraram a atividade antibacteriana
de oito compostos halogenados isolados de cinco espécies da alga vermelha
Lauréncia. Estes compostos apresentaram amplo espectro de acdo contra bactérias
Gram-positivas, inclusive cepas resistentes aos antibiéticos vigentes mais utilizados
tais como penicilina e vancomicina.

A maioria dos estudos foi realizada a partir de extratos organicos tais como
metandlicos, acetbnicos, etéreos, cloroformicos (Cordeiro et al., 2006), porém
pesquisadores brasileiros demonstraram a atividade antifungica de extratos
protéicos de algas vermelhas. Mello e colaboradores (1997) e Cordeiro e
colaboradores (2006) avaliaram as propriedades antifingicas de proteinas
(aglutininas) da alga vermelha Hypnea musciformis revelando resultados

promissores.
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1.1.2 O GENERO Gracilaria

O filo Rhodophyta € a fonte mais importante e mais estudada de compostos
secundarios devido a sua maior variedade e raridade estruturais. Entre os
compostos caracteristicos encontram-se 0s compostos halogenados volateis,
acetogeninas  halogenadas, = monoterpenos  halogenados, sesquiterpenos
halogenados e nédo halogenados, fendis halogenados e indois halogenados (Simdes
et al., 2004).

As algas vermelhas possuem algumas diferencas em relacdo as outras
algas eucaridticas, como auséncia de estagios flagelados, presenca de ficobilinas e
clorofila d, tilacoides ndo agregados nos cloroplastos e reproducdo sexuada
oogamica envolvendo células femininas (carpogbnio) e masculinas (espermacio)
(Van den Hoeck, 1995 citado por Lhullier et al.,, 2006). Estas caracteristicas
poderiam estar associadas a um maior estagio evolutivo e consequentemente a
producdo de metabdlitos secundarios diversificados (Lhullier et al., 2006).

As duas macroalgas vermelhas estudadas neste trabalho, Gracilaria birdiae
Plastino & Oliveira e Gracilaria domingensis (Sonder ex Kitzing) Dickie (Figura 2),
apresentam a seguinte classificacdo biologica: divisdo Rhodophyceae, classe
Florideophyceae e ordem Gracilariales. A alga vermelha Gracilaria domingensis é
uma espécie comumente encontrada na costa brasileira, ocorrendo desde o litoral
do Estado do Ceard até Santa Catarina (Oliveira, 1998), frequentemente em
associacdo com outras espécies de Gracilaria na zona intertidal (Guimaréaes et al.,
2003). A alga Gracilaria domingensis também é utilizada como alimento in natura na
dieta humana, sendo coletada e exportada para o mercado alimenticio japonés

(Oliveira, 1998).
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e
Gracilaria domingensis
(Kutzing) Sonder ex Dickie

Figura 2. As duas macroalgas estudadas, Gracilaria birdiae Plastino & Oliveira e Gracilaria
domingensis (Sonder ex Kitzing) Dickie.

Atualmente, a principal atividade econémica relacionada a estas duas algas
€ a exploragdo de agar, um ficocoldide de alto valor econémico.

Os principais ficocoléides extraidos de algas sdo agar, carragenana, e
alginato (Figura 3). Ficocoloides s&o polissacarideos de alto peso molecular
compostos por polimeros de agucar. S0 os principais componentes estruturais da
parede celular das algas (Cardozo, et al., 2007).

Agar e carragenana (presentes em macroalgas vermelhas) s&o
polissacarideos sulfatados. O alginato (extraido de algas pardas) é um poliuronideo
binario constituido pelo acido manurénico e acido gulorénico (Cardozo, et al., 2007).
Estes compostos sdo muito importantes economicamente devido a sua capacidade
geleificante, viscosificante e emulsificante. A sua maior utilidade encontra-se na
industria de alimentos, de papel, téxtil, cosmética, farmacéutica e biotecnologica

(Jensen, 1993; Mchugh, 2003).
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Atualmente, o género Gracilaria € a principal fonte de agar (Armisen e

Galactas, 1987).
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Polimero do alginato: a-L-gulopiran uronato (G) e B-D-manopiran uronato

Figura 3. Estruturas moleculares: carragena, agar e alginatos. Fonte: Cardoso, et al., 2007 (a).

Apesar do mercado de ficocoloides movimentar bilhdes de délares
anualmente, somente Chile, Taiwan e Nanimibia alcancaram sucesso nas técnicas
de cultivo de algas do género Gracilaria (Macchiavello, 1999).

A China, Coréia e Japédo sao os maiores consumidores e também produtores
de algas do mundo. Grande parte dessa producao se concentra em algas utilizadas
na alimentacdo humana como as algas pardas Laminaria e Undaria e a alga
vermelha Porphyra. Em outros paises, como na Malasia ou mesmo Brasil, o
consumo de algas na alimentacdo se restringe as populacdes das areas costeiras
(Critchley, 1997).

Além dos ficocoloides, existem estudos demonstrando que varias espécies
de algas podem ser fontes significativas de proteinas, vitaminas e minerais
essenciais para a nutricdo humana. Elas também séo ricas em fibras e apresentam

baixas calorias.
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Nesse sentido, algas do género Gracilaria também vém sendo estudadas,
com relacéo as aplicacdes de seus compostos. Norziah e Ching (2000) estudaram a
composi¢cdo de aminoacidos, concentracdo de [-caroteno, Vitamina A e acidos
graxos livres de Gracilaira changgi. Wen e colaboradores (2006) estudaram além
dos nutrientes anteriormente citados, os niveis de vitamina C, E B2 e minerais
essenciais como calcio, ferro, manganés, zinco, cobre, fésforo selénio e iodo de
Gracilaria lemaneiformis.

As algas sdo uma importante fonte de uma grande variedade e quantidade
de carotendides. A literatura relata a presenca de carotendides, principalmente -
caroteno, em macroalgas do género Gracilaria (Pinto, 2002).

Dotados de conhecida atividade antioxidante, os carotendides sé&o
caracterizados estruturalmente por uma longa cadeia de duplas ligacdes
conjugadas. Sao divididos em dois grupos: os carotenos que sao constituidos por
apenas carbono e hidrogénio e as xantofilas que contém um ou mais grupos
funcionais como hidroxila, carbonila, éter, acetato e epdxido (Neto, 2007).

Em algas e plantas superiores, estes compostos exercem papéis multiplos e
essenciais na fotossintese. Funcionam como pigmentos antena transferindo a
energia absorvida para clorofilas e destas em direcdo aos centros de reacéo
fotoquimicos. Mantém a estrutura e fungdo dos complexos fotossintéticos, funcionam
como quencher de clorofilas no estado triplete, scanvager de ERO. Quando as vias
fotossintéticas estdo saturadas, a energia em excesso é transferida para estes
fotopigmentos e a dissipam na forma de calor (Del Campo et al., 2007).

Ultimamente o género Gracilaria também se apresenta como importante
fonte de diferentes substancias interessantes. Cardozo e colaboradores (2006)

apresentaram estudos de caracterizagéo estrutural de compostos com alta absorgéo
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na regido do ultravioleta, os micosporinas tipo aminoacidos (MAA) (cujos exemplos
de estruturas encontram-se na Figura 3 isoladas a partir de Gracilaria tenuistipitata
Chang e Xia.

Cardozo (2007) demonstrou resultados interessantes para Gracilaria
domingensis e Gracilaria birdiae. As MAA sdo compostos polares de baixo peso
molecular (< 400 g.mol™') e apresentam absorcdo maxima entre 310 e 360 nm.
Sugere-se que estes compostos conferem protecéo contra a radiacédo ultravioleta na
regido de UVA e UVB. Estas caracteristicas tornam estas moléculas potenciais

componentes de filtros solares de grande interesse para a industria farmacéutica.

1.2 ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO

Um radical livre € definido como uma espécie de existéncia independente
gue contém um ou mais elétrons desemparelhados sozinhos num orbital atdmico ou
molecular. Assim, os radicais livres podem ser formados pela adi¢do ou perda de um
elétron de uma espécie nao-radicalar. Porém, existem compostos igualmente
reativos que nao possuem elétron desemparelhado na udltima camada (Halliwell,
1996).

Reacdes de oxidagao e redugcédo sdo essenciais no metabolismo normal de
todos os seres vivos. As células sdo as menores entidades bioldgicas capazes de
obter energia do ambiente e converté-la numa forma biologicamente utilizavel, o
ATP, essencial para a manutencéo dos processos vitais. Neste processo, 0 oxigénio
€ 0 aceptor final dos elétrons provenientes dos nutrientes e coletados sob a forma de
NADH e FADH, através de reacdes redox. Estes elétrons sdo transportados por

uma série de complexos multiprotéicos até o complexo da citocromo c oxidase e
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entregues ao oxigénio. Durante este processo, protons sdo bombardeados para o
espaco intermembranas da mitocéndria, gerando energia para a sintese de ATP.
Porém, elétrons podem escapar de determinados sitios (Complexo | e coenzima Q)
provocando a reducédo univalente de O, (Augusto, 2006).

Estima-se que cerca de 0,1 a 1% do O, utilizado durante a respiracéo
mitocondrial forme O," devido ao escape de elétrons dos complexos que compdem

a cadeia respiratoria conforme mostra a Figura 4 (Augusto, 2006).

H20-

V\CuZn -SOD 0,
Espaco intermembranas /:
Cit. C

2
Il

Complexo Ili

Complexo | Complexo IV

Mn-SOD H,0,

Matriz mitocondrial

Figura 4. Formacao de espécies reativas de oxigénio na cadeia de transporte de elétrons.
Modificado de Cerqueira et al., 2007.

As espécies reativas de oxigénio (ERO) e espécies reativas de nitrogénio
(ERN) sdo termos que abrangem todas as formas reativas do oxigénio e nitrogénio,
incluindo radicais e nao-radicais que participam da iniciacdo e progressao das
reacoes em cadeia envolvendo a formacao de espécies radicalares (Cerqueira et al.,

2007).
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As principais ERO séao as radicalares: oxigénio (O>), anion superoéxido (0;"),
radical hidroxila (HO"), radical peroxila organico (ROQY), radical alcoxila (RO") e
radical hidroperoxila (HOQO"). As nao-radicalares: peroxido de hidrogénio (H.0,),
oxigénio singlete *Ag O,, 0z6nio (Os) e acido hipocloroso (HOCI). Estéo classificadas
entre as ERN, o 6xido nitrico (NO"), 6xido nitroso (N,O3), acido nitroso (HNO), nitrito
(NO3"), nitrato (NO3") e peroxinitrito (ONOQO") (Halliwell e Gutteridge, 2006).

A reatividade destes compostos com biomoléculas é variavel, sendo alguns
estaveis e pouco reativos, como por exemplo, 0 O, ou o préprio O, (k = 10* M?* s
e outros altamente reativos, como HO", (k ~ 10° M s™) (Augusto, 2006).

Além da respiracado mitocondrial, existem outras fontes de espécies reativas.
Inimeras oxigenases e monoxigenases e outras moléculas consomem de 10 a 15%
do O, presentes em células aerdbias. Sdo exemplos: as enzimas D-aminoacido-
oxidase (utiliza O, para oxidar D-aminoacidos), a xantina oxidase (oxida xantina a
acido urico), tirosina hidroxilase que é responsavel pela sintese de epinefrina e
noraepinefrina e enzimas do sistema citocromo P450 (ativas no metabolismo de
xenobidticos). As células de defesa do organismo, os fagdcitos (neutrdfilos,
macroéfagos, eosinoéfilos), produzem grandes quantidades de O, ajudando no
combate a microrganismos invasores (Halliwell, 1996, Halliwell e Gutteridge, 2006,
Augusto, 2006).

Embora o O, ndo atravesse as membranas biolégicas e tenha velocidade
de reacdo muito baixa com biomoléculas, ele pode reagir com outros radicais e com
grupamentos ferro-enxofre de proteinas (Halliwell e Gutteridge, 2006).

O 0O," pode ser espontaneamente decomposto a O, e H,0, ou,
preferencialmente no meio celular, através da catélise enzimética pela enzima

superoxido dismutase (Halliwell, 1996).
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O H,0, é pouco reativo, porém € uma molécula difusivel entre membranas.
O H,0O, também pode ser gerado por diversas enzimas como Xxantina, urato e
aminodacido oxidases. Reagindo com O,", origina HO" através da reacdo de Fenton

(Figura 5).

O, +Fe 1y ——Fe (ll) + O,

Fe (I) + HLO, — OH + OH +Fe (11)

Figura 5. Reacéo de Fenton

O radical HO" é o mais deletério ao organismo devido a sua alta reatividade
(k ~ 10° M s™). Além da reacéo de Fenton, este radical também pode ser gerado
pela fissédo homolitica de H,O, induzida por radiacdo UV (H-O-O-H -~ 2HO"). Este
radical frequentemente ataca moléculas por abstracdo de hidrogénio, adicdo a

insaturacdes ou compartilhamento de elétrons (Barreiros e David 2006).

1.2.1 ALVOS MOLECULARES DAS ERO

A interacdo de ERO com diversas macromoléculas pode levar ao mal
funcionamento de organelas e influenciar diretamente a viabilidade celular e levar a
morte celular.

Os acidos graxos poliinsaturados sdo os alvos mais importantes das ERO
devido a sua abundancia nas células e sua susceptibilidade pela presenca de
grupos metilénicos entre duplas ligagdes. A peroxidacao lipidica resulta do ataque a
bicamada lipidica de qualquer substancia capaz de abstrair um atomo de hidrogénio

bis-alilico de um acido graxo poliinssaturado, tais como HO', HO,", ‘'NO,, RO" e ROy
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Quanto maior o numero de duplas ligagbes maior a facilidade de remocéao do
hidrogénio (Halliwell e Chirico, 1993).

A peroxidacdo de acidos graxos pode induzir a conversao de varios deles
em hidroperoxidos por reacdes em cadeia. Os hidroperéxidos também podem gerar
produtos néo radicalares menos reativos como aldeidos, cetonas e epoxidos que
podem atingir pontos mais distantes do local em que se formaram (Loureiro et al.,
2002). Estes podem se ligar covalentemente a grupos nucleofilicos presentes em

DNA, peptideos e proteinas, provocando alteracfes nas funcbes dessas moléculas

(Figura 6).
Iniciagdo LH + .OH - 5 L. + HZO Terminacéo
Propagac&o |_° + 0, —_— LOO. Aldeidos
—r— | Cetonas
Propagacao LH + LOO. - > L' + LOOH EDéXidO

Figura 6. Representacdo das fases da peroxidacao lipidica. (LH: acido graxo insaturado; Le: radical
lipidico; LOOe: radical peroxila e LOOH: hidroperéxido lipidico)
Modificado de Guaratini et al., 2007).

A lipoperoxidagcdo em membranas bioldgicas leva a perda das fungdes da
membrana celular, mudancas na fluidez, inativacdo de receptores de membrana e
enzimas e o aumento da permeablidade celular a fons, tais como Ca*® (Halliwell e
Chirico, 1993).

O DNA pode ser danificado por inumeras fontes tais como, ERO e ERN,
produtos da peroxidacao lipidica, radiacdo UV, radiacdo iononizante, radioisétopos
de ocorréncia natural e muitas substancias quimicas genotoxicas presentes

naturalmente ou como contaminantes na dieta e no ar (Loureiro, 2002). Essas

lesbes podem ocorrer devido a oxidagcdo direta dos acidos nucléicos, que podem
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levar a formacédo de quebras das cadeias do DNA, ou devido a formacéao de adutos
com outras moléculas como aldeidos, cetonas e epoxidos (Berra, 2006; Loureiro,
2002). Modificacbes no DNA sdo potencialmente mutagénicas, contribuindo para o
cancer, envelhecimento e doencas neurodegenerativas.

Os produtos de oxidacédo de guanina sao encontrados em maior nimero, em
relacdo aos de outras bases, devido ao baixo potencial de oxidacdo desta. A
oxidacdo de guanina resulta na formacéo de 7,8-diidro-8-oxoguanina (8-oxo-G) que
€ produzida abundantemente in vivo e é utilizada como biomarcador do dano
oxidativo (Kim et. al., 2004). Esta modificacdo leva a transversdes G — T, muito
encontradas em genes supressores de tumor e proto-oncogenes mutados (Loureiro,
2002).

O dano a proteinas pode ocorrer pelo ataque direto de ERO/ERN ou por
produtos da lipoperoxidacado, por exemplo, como o MDA. Estes danos podem levar a
inativacdo de enzimas, receptores de membrana e proteinas transportadoras

(Halliwell e Gutteridge, 2006).

1.2.2 “B URST" OXIDATIVO

O processo inflamatério é um elaborado sistema de defesa nos quais os
fagécitos (PMN, eosindfilos e fagoécitos mononucleares) sdo 0s principais
responsaveis (Babior, 2000). Este processo fisioldgico pode ser desencadeado por
agentes bioldgicos, quimicos ou fisicos, sendo dividido em inflamagdo aguda e

cronica (Mizel e Jarret, 1985).

Os PMN sao as primeiras células a migrarem para o foco inflamatério (Burg e

Pillinger, 2001). Quando o fator lesivo ndo é eliminado ocorre o recrutamento de
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monaocitos circulantes, que se infiltram na area lesada e diferenciam-se em
macréfagos, caracterizando a inflamacgéo crénica (Mizel e Jarret, 1985; Camarero et

al., 1990).

Os macréfagos desempenham importante papel na resposta imune inata e
especifica. Sua principal funcdo € fagocitar particulas estranhas, sejam elas
micrébios, macromoléculas, antigenos ou mesmo o0s proprios tecidos que foram
injuriados ou estdo mortos. Além disso, eles produzem citocinas que recrutam outras

células inflamatdrias, aumentando assim a resposta inflamatoria (Abbas, 1993).

Durante o engolfamento de material particulado ou quando estimulados por
uma variedade de compostos, os fagocitos utilizam-se de dois mecanismos distintos
para a destruicdo do invasor. Inicialmente ocorre a producdo de ERO (mecanismo
oxidativo). Em seguida ha a liberacdo de proteinas digestivas e microbicidas
(mecanismo n&o-oxidativo) no fagossoma que incluem lisozima, proteases e
proteinas geradoras de canais em membranas bacterianas. O mecanismo
microbicida oxidante de fagdcitos ocorre através de uma producdo abrupta de ERO
no fagossoma, através de um sistema denominado NADPH oxidase, no qual a
primeira dessas espécies formadas € o anion superéxido (Sbarra e Karnovisk,

1959).

Este evento induz um aumento exacerbado do consumo de oxigénio
molecular (ndo relacionado a respiragdo celular), aumento da velocidade da via de
hexose-fosfato e mudanca do potencial de membrana € denominado “burst”
oxidativo (Babior, 1984). Tal mecanismo ocorre de acordo com a seguinte

estequiometria:

NADPH + 202 NADPH oxidase NADP+ + 202. o H+

»
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O 0,* sofre reacdes subsequientes que levam a formacdo de ERO mais
eficientes como microbicidas. No fagossoma, o O,*” sofre dismutacgéo, resultando na
producdo de H,O, que € um potente oxidante para varias espécies de bactérias
devido a sua alta permeabilidade a membranas. Através da reacdo de Fenton, na
presenca de metais como Fe™ ou Cu*?, o H,O, origina HO®. O O,*” pode ainda,
sofrer protonacdo em meio &cido, originando a forma altamente reativa HO,®*. O
6xido nitrico (*NO), também é produzido por PMN e macréfagos, no fagossoma,
através da enzima oOxido nitrico sintetase (NOS) e o peroxinitrito (ONOQ’) tem a
capacidade de causar a morte de diferentes microrganismos (Haliwell e Gutteridge,

2006).

Os fagocitos também contam com a acdo da enzima mieloperoxidase
(MPO), presente no cistoplasma. Em presenca de H,O,, esta enzima catalisa a
formacédo de HCIO (acido hipocloroso), conferindo alto poder microbicida as células

de defesa (Babior, 1984).

1.1.3 SITEMAS DE DEFESA ANTIOXIDANTE

Em organismos aerbbicos saudaveis, a producdo de ERO ¢é
aproximadamente balanceada com os sistemas de defesa antioxidante (Halliwell,
2007). O estresse oxidativo resulta do aumento da concentragdo das ERO devido a
maior geracdo intracelular ou pela deficiéncia dos mecanismos antioxidantes
levando a injuria ou mesmo a morte celular. Acredita-se que o estresse oxidativo
contribua efetivamente com doencas relacionadas ao envelhecimento como
aterosclerose, doencas neurodegenerativas, artrite reumatoide, diabetes e cancer

(Halliwell e Whiteman, 2004).
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Segundo Halliwell e Gutteridge (2006), um antioxidante € qualquer
substancia que atrasa, previne ou remove o dano oxidativo de uma molécula alvo.

Os organismos se valem de diversos mecanismos enzimaticos e nhao
enzimaticos para se defenderem dos danos oxidativos. Enzimas como a superoxido
dismutase (SOD) que remove o O,°” através da aceleragdo de sua dismutacdo em
0O, e H,0O, e a catalase (CAT), por sua vez, converte H,O, em H,O e O, (Halliwell,
1996).

Outra enzima que atua na remocado de H,O, € a enzima glutationa
peroxidase (GPX). Na presenca de H,O,, a molécula da glutationa (GSH) € oxidada
a GSSG pela acdo da GPX (Babior, 1997). A glutationa reduzida é regenerada pela
acao da enzima glutationa redutase (GR) com gasto de NADPH. O NADPH pode ser
gerado por diversas rotas metabdlicas, sendo particularmente relevante a via das
pentoses atraveés da conversdo de glicose 6-fosfato (G6P) a Glicono-d-lactona 6-
fosfato (6PGL) pela enzima glicose 6-fosfato desidrogenase (G6PD). A GSH também
esta envolvida na detoxificacado de eletrofilos enddégenos e exdgenos (X) através da
conjugacgao via glutationa-S-transferases (GST). Estes conjugados, bem como a
prépria. GSH podem ser transportados para fora da célula (Maher, 2006). GSH
também esta envolvida metabolismo de lipoperdxidos e € uma potente
sequestradora de alguns ERN como o ONOO" (Halliwell, 1996). A figura 7 representa
0 metabolismo da GSH.

Dentre os antioxidantes bioldgicos de baixo peso molecular, podem ser
destacados os de origem endégena como GSH, a bilirrubina e o acido urico. Os de
origem exdgena de destaque sdo carotendides, tocoferdis e o acido ascorbico

(vitamina C) (Babior, 1997).



GSX
GST

6PGL NADPH GSH H,0,
G6PD GR GPX
G6P NADP* GSSG H2.0

Figura 7. Metabolismo da Glutationa.
Modificado de Maher, 2006.
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2. OBJETIVO
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Devido a evidéncias da potencialidade das macroalgas da costa brasileira

serem importantes organismos sintetizadores de compostos secundarios bioativos,

os objetivos deste trabalho foram:

L)

*,

X/
L X4

B

*

0

0

padronizacdo da metodologia de extracao e obtencao de fracdes;

determinacdo da atividade antioxidante das fracdes obtidas por diferentes

técnicas;

realizacdo de ensaios de viabilidade celular de macrofagos na presenca das

fracbes HEX, AC e MeOH

Estudo da acédo das fracdes sobre o “burst” oxidativo;

realizacdo de ensaios antimicrobioanos através da metodologia de

Concentracao Inibitoria Minima.
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3. MATERIAIS E METODOS
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3.1 COLETA E METODOLOGIAS DE EXTRAGCAO E ANALISE

3.1.1 Coleta das Macroalgas

Foram utilizadas as macroalgas vermelha marinha G. domingensis e G.
birdiae obtidas diretamente do mar coletadas na praia do Cotovelo, em Natal-RN,
em colaboracdo com a Profa. Dra. Eliane Marinho-Soriano, da Universidade Federal
do Rio Grande do Norte (Departamento de Oceanografia e Limnologia). As algas
foram congeladas em freezer e posteriormente levadas em gelo seco ao Instituto de

Quimica da USP e armazenadas em freezer -20C até a realizacdo dos ensaios.

3.1.2 Metodologia de extracéo e fracionamento

A alga foi descongelada, lavada com agua destilada e seca em papel
absorvente. Apds este processo, ela foi triturada em nitrogénio liquido e submetida
ao processo de liofilizagdo por aproximadamente 48 horas. A massa algal seca foi
adicionado etanol absoluto a uma proporcdo de 10 mL por grama da alga seca. O
macerado em presenca do solvente foi acondicionado em um shaker em
temperatura ambiente por 24 horas. A extragao foi repetida por 4 vezes. O extrato
bruto etandlico foi filtrado em papel Watman e concentrado em speed vac. O

processo de extracdo esta representado na figura 8.
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Alga
¢ 10 P> Trituracio (N, liquido)
Liofilizacéo

'

Alga triturada + Extracdo com
Etanol

'

Extracdo em shaker por 24 horas (processo 3x)

!

Centrifugacéo (10.000 rpm, 25 °C, 10 minutos) e

'

Sobrenadante

'

Secagem em speed vac Extrato etanélico bruto

>

Figura 8. Processo de obtencao do extrato etandlico bruto.

O extrato bruto etandlico seco foi ressuspenso em diclorometano na
concentracdo de 10mg/mL e submetido a extracdo em fase solida. O processo
utilizou cartuchos Sep Pak Silica. Foram aplicados 400 pyL da solugdo sobre o
cartucho. A eluicdo se deu inicialmente por 5,0 mL de hexano, seguido por 5,0 mL
acetato de etila e 10,0 mL de metanol (MeOH) em um fluxo de 2,0 mL/minuto,
obtendo-se respectivamente os extratos HEX, AC e MeOH. As fracbes foram
coletadas, secas sob atmosfera de nitrogénio, liofilizadas por 24 horas e
armazenadas em freezer a -20 C. O processo de extracdo em fase solida esta

representado na figura 9.
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solvente Peristaltica

Fracdo Coletada

Figura 9. Processo de extracdo em fase solida.

3.1.3 Obtencéao de extrato aquoso

Para a realizacdo dos ensaios de atividade antifungica e antibacteriana
também foram testados extratos aquosos

As algas foram descongeladas, lavadas para eliminacdo de impurezas e
secas em papel absorvente. ApGs este processo, foram trituradas em almofariz em
presenca de nitrogénio liquido. Estas foram usadas para extracao na proporgéo de 1
g de alga para 5 mL de tampao fosfato de s6dio 20 mM pH 7,0. Em seguida, ficaram
em banho de ultrasom com controle de temperatura (£ 20 C) por 1 hora e depois
ficaram sob agitacdo por mais duas horas em temperatura ambiente. O macerado foi
entdo centrifugado a 9200 x g por 30 minutos a 4 €. O extrato limpido foi obtido

para determinagcéao da concentracdo protéica e de atividade antimicrobiana.
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3.2 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

3.2.1 Atividade sequestrante de radicais DPPH

A atividade sequestrante de radicais DPPH é considerada um método
classico simples e rapido de avaliacdo da atividade antioxidante, adequado para
extratos vegetais (Sanchez-Moreno, 2002). O método baseia-se na reducdo do
radical DPPH (roxo) na sua hidrazina correspondente (amarela), através da sua
reacdo com doadores de hidrogénio (RH) ou outros radicais (A") (Figura. 10) (Brand-
Williams, 1995).

A reducdo do radical a sua hidrazina é caracterizada pela mudancga da cor
da solucdo de roxo para amarelo. A reacdo € monitorada verificando-se decréscimo

da absorbancia determinado espectrofotometricamente na faixa de 515 a 528 nm.

QL QL

g |
N« N H
O, no, * RH > O, no, + R
MO, MO,
Radical difenilpicrilidrazila (roxo) Difenilpicrilidrazina (amarelo)

Figura 10. Possivel reacdo com o radical DPPH.

A atividade sequestrante de radicais DPPH foi determinada de acordo com o
meétodo de Burits e Bucar (2000), com modificagfes. Adicionou-se 20 pL de uma
solucdo metandlica de DPPH 0,004% a 100 pL das solucbes das amostras

dissolvidas em metanol obtendo-se um volume final de 200 pL (a reacdo foi
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realizada em placas de 96 pocos de fundo chato). Para obtencdo do controle
negativo utilizou-se 100 pL de metanol no lugar da solucdo de amostra. A
preparacao foi agitada e incubada no escuro, sob temperatura ambiente por 30
minutos. Decorrido o tempo, as absorbancias foram determinadas a 517 nm no leitor
de microplacas multimodular Infinite M200, marca Tecan. Foram utilizados vitamina
E (faixa de concentracdo de faixa de concentracdo de 1 a 2000 ug/mL) e acido
galico (faixa de concentracdo de faixa de concentracéo de 0,1 a 2000 pg/mL) como
controles positivos.

O calculo da atividade sequestrante de DPPH seguiu a equacéao:

% Inibicdo = (Abs controle negativo — AbS amostra ) X 100
ADbs controle negativo

3.2.2 Sistema H >0/luminol/HRP

A atuacdo dos extratos e suas fragbes sobre a intensidade de
quimiluminescéncia no sistema H,O/luminol/HRP foi determinada de acordo com
Marquele e colaboradores (2005) e Kabeya e colaboradores (2007), com
modificacdes. A cada po¢co de uma placa de Elisa branca de 96 pocos foram
adicionados 125 pL da amostra (dissolvida em DMSO:tampéo fosfato 0,1M pH 7,4
10:90) ou DMSO:tampéo fosfato 0,1M pH 7,4 10:90 (controle), 25 uL de luminol
(concentracéo final 1,13 x 10* M), 25 pL de H,O. (concentracao final de 5 x 10° M) e
50 pL de PBS 0,1M pH 7,4. A reacdao foi iniciada com a adicao de 25 pL de HRP a
uma concentragédo final de 0,2 Ul/mL chegando a um volume final de reacéo de 250
pML. A quimiluminescéncia foi monitorada a 25T por 15 minutos pelo leitor de

microplacas (item 3.2.1) gerando um grafico URL (Unidades Relativas de Luz) x
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Tempo (segundos). Os valores das areas sob a curva foram determinados com o
auxilio do programa origin 6.0. Foi utilizado acido galico como controle positivo.
A inibicdo de quimiluminescéncia promovida pelas amostras foi expressa em

percentagens de inibicdo através do seguinte calculo:

% Inibicdo = (1 — AUC das amostras testes) x 100
AUC do controle

3.2.3 Atividade quelante de ions ferro Il

A atividade quelante de ions ferro Il foi realizada segundo metodologia
descrita por Kumaran e Karunakaran (2006), com modificacbes. Ferrozina € um
composto amplamente utilizado na determinacéo de Fe®*. Na presenca de Fe?*, a
ferrozina forma um complexo vermelho, cuja absorbancia € determinada em 562 nm.
Na presenca de agentes quelantes, menos fons Fe?* estardo disponiveis para a
formag&o do complexo com ferrozina o que resulta num decréscimo da absorbancia.

Uma aliquota de 220 pL de amostra foi diluida em etanol:dgua (125:95) e foi
transferida para cada poco de uma placa de 96 pocgos de fundo chato. Adicionou-se
10 pL de uma solugcdo de sulfato ferroso 1 mM e 20 yL de ferrozina 2,5mM. A
mistura foi agitada no proprio aparelho leitor de microplacas multimodular (item
3.2.1) e passados 20 minutos, a leitura foi feita em 562 nm. Foi utilizado EDTA
(agente quelante) como controle positivo. A atividade quelante (AQ) das amostras foi

calculada segundo a equacao:

% AQ = Ab — Aa x 100
Ab



33

Onde Ab é absorbancia do branco (solucédo de FeSO,, ferrozina e solucéo
hidroalcoolica) e Aa é a absorbéancia da solucdo contendo o controle positivo ou as

fracOes testadas.

3.2.4 Poder redutor

O poder redutor foi testado segundo metodologia descrita por Kumaran e
Karunakaran (2006), com modificacfes. Uma aliquota de 0,2 mL de amostra, diluida
em etanol P.A., foi transferida para tubo tipo eppendorf de 2 mL. A amostra foram
adicionados 0,5 mL de tampéo fosfato 0,2 M (pH 6,6) e 0,5 mL de solugcdo de
Ks[Fe(CN)s] 1%. Esta solucéo foi incubada em banho-maria a 50 T por 30 minutos.
Passado este periodo, foi adicionado 0,5 mL de uma solucéo de acido tricloroacético
10 % p/v a solucdo incubada e agitou-se por alguns segundos. Em seguida, a
solucdo foi centrifugada a 300 g por 10 minutos. Uma aliquota de 0,5 mL do
sobrenadante da solucdo centrifugada foi transferida para outro tubo tipo eppendorf
e a este tubo foram adicionados 0,5 L de agua destilada e 0,1 mL de uma solucao
de FeCl; 0,1 % p/v. Foi utilizado BHTcomo controle positivo na faixa de concnetr¢céo
de 25 a 500 pg/mL.

A leitura foi realizada a 700 nm em espectrofotbmetro Shimadzu. Quanto

maior a absorbancia maior o poder redutor.
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3.3 Acao das fracdes metandlicas sobre o “Burst” ox idativo

3.3.1 Isolamento de macrofagos

Foram utilizados 60 camundongos machos da linhagem Swiss, com idade
entre seis e nove semanas, mantidos no biotério do Instituto de Quimica da
Universidade de Sao Paulo (IQ/USP), com racdo peletizada e agua ad libitum, em
regime de luz/escuro de 12h/12h, com temperatura 25 + 2<C.

Os experimentos com animais foram aprovados pela Comissio de Etica m
Cuidados e Uso Animal (CECUA) do IQ-USP em 28/07/2006.

Os macroéfagos foram isolados da cavidade peritoneal de animais segundo
metodologia descrita por De Pierre e Karnovsky (1974). Para desencadear as
condi¢cbes de inflamacéao cronica, foi injetado 1,0 mL de caseinato de sédio 12% m/v
em solucdo salina na cavidade peritoneal de cada animal (Rabadji et al., 1996).
Apods 4 dias, os animais foram sacrificados por deslocamento da coluna cervical.
Foram injetados 5,0 mL de PBS gelado na cavidade peritoneal de cada animal,
sendo os lavados sugados com seringa plastica, reunidos e centrifugados a 270 x g

por 10 minutos a 4C (Camarero et al., 1990).

3.3.2 Testes de viabilidade celular

A viabilidade celular foi determinada pelo ensaio com MTT segundo o
método de Kujbida et al. (2006). O método implica na conversdo do MTT, um
pigmento amarelo e hidrossoltvel, em formazan que é insoltvel e de cor roxa. Para

esta convers&o ocorrer € necessaria a redugédo do MTT que ocorre pelo H vindo do
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NADH das células vivas. A quantificacdo de formazan foi obtida realizando-se a
leitura das solu¢des em 540 nm, em espectrofotdmetro.

As fracdes foram dissolvidas em DMSO:Tampéao fosfato 0,1 M pH 7,4
(glicosado, ou seja, contendo glicose 1 mg/mL) 10:90 de forma a obter
concentracfes finais de (25 - 500 pg/mL). As suspensdes celulares estavam na
concentracdo de 2 x 10° células/mL em tampao fosfato 0,1 M pH 7,4 glicosado.

Os ensaios foram realizados em triplicatas. As células foram incubadas em
estufa a 37 T com 5% de CO, por 30 minutos apenas com o tampao fosfato
glicosado, ou com o veiculo de dissolucdo das fracbes ou com as diferentes
concentra¢gbes das amostras.

Decorridos os 30 minutos de incubacdo, MTT (12 mM) foi adicionado e as
suspensdes celulares continuaram incubadas por 1,5 horas nas mesmas condi¢des
descritas acima. Foi realizado um experimento controle no qual o MTT foi incubado
com a maior concentracdo das fracOes pra verificar se estas reduziam o MTT por Si
SO.

Apés as 1,5 horas de incubagdo o sobrenadante foi desprezado e ao
precipitado formado foi adicionado 50 uL de DMSO. Apoés incubagéo por 24 horas a
solugcéo foi novamente centrifugada e o sobrenadante submetido & leitura em 540

nm no leitor de microplacas (item 3.2.1).
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3.3.3 Quimiluminescéncia

O meétodo baseia-se na amplificacdo da quimiluminescéncia natural das
ERO (oxigénio singlete, produtos de lipoperoxidacdo, dioxidos de etanos, etc.)
conseguida através da adicdo de luminol a suspenséo celular.

Os ensaios foram realizados em triplicata, utilizando-se microplacas brancas
com pocos 96 de 0,3 mL. A leitura foi feita no leitor de microplacas multimodular
(item 3.2.1) com controle de temperatura para 37<.

Cada poco continha 1 x 10° células/mL em tamp&o fosfato 0,1 M pH 7,4
glicosado. O ensaio valeu-se de quatro grupos testes a fim de se verificar a validade
dos resultados obtidos.

« Branco: Macréfagos (1 x 10° células/mL) + luminol (1 mM) + tamp&o

fosfato glicosado 0,1 M pH 7,4;

« Controle: Macréfagos (1 x 10° células/mL) + luminol (1 mM) + PMA (40
ng/ ensaio) + tampéao fosfato 0,1 M pH 7,4 glicosado;

« Teste: Macréfagos (1 x 10° células/mL) + luminol (1 mM) + fracéo
metandlica + PMA (40 ng/ ensaio) + tampao fosfato 0,1 M pH 7,4
glicosado;

* Controle falso-positivo: luminol (1 mM) + fracdo metandlica + tampao
fosfato glicosado 0,1 M pH 7,4 (Verificacdo da probabilidade de reacéo
entre extrato e Luminol levando a um resultado falso-positivo).

Para que fosse constatada uma atividade de inibicdo ou estimulo do “burst”

oxidativo, o0 grupo teste deveria apresentar uma diminuicAo ou aumento
estatisticamente significativo em relacdo ao grupo controle (método adaptado por

Punchard et al., 1996).
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3.4 Atividade antibacteriana

3.4.1 Microrganismos

Utilizou-se 4 espécies de bactérias gram-negativas sendo estas, a
Escherichia coli ATCC 25922, a Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, a Klebsiella
pneumonae ATCC 10231 e a Salmonella typhi ATCC 19430. Os microrganismos
gram-positivos testados foram o Staphylococcus aureus ATCC 29213, o
Streptococcus pneumoniae ATCC 49619, o Bacillus subtilis ATCC 6633 e o
Enterococcus faecalis ATCC 29212.

A metodologia desenvolvida seguiu as normatizacbes do documento de

referéncia M7-A6 (NCCLS, 2003).

3.4.2 Preparo das amostras e das placas de microdil  uic&o

Os extratos e fracdes foram dissolvidos em solu¢cdo de DMSO:H,0O (10:90).
O antibiotico padrao utilizado como controle tetraciclina também foi dissolvido da
mesma forma. Antes da realizagdo do ensaio com extratos foi realizado um
experimento controle para verificar se o veiculo ndo apresentou capacidade de inibir
0 crescimento bacteriano por si sO.

As solucdes de amostra e padréo de tetraciclina foram diluidas em série de
modo a obter volume final de 50 yL e as concentragdes finais testadas encontram-se

na tabela 1. Foram utilizadas placas de microdiluicdo com 96 pocos e fundo em U.
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Tabela 1. Concentracbes dos extratos e fracbes e do padrdo tetraciclina para o
ensaio de CIM.

Diluicédo Extratos e fracoes testadas ( pg/mL) Tetraciclina ( pg/mL)
Diluicédo 1 1000 1280
Diluicdo 2 500 640
Diluicdo 3 250 320
Diluicdo 4 125 160
Diluicdo 5 62,5 80

Diluicdo 6 31,25 40

3.4.3 Inbculo

A partir de uma cultura de bactéria congelada a -80 €T foi feita uma
inoculacdo em placa de petri contendo agar nutriente mantida em estufa a 35 < por
24 horas para o desenvolvimento das col6nias. Com uma al¢ca de platina esteéril
transferiu-se de 3 a 4 colbnias para tubos de ensaio de 15 mL contendo caldo
Mueller Hinton Il cation ajustado pH 7,2 a 7,4. A suspenséao foi incubada em estufa
por 2 a 3 horas a 35T. Ajustou-se o numero de células/mL segundo a escala
Mcfarland em espectrofotometro (A= 625 nm) obtendo-se uma absorbancia de 0,08 a

0,1 (concentracéo bacteriana de 1 x 10° UFC/mL).

3.4.4 Inoculacéo nas placas de microdiluicéo

A suspensdo de bactérias na concentracédo de 1x10° UFC/mL foi diluida na
proporcao de 1:1000 com Mueller Hinton Il cétion ajustado pH 7,2 a 7,4 e entdo 50
ML foi adicionado a cada poco da placa de microdiluicdo obtendo-se uma
concentracdo final de 1 x 10°> UFC/mL.

O controle positivo ou de crescimento continha 50 pL de Caldo Mueller

Hinton Il cation ajustado pH 7,2 a 7,4 e 50 uL do inéculo.
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O controle de esterilidade do meio continha 100 pL de meio Caldo Mueller
Hinton cétion ajustado pH 7,2 a 7,4.
As placas de microdiluicdo foram incubadas a 35 C, sem agitacdo por 20 a

24 horas.

3.4.5 Leitura e interpretacéo dos resultados

A leitura foi feita visualmente sendo que a CIM foi determinada como sendo

a menor concentracdo do extrato capaz de inibir completamente o crescimento da

bactéria detectado a olho nu.

3.5 Atividade antifungica

3.5.1 Microrganismos

Foram utilizadas 2 espécies de leveduras sendo Candida albicans ATCC

10231 e Candida parapsilosis ATCC 29212.

A metodologia desenvolvida seguiu as normatizacbes do documento de

referéncia M27-A2 (NCCLS, 2002).

3.5.2 Preparo do meio de cultura do ensaio — Meio R PMI

Foi utilizado o meio sintético RPMI 1640 com L-glutamina, sem bicarbonato

de sddio e com indicador de pH vermelho de fenol. O meio foi tamponado com acido
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morfolino propanossulfénico (MOPS) em concentracéo final de 0,165 mol/L, pH 7,0.

A esterilizacdo do meio foi feita por filtracdo em membrana com poros de 0,22 um.

3.5.3 Preparo das amostras e das placas de microdil  uicéo

Os extratos e fracGes foram dissolvidos em solu¢cdo de DMSO:H,0, (10:90).
O antifungico padréo utilizado como controle, Fluconazol, também foi dissolvido da
mesma forma. Antes da realizacdo do ensaio com extratos verificou-se se o0 veiculo
nao apresentou capacidade de inibir o crescimento bacteriano por si so.

As solucdes de amostra e padrao foram diluidas em série de modo a obter
volume final de 50 pL e as concentragdes finais testadas encontram-se na tabela 2.
Foram utilizadas placas de microdiluicdo com 96 pocos de fundo chato.

Para o ensaio com o extrato aquoso foram adicionados 10 yL deste em 90
ML de meio RPMI na primeira fileira de po¢os com diluicdo seriada para os proximos
POGOS.

Tabela 2. Concentracdes dos extratos e fragcdes e do padréo fluconazol para o
ensaio de CIM.

Diluicéo Extratos e fragOes testadas ( pg/mL) Tetraciclina ( pg/mL)
Diluicédo 1 1000 64
Diluicéo 2 500 32
Diluicdo 3 250 16
Diluicdo 4 125 8
Diluicao 5 62,5 4
Diluicdo 6 31,25 2

3.5.4 In6culo

A partir de uma cultura dos fungos congelados a -80 T foi feita inoculacao
em placa de petri contendo meio agar Sabouraud-dextrose e mantida em estufa a 35

T por 24 horas. Com uma alca de platina estéril tr ansferiu-se 5 colonias para tubos
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de ensaio contendo 5 mL de solucéo de NaCl 0,85% estéril. A suspensao resultante
foi colocada em agitador vortex por 15 segundos e a densidade celular foi ajustada
em espectrofotobmetro, acrescentando-se solucdo salina suficiente para obter a
transmitancia equivalente de uma solucdo padrdo de McFarland 0,5, em
comprimento de onda 530 nm. Este procedimento forneceu uma suspensao de

levedura contendo 1 x 10° a 5 x 10° células/mL.

3.5.5 Inoculacao nas placas de microdiluicao

A suspenséao foi diluida 1:50 e depois 1:20 em meio RPMI 1640 (Sigma,
EUA), resultando numa concentracéo de 1 x 10% a 5 x 10® UFC/mL. Adicionou-se 50
ML desta suspensdo a cada poco da placa de microdiluicio obtendo-se uma
concentracdo final de 0,5 x 10% a 2,5 x 10° UFC/mL.

O controle positivo ou de crescimento continha 50 yL de meio RPMI 1640 e
50 uL do inéculo.

O controle negativo ou de esterelidade do meio continha 100 yL de meio
RPMI 1640.

As placas foram incubadas a 35 C, sem agitagao por 48 horas.

3.5.6 Leitura e interpretagéo dos resultados

A leitura da turbidez resultante do crescimento dos inéculos, em cada pogo

das placas de microdiluigéo foi realizada em leitor de microplacas multimodular (item

3.2.1) em comprimento de onda de 492 nm.
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O ponto final de leitura para obtencéo do valor de CIM foi definido como a

menor concentracdo na qual ocorre 50 % de inibicdo do crescimento do inéculo.

3.6 Determinacdo de compostos fendlicos totais

Os extratos etanodlicos secos de G. Birdiae e G domingensis foram
ressuspensos em metanol a uma concentracdo de 7,5 mg/mL. Em tubo de ensaio de
10 mL foram adicionados 3,0 ml de agua Milli-Q, 250 pL de reagente de Folin
Ciocalteu e 200 pL da solucdo de extrato e agitou-se por 1 minuto. Em seguida,
foram adicionados 1 mL de uma solucédo de Na,CO3 15% e agitou-se por mais 30
segundos e adicionou-se 650 pL de agua ultrapurificada perfazendo um volume total
de 5 mL. ApOs 2 horas, as amostras e padrdes foram filtrados em filtro millex 0,45
Hm e suas absorbancias foram medidas em 750 nm utilizando espectrofotémetro
Shimadzu tendo como branco metanol e todos os reagentes menos 0s extratos.

O teor de fendlicos totais foi determinado pela interpolacdo da absorbancia
das amostras contra uma curva de calibracdo construida com padrbes de &acido
galico (1 a 5 yg/mL) e expresso como miligramas de equivalentes de acido galico

por grama de extrato. Andlises foram realizadas em triplicata.

3.7 Determinagédo de proteinas soluveis totais

O conteudo de proteinas sollUveis presentes no extrato protéico utilizado no
ensaio antifingico foi determinado pelo método de Bradford utilizando-se BSA como
padrdo (Bradford, 1976). As absorbancias foram medidas em 595 nm utilizando o

leitor de microplacas multimodular (item 3.2.1).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO



a4

4.1 Atividade antioxidante das fracoes

4.1.1 Inibicdo do radical DPPH

As fracdes obtidas das algas, preparadas em diferentes concentracdes,

foram testadas frente a sua capacidade de reducédo do radical DPPH. Os resultados

podem ser vistos na figuras 11 e 12.
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Figura 11. Capacidade de reducéo do DPPH para diferentes concentracées das fracGes de G. birdiae
e dos padrbes Vitamina E e Acido Galico. Os resultados representam média + desvio padrao (n=3).
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Figura 12. Capacidade de reducdo do DPPH para diferentes concentracdes das fracbes de G.
domingensis e dos padrdes Vitamina E e Acido Galico. Os resultados representam média + desvio
padrdo (n=3).

Neste modelo experimental, as fragbes mais apolares das algas mostraram-
se mais ativas. Dentre todas as fracOes testas, a fragdo hexéanica obtida da
macroalga G. birdiae apresentou-se como a mais ativa com IC 50 de 1020 pg/mL.
Estes resultados estdo de acordo com os obtidos por Guaratini (2008), que
constatou maior atividade antioxidante dos extratos mais apolares de G. birdiae.

Os padrdes de vitamina E e acido galico, cujos resultados sdo visualizados
na figura 13, alcancaram atividade reducao do radical DPPH em uma concentracao
muito menor que a das fragcbes testadas, com IC 50 de 8,35 e 1,02 pg/mL,

respectivamente.
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Figura 13. Capacidade de redug¢do do DPPH para diferentes concentracbes de substancias com
atividade sequestrante de radicais DPPH conhecida: vitamina E e &cido galico. Os resultados
representam média + desvio padrdo (n=3).

Zubia e Robledo (2007) verificaram a capacidade de reducdo de DPPH de
48 espécies de algas, sendo 23 Rodophytas, 8 Phaeophytas e 17 Clorophytas. O
estudo foi realizado a partir do extrato de diclorometano:metanol na propor¢céo de
2:1. Dentre as Rodophytas, a alga Chondria baileyana foi a que apresentou a maior
atividade antioxidante com IC 50 de 2,84 mg/mL. O género Gracilaria apresentou
atividade antioxidante discreta em comparacdo com outros géneros. A alga mais
potente foi Gracilaria tikvahiae com IC 50 de 28,94 mg/mL, atividade 10 vezes menor
que a obtida com Chondria baileyana.

Embora os resultados obtidos por Zubia e Robledo (2007) indiquem baixa
atividade antioxidante do género Gracilaria, as comparacdes entre estudos tornam-
se dificeis devido a utilizacdo de protocolos de extracdo diferentes bem como

variacOes periodos de coleta e localizacao.
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4.1.2 Geracédo de ERO através do sistema luminol-HRP - H,O,

A reacdo de quimiluminescéncia € um termo utilizado para descrever
qualguer reacdo quimica na qual um dos produtos € a emissdo de luz. A
quimiluminescéncia ocorre quando uma molécula, em seu estado eletronicamente
excitado, relaxa ao seu estado de menos energia (Dodeigne et al., 2000). Para que a
reacao ocorra, o estado eletronicamente excitado deve perder energia na forma de
féton ou transferir energia para outra molécula capaz de emitir luz (Hastin e Wilson,
1976).

As peroxidases constituem uma variedade de enzimas distribuidas pelo
reino animal e vegetal. A enzima HRP (peroxidase de raiz forte) esta presente na
raiz de rabano da espécie Aromacia rusticana. E uma glicoproteina cujo grupamento
prostético ferriprotoporfirina IX (Fe** protoporfirinico) esta ligado ndo covalentemente
a porcao protéica da enzima.

A reacdo enzimatica da HRP ocorre em trés etapas distintas como

demonstram as seguintes equacoes:

HRP(Fe®*") + ROOH — Composto-l + ROH
Composto-l + AH, — Composto-Il + AH’

Composto-Il +AH, — HRP(Fe*®) + AH" + H,0

Na primeira etapa, a enzima reduz ROOH formando um composto oxidado
intermediario (Composto-l). A forma oxidada da enzima é entdo, reduzida a sua
forma nativa em duas etapas, sendo que em cada etapa uma substancia organica é

oxidada (Ruzgas et al., 1996; Jantschko et al., 2002).
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A molécula de luminol e seus derivados podem sofrer reacfes que geram
quimiluminescéncia como pode ser visto na figura 14. A molécula intermediaria
chave é um a-hidroperéxido obtido pela oxidacdo do anel heterociclico. A
decomposicdo deste intermediario leva a formacao do ion aminoftalato com emisséo
de luz. Em meio solventes proéticos (agua, mistura de agua e outros solventes),
varios derivados de oxigénio (O, peroxidos, O,°") sdo capazes de oxidar o luminol a

partir de reacdes enziméaticas (Dodeigne et al., 2000).
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Figura 14. Mecanismo simplificado de reacdo do luminol. Fonte: Dodeigne, et al. (2000).

A oxidacdo do luminol catalisada pela HRP na presenca de H,O, € um
modelo experimental muito utilizado na pesquisa de novas moléculas com atividade
antioxidante. Isto ocorre devido a alta sensibilidade, ao procedimento relativamente
simples e ao baixo custo. Aléem disso, demonstra-se muito Gtil na avaliacdo da

atividade antioxidante de compostos naturais (Kabeya et al., 2007).
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As fracdes obtidas das algas, preparadas em diferentes concentracoes,
foram testadas frente a sua capacidade sequestrante de ERO geradas pelo sistema
luminol-HRP-H,0,. Os resultados apresentados nas figuras 15 e 16 demonstram
uma maior atividade de inibicdo de emissao de luz dos extratos hexanicos de ambas

as algas.
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Figura 15. Inibicdo da emisséo de luz a partir das rea¢cBes luminescentes do sistema Luminol-HRP-
H,O, para diferentes concentrac@es de das fracdes de G. birdiae. Os resultados representam média +
desvio padrdo (n=3).
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Figura 16. Inibicdo da emisséo de luz a partir das rea¢Bes luminescentes do sistema Luminol-HRP-
H,O, para diferentes concentracbes das fragbes de G. domingensis. Os resultados representam
média + desvio padrdo (n=3).
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Foi realizada uma curva dose resposta do padrdo acido galico, cujos
resultados sédo visualizados na figura 17. O IC 50 encontrado para o acido galico foi

de 0,11 pg/mL.
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Figura 17. Inibicdo da emiss&o de luz a partir das reag6es luminescentes do sistema Luminol-HRP-
H,O, para diferentes concentracdes de substancia com atividade antioxidante conhecida: Acido
galico. Os resultados representam média + desvio padrao (n=3).

Os resultados obtidos no ensaio do sistema luminol-HRP- H,O, corroboram
0s obtidos com a atividade de reducdo de DPPH. Os dois ensaios antioxidantes
relatados demonstram uma maior capacidade antioxidante das fragbes mais
apolares (extrato HEX). Para este ensaio 0 extrato hexanico de G. birdiae
apresentou-se mais ativo com IC 50 de 33,3 pg/mL enquanto que G. domingensis

apresentou IC 50 de 97,2 ug/mL.
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4.3 Atividade quelante de ions ferro Il

O ferro tem importante papel bioldégico e esta presente em processos de
geracdo de ERO. Este metal pode estimular a lipoperoxidacao via reacédo de Fenton.

A ferrozina utilizada nos experimentos € um composto muito utilizado na
determinacdo de ferro. Na presenca de Fe*? ocorre a formacdo de um complexo
vermelho com absor¢cdo em 562 nm. Quando da adicdo de um agente quelante,
menos ferro estara disponivel para a formagdo do complexo e consequentemente
havera uma diminuicdo da absorbancia em 562 nm.

As fragcOes da alga G. birdiae ndo alteraram a absorbancia em 562 nm
mostrando ndo possuirem atividade quelante detectavel. Porém, as fracdes da alga
G. domingensis ja apresentam atividade quelante detectével, principalmente a fracao

metandlica, como mostra a figura 18.
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Figura 18. Atividade quelante ions Fe* das fracbes de G. domingensis e de EDTA em diferentes
concentracdes. Os resultados representam média + desvio padrdo (n=3).

Vérios trabalhos associam compostos fendlicos a atividade quelante.

Posteriormente, o item 4.8 desta dissertacdo relata uma maior concentracdo de
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compostos fendlicos presentes na alga G. domingensis. Tal fato pode explicar o fato

de as fracdes de G domingensis terem apresentado atividade quelante detectavel.

4.4 Poder redutor

O ensaio de poder redutor baseia-se na reducdo do Fe*3, presente no
ferrocianeto de potassio, a Fe™. Com a reducdo, forma-se um complexo azul
conhecido com azul da Prussia. Quanto maior o poder redutor, maior a formacéao do
complexo azul e maior a absorbancia a 700 nm.

Os resultados apresentados nas figuras 19 e 20 demonstram que todas as
fracbes de ambas as algas ndo apresentaram atividade de poder redutor significativa
em comparacao com os padrbes BHT e acido ascorbico. Apesar da baixa atividade,

0 aumento da concentracado resultou num discreto incremento do poder redutor.
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Figura 19. Poder redutor das fracbes de G. birdiae e dos padres BHT e acido ascorbico
concentracdes. Os resultados representam média + desvio padrdo (n=3).
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Figura 20. Poder redutor das fracdes de G. birdiae e dos padrbes BHT e &cido ascérbico em
diferentes concentracdes. Os resultados representam média + desvio padrao (n=3).

4.4 Acéo das fragOes sobre o “burst” oxidativo

4.4.1 Viabilidade celular

A viabilidade celular dos macrofagos foi determinada pelo método de
reducdo do MTT, que determina a funcionalidade de desidrogenases celulares. As
figuras abaixo demonstram que a incubagdo por 30 minutos com as fracdes
metandlicas de ambas as algas (25-500 pg/10° macréfagos) ndo alteraram a
viabilidade celular dos macroéfagos (Figuras 21 e 22).

Porém, a incubacdo com as fracbes AC e HEX apresentaram queda na
viabilidade celular proporcionalmente ao aumento da concentracdo, indicando

interferéncia nos ensaios do “burst” oxidativo (Figuras 21 a 26).
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Fracdo MEOH

120 -

100 | M{
K%
[3)
N 0
>
[%2]
o
@ 60 d o
S
&
g 40 -
()
©
e 20 4

0
0 25 50 100 250 500
Concentragdo (ug/mL)

Figura 21. Ensaio de viabilidade celular de macréfagos tratados com fragdo metandlica de G. birdiae
(0-500 pg/10° macréfagos, 37C, 30 min). Aliquotas (2 x 10° células/mL) foram submetidas a
determinacéo de viabilidade celular pela reducdo de MTT. Os resultados representam média + desvio
padrdo de trés experimentos independentes realizados cada um em triplicata.
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Figura 22. Ensaio de viabilidade celular de macréfagos tratados com fracdo metandlica de G.
domingensis (0-500 pg/10° macréfagos, 37°C, 30 min)). Aliquotas (2 x 10° células/mL) foram
submetidas a determinagédo de viabilidade celular pela redugcdo de MTT. Os resultados representam
média * desvio padrdo de trés experimentos independentes realizados cada um em triplicata.
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Figura 23. Ensaio de viabilidade celular de macréfagos tratados com fracdo AC de G. birdiae (0-500
Hg/10° macréfagos, 37<C, 30 min)). Aliquotas (2 x 10 ° células/mL) foram submetidas & determinacao
de viabilidade celular pela reducdo de MTT. Os resultados representam média + desvio padrdo de
trés experimentos independentes realizados cada um em triplicata.
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Figura 24. Ensaio de viabilidade celular de macréfagos tratados com fragdo AC de G. domingensis
(0-500 pg/10° macréfagos, 37C, 30 min)). Aliquotas (2 x 10° células/mL) foram submetidas a
determinacéo de viabilidade celular pela reducéo de MTT. Os resultados representam média + desvio
padrdo de trés experimentos independentes realizados cada um em triplicata.
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Viabilidade celular - G. birdiae
Fragdo HEX
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Figura 25. Ensaio de viabilidade celular de macréfagos tratados com fragdo HEX de G. birdiae (0-500
Hg/10° macréfagos, 37<C, 30 min)). Aliquotas (2 x 10° células/mL) foram submetidas & determinagéo
de viabilidade celular pela redugédo de MTT. Os resultados representam média + desvio padrdo de
trés experimentos independentes realizados cada um em triplicata.
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Figura 26 Ensaio de viabilidade celular de macréfagos tratados com fracdo HEX de G. domingensi
(0-500 ug/10° macréfagos, 37C, 30 min)). Aliquotas (2 x 10° células/mL) foram submetidas a
determinacéo de viabilidade celular pela reducdo de MTT. Os resultados representam média + desvio
padrdo de trés experimentos independentes realizados cada um em triplicata.

Em consequéncia dos resultados encontrados, foram testadas apenas as
fracbes MEOH de G. birdiae e G. domingensis sobre a funcéo do “burst” oxidativo de

macrofagos.
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4.4.2 Ensaio de quimiluminescéncia

Apenas as fragbes metanolicas foram testadas quanto a sua acdo sobre o
“burst” oxidativo por terem demonstrado n&o interferir na viabilidade celular de
macrofagos.

O ensaio de quimiluminescéncia do luminol é comumente utilizado para
avaliar o “burst” oxidativo quando fagdcitos séo ativados pela adicdo de um estimulo
como PMA (Rodrigues et al., 2002).

Os macroéfagos estimulados por PMA eficientemente catalisaram a oxidacao
de luminol na presenca de H,O, como demonstra a cinética de emissdo de luz

apresentada na figura 27.

1,60E+03
*%e
* ’0’
1,20E+03 - . *
o ”
2 ¢ A
3 .
2 8,00E+02 - *
.
) 3
.
5 $e%000e
4,00E+02 - L e R
. * ’00,““
.
0,00E+00 ¢ : : : ‘
0 500 1000 1500 2000
Tempo (segundos)

Figura 27. Cinética de emissdo de luz da reacdo de luminol (ImM) com macréfagos (1x10%mL)
estimulados com PMA (40ng/ensaio) incubados com tampéo fosfato glicosado pH 7,4 a 37<C.

A partir da cinética de reacdo apresentada foi calculado o valor da area sob
a curva de cada experimento ap6s 30 minutos de reacdo. A adicdo das fracdes
metandlicas de G birdiae e G. domingensis ao sistema de reacdo relevou um
aumento da atividade do “burst” oxidativo na faixa de concentracdo de 25 a 100

pHg/mL em relac&o ao controle (Figuras 28 e 29).
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Figura 28. Acao da fragdo metandlica de G. birdiae, em diferentes concentra¢fes, sobre o “burst”
oxidativo de macrdéfagos monitorado através de ensaio de quimiluminescéncia. Os resultados
representam média + desvio padrdo (n=6).
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Figura 29. Acédo da fracdo metandlica de G. domingensis, em diferentes concentracbes, sobre o
“burst” oxidativo de macrofagos monitorado através de ensaio de quimiluminescéncia. Os resultados
representam média + desvio padréo (n=6).
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O ensaio mostra que nas concentracdes de 250 e 500 pg/mL nao foi
percebido um aumento no “burst” oxidativo. Tal fato pode ser explicado pela
atividade antioxidante razoavel destas fracdes encontradas nos experimentos de
reducdo de DPPH e do sistema luminol-HRP- H,0..

Em concentracdes menores, a acao de incremento do “burst” oxidativo
provocado pelas fracbes MEOH se sobreporia a atividade de sequestro dos radicais

formados durante a reacéo.

4.6 Atividade antibacteriana

As tabelas 3 e 4 abaixo demonstram que todas as fracdes testadas e os
extratos protéicos de G. domingensis e G. birdiae ndo apresentaram inibicdo do
crescimento bacteriano em nenhuma das concentracbes testadas para nenhuma
das bactérias. O padrdo de tetraciclina utilizado apresentou CIM dentro do

preconizado pela NCCLS validando os experimentos realizados.

Tabela 3. Atividade dos extratos e fracdes de G. birdiae frente a bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas.

G. birdiae
eltzai(r:gallitgo Fracéo Fracdo | Fragao Extrato
MEOH AC HEX aquoso
bruto
Escherichia i i i ) ]
Bactéri coli
gr::ils Pseudomonas ) i i ] ]
negativas aeruginosa
I Klebsiella ] ] ] _ _
pneumonae
Salmonella typhi - - - - -
Staphylococcus ) i i ] ]
aureus
Bactérias Streptococcus - - - - i
Gram- pneumoniae
negativas Bacillus subtilis ) ) ) - .
Enterococcus - - - - ]
faecalis
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Tabela 4. Atividade dos extratos e frag6es de G. domingensis frente a bactérias

Gram-positivas e Gram-negativas.

G. domingensis

eltzai(r:!)allitgo Fracdo | Fracédo | Fragédo Extrato
MEOH AC HEX aquoso
bruto
Escherichia ) ; . - -
coli
Bacterias Pseudomonas - - - il -
Gra_m- aeruginosa
negativas Klebsiella - - ) ) -
pneumonae
Salmonella typhi i i ) ) -
Staphylococcus ) } . } -
- aureus
Bactérias
Streptococcus - - - -
Gram- : B
. pneumoniae
negativas

Bacillus subtilis

Enterococcus
faecalis

O comportamento das fracbes das macroalgas frente ao ensaio de

sensibilidade de microrganismos esta de acordo com Del Val e colaboradores (2001)

que realizaram um extenso estudo com macroalgas das trés classes provenientes

das ilhas Canarias. Neste estudo foi demonstrado que dentro da classe das

Rhodophytas, os extratos metandlicos da ordem Gigartinales (a qual pertecem G.

domingenses e G. birdiae) ndo apresentaram atividade contra um largo espectro de

microrganismos. Além disso, Lima-Filho e colaboradores (2002) testaram o extrato

bruto hexanico de G. domingensis contra uma série de microrganismos gram-

positivos e negativos e ndo encontrou atividade antibacteriana.
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4.7 Atividade antifungica

Todas as fragOes testadas de G. domingensis e G. birdiae ndo apresentaram
inibicdo do crescimento das leveduras em nenhuma das concentracdes testadas,

conforme demonstra a tabela 5.

Tabela 5. Atividade dos extratos e fragdes de G. birdiae e G. domingensis frente
as leveduras C. albicans e C. parapsilosis.

Microrganismos Extrato Fracéo Fracéo Fracdo | Extrato
etanadlico bruto MEOH AC HEX aquoso

C. albicans - - - - +

C. parapsilosis i ) ) ) +

Porém, os extratos aquosos das duas algas apresentaram atividade
antifangica. A metodologia apresentou-se dentro dos padrées determinados pela
NCCLS sendo que o fluconazol apresentou CIM dentro do preconizado para as
cepas de Candida albicans e Candida parapsilosis. Os resultados sao apresentados
na tabela 6.

Tabela 6. Atividade antifungica do extrato aquoso de G. birdiae e G domingensis.

: , . , _ Controle: Fluconazol
Microorganismo G. domingensis . birdiae CIM (ug/mL)
C. albicans 1 diluicdo 3 diluicdo 0,5
C. parapsilosis 3 diluicao 4 diluigéo 1,0

Os resultados demonstram que a alga G. birdiae apresentou-se mais ativa,
pois seu extrato aquoso apresentou capacidade de reducdo de crescimento de 50%
para Candida albicans e Candida parapsilosis na terceira e quarta diluicao,
respectivamente. Ou seja, 0 extrato aquoso foi ativo para Candida albicans a 25%

de sua concentracao inicial e a 12,5% para Candida parapsilosis.
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Cordeiro e colaboradores (2006) atentaram-se para o0 potencial
antimicrobiano das proteinas das algas e determinaram a atividade antifingica de
uma fracdo protéica da alga Hypnea musciformis (Wulfen) lamouroux coletada no
nordeste brasileiro. A atividade antifungica foi associada a presenca de lecitinas.

Os resultados com Gracilarias encontrados neste trabalho sugerem a
investigacdo do composto responsavel pela atividade antifingica e a extensdo dos
estudos para outras espécies de fungos ndo sO0 de importancia médica como

também de importancia na agricultura, por exemplo.

4.8 Determinacdo de compostos fendlicos totais

O método de Folin—Ciocalteau para determinacdo de compostos fendlicos
totais sdo extensivamente utilizados em andlise de plantas e alimentos. Este método
foi utilizado para a determinacdo do conteudo total de compostos fendlicos dos
extratos etandlicos brutos de G. birdiae e G. domingensis.

A Equacdo da curva de calibracdo do acido galico foi C = 0,1327A -
0,0083,onde C € a concentracdo do acido galico, A é a absorbancia a 750 nm e o
coeficiente de correlacdo R = 0,999.

A Tabela 7 demonstra que as duas espécies de Gracilaria apresentaram
baixa concentracdo de compostos fendlicos em relacdo a plantas. Souza e
colaboradores (2007) obtiveram valores bem mais elevados para plantas do cerrado
brasileiro chegando a concentracbes de 763,63 mg de equivalentes de acido

galico/1l g de extrato etandlico.
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Tabela 7. Compostos fendlicos totais do extrato etandlico de G. birdiae e G
domingensis.

Amostra Rendimento do Compostos Fenolicos totais (mg
Extrato etandlico (%) EAG/g extrato)
G. birdiae 2,12 7,43
G. domingensis 1,29 14,50

Raymundo e colaboradores (2004) encontraram valores semelhantes ao
obtidos neste trabalho, porém, o alvo de estudo foram algas verdes do litoral do

Estado de Santa Catarina.

4.9 Determinacéo de Proteinas Soluveis

Q.)‘

Os extratos aquosos ativos no ensaio antifungico foram submetidos

determinacao de proteinas solluveis. Os resultados sdo apresentados na tabela 8.

Tabela 8. Dosagem de proteina do extrato protéico de G. birdiae e G domingensis.

Amostra Concentracao de proteinas soltveis ( pg de proteina/mg
de massa alga fresca)
G. birdiae 8,96
G. domingensis 7,32
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5. PRINCIPAIS CONCLUSOES
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Neste trabalho foi feia uma extensa busca por bioativos de G. domingensis e

G. birdiae a partir de extratos brutos e fracbes de diferentes polaridades. Pode-se

observar que:

X/
L X4

X/
L X4

Todas as fragcdes das algas G. birdiae e G. domingensis apresentaram
atividade antioxidante frente aos experimentos testados. A fracdo mais apolar
(HEX) de ambas as algas foi a mais ativa. A alga G. birdiae mostrou-se com

maior potencial antioxidante em todos 0s ensaios;

As fracbes HEX e AC de ambas as algas alteraram a viabilidade celular de
macrofagos nas concentracfes testadas. A fracdo MeOH de ambas as algas

nao apresentou alteracédo na viabilidade celular nas concentracfes testadas;

A fracdo MeOH de ambas as algas apresentou capacidade de inibicdo do
“burst” oxidativo apenas nas concentracdes de 250 e 500 upg/mL. Em

concentracdes inferiores, o “burst” oxidativo foi estimulado;

Nenhuma das fracdes testadas, nem o extrato aquoso foram capazes de inibir
0 crescimento de bactérias gram-positivas e gram-negativas de importancia

médica;

Nenhuma das fragOes testadas foi capaz de inibir o crescimento das
leveduras Candida albicans e Candida parapsilosis. O extrato aquoso de G.
birdiae e G. domingensis, porém demonstrou-se ativo contra esses dois

fungos de importancia médica, sendo que G. domingensis foi mais ativa.
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