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RESUMO

O extrato metandlico (MET) e as fra¢cdes hexanica (HEX) e cloroférmica (CLR) da
alga parda Spatoglossum schroederi foram avaliados quanto as atividades
antioxidante, antibacteriana e anti-inflamatoéria. A atividade antioxidante foi realizada
pelos métodos capacidade antioxidante total, atividade redutora, sequestro de
radical DPPH e quelacdo do ion ferroso, e seus resultados foram correlacionados
com teor de fendis e flavonoides. As amostras apresentaram baixo contetdo fendlico
total (6,84 a 14,10 mg EAG/g) e elevado teor de flavonoides totais (215,39 a 279,63
mg EQ/g). Também apresentaram boa atividade antioxidante para capacidade
antioxidante total (120 mg EAAsc/g) e atividade redutora (0,414 para HEX, valor
mais elevado), resultados que foram fortemente relacionados ao teor de flavonoides
totais, R?>>0,9. No DPPH as fracdes apresentaram acdo pro-oxidante para
concentracdo acima de 1,5 mg/mL. Nao foi detectada atividade para quelacéo do ion
ferroso. A atividade antibacteriana foi testada pelo método de difusdo em agar contra
duas Gram-positivas e trés Gram-negativas. Nenhuma das amostras nas
concentracOes testadas (50 e 100 mg/mL) apresentou efeito bactericida. A atividade
anti-inflamatéria foi avaliada pelos ensaios de edema de pata induzido por
carragenina e dextrana, migracdo de leucdcitos, atividade de mieloperoxidase e
dosagem de citocinas. Todas as amostras apresentaram boa atividade anti-
inflamatdria nos ensaios realizados. No edema de pata, inibiram a atividade anti-
inflamatoria no pico do edema, com melhores resultados de HEX (préximo a 100%)
para carragenina, € CLR (79%) e HEX (77%) para dextrana. HEX também
apresentou o melhor resultado inibitério na migracao de leucdcitos, tanto total (71%)
quanto diferencial (74%). CLR apresentou melhor valor na atividade da
mieloperoxidase (87%). As amostras apresentaram reducédo de IL-1p muito proxima,
da ordem de 43%. MET ndo alterou a producdo de IL-10, porém HEX e CLR
induziram producdo de IL-10, tendo HEX o melhor valor (80%). Tais resultados
podem ser justificados pelo elevado teor de flavonoides. S. schroederi,
especialmente a fragdo hexanica, apresenta potencial uso farmacologico e como
antioxidante. No entanto, novos estudos sdo necessarios para esclarecer com maior
profundidade os mecanismos envolvidos e isolar as moléculas bioativas.

Palavras-chave: Spatoglossum schroederi. Antioxidante. Antibacteriana. Anti-
inflamatoria. Flavonoides.
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ABSTRACT

Methanol extract (MET) and hexane (HEX) and chloroform (CLR) fractions of brown
seaweed Spatoglossum schroederi were evaluated for antioxidant, antibacterial and
anti-inflammatory activities. Antioxidant activity was performed by total antioxidant
capacity, reducing power, DPPH radical scavenging activity and ferrous ion chelating
assay, which results were correlated with total phenol and flavonoid contents. The
samples showed low total phenol content (6.84 to 14.10 mg GAE/g) and high total
flavonoid content (215.39 to 279.63 mg QE/g). They also showed good antioxidant
activity for total antioxidant capacity (120 mg ascorbic acid equivalent antioxidant
capacity / g) and reducing activity (0.414 to HEX, the highest value), which results
were strongly associated with their total flavonoid content, R?>0.9. For DPPH radical
scavenging activity, fractions showed pro-oxidant action to a concentration above 1.5
mg/mL. No activity was detected for ferrous ion chelating assay. Antibacterial activity
was tested by agar diffusion method against two Gram-positive and three Gram-
negative bacteria. None of the samples at the concentrations tested (50 and 100
mg/mL) showed bactericidal effect. Anti-inflammatory activity was evaluated by paw
edema induced by carrageenan and dextran, leukocyte migration, myeloperoxidase
activity and cytokine measurements. All samples showed good anti-inflammatory
activity in such tests. In paw edema, anti-inflammatory activity inhibited at the peak
edema, with better results for HEX (near 100%) for carrageenan, and for CLR (79%)
and HEX (77%) for dextran. HEX also showed the best results in inhibition of
leukocyte migration, both total (71%) and differential (74%). CLR showed the best
value in myeloperoxidase activity (87%). The samples showed a very close reduction
in IL-18, nearby 43%. MET did not affect production of IL-10, but HEX and CLR
induced production of IL-10, HEX having the best value (80%). Such results can be
explained by flavonoids high content. S. schroederi, especially hexane fraction, has
potential for pharmacologic and antioxidant uses. However, further studies are
needed to elucidate the metabolic pathways involved and to isolate the bioactive
molecules.

Keywords: Spatoglossum schroederi. Antioxidant. Antibacterial. Anti-inflammatory.
Flavonoids.



17

1 INTRODUCAO

1.1 Algas

As algas s&o organismos eucariotos fotossintetizantes, nao relacionados,
sem oOrgaos reprodutores multicelulares e exercem funcdo ecoldgica semelhante a
das plantas terrestres (Raven, Evert e Eichhorn, 2010). As algas microscopicas
fazem parte do fitoplancton e sdo responsaveis pela maior produtividade primaria
dos oceanos. Ja as algas macroscopicas, também ditas macroalgas, dividem-se em
Roddfitas, Feodfitas e Clorofitas, diferindo entre si basicamente pela presenca de
pigmentos predominantes. A cor das Clorofitas (algas verdes) é devida a presenca
de clorofila a e b na mesma proporcédo das “plantas superiores”. A dominancia do
pigmento de xantofila, fucoxantina, é responsavel pela cor marrom das Feofitas
(algas pardas), que mascara outros pigmentos. Ja ficoeritrina e ficocianina
mascaram pigmentos como clorofila a e beta-caroteno e sdo responsaveis pela cor

vermelha das Roddfitas (algas vermelhas) (Gupta e Abu-Ghannam, 2011).

Algas de agua doce ou marinha desenvolveram estratégias de defesa que
resultam em uma enorme diversidade de compostos de diferentes vias metabdlicas.
Pesquisas recentes de drogas a partir de fontes naturais demonstraram que as algas
Sao organismos promissores para fornecer novos compostos bioguimicamente ativos
(Cardozo et al.,, 2007). Algas podem ser fontes promissoras de compostos
antioxidantes, por exemplo, pois ocorrem em ambientes ricos em luz e oxigénio, 0
que resulta na geracdo de radicais livres e outros agentes oxidantes, porém sem
grandes danos a seus componentes celulares mais sensiveis (acidos graxos poli-
insaturados) durante o armazenamento (Zubia, Robledo e Freile-Pelegrin, 2007,
Gupta e Abu-Ghannam, 2011). Além de fonte de antioxidantes, diversas espécies de
algas possuem extensas propriedades bioldgicas de potencial uso farmacologico, e
tém sido pesquisadas ao longo dos anos, tais como atividades antibacteriana,
anticoagulante, antifingica, antiprotozoaria, anti-helmintica, antiviral, anti-
inflamatoria, que afetam o sistema imunoldgico, cardiovascular e nervoso, entre
outras (Mayer e Hamann, 2005; Mayer et al., 2007; Mayer et al., 2009; Mayer et al.,
2011).
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Devido ao seu baixo teor em lipideos, alta concentragdo em
polissacarideos, sua riqgueza natural em minerais, acidos graxos poli-insaturados e
vitaminas, assim como seu conteudo em moléculas bioativas, as algas marinhas séo
conhecidas por serem uma boa fonte de alimento saudavel. Algas sado excelentes
fontes de vitaminas (B1, B12, C, D, E, riboflavina, niacina, acido pantotanico e acido
félico) e minerais (Ca, P, Na e K) (Gupta e Abu-Ghannam, 2011).

Uma categoria especifica de compostos fendlicos, os flavonoides, vem
recebendo especial atengcdo apds a descoberta do “paradoxo francés”, isto €, baixo
risco de doencas cardiovasculares em popula¢des do Mediterraneo que consomem
vinho tinto associado com altas taxas de gordura saturada. Estudos sugerem
correlagcdo inversa entre consumo de flavonoides e mortalidade por doencas

cardiovasculares (Nijveldt et al., 2001).

Em plantas terrestres, os quatro principais grupos de flavonoides sao
flavonas, flavanonas, catequinas e antocianinas (Nijveldt et al., 2001). Ja em algas,
os flavonoides encontrados sdo distintos das plantas terrestres. Andlise de
flavonoides de 27 algas japonesas (6 cloréfitas, 11 pardas e 10 vermelhas) por
HPLC depois de hidrélise, encontrou rutina, acido caféico, catecol, hesperidina,
quercitrina (apenas 2 algas, ambas pardas), miricetina (apenas 2, parda e vermelha)
e morina. Nado foi detectada presenca de quercetina, apigenina, kempferol e
baicaleina. Morina foi encontrada em todas as algas do estudo, sendo que, em geral,
as pardas continham mais do que as outras. Hesperidina foi encontrada em todas as
algas vermelhas. Catecol foi detectado em todas as vermelhas e verdes (Yoshie-
Stark, Hsieh e Suzuki, 2003).

D’Orazio et al. (2012) ressaltam ainda que compostos marinhos, como
peptideos, carotendides e polifendis, sdo superiores quando comparados com 0S
recursos terrestres analogos, devido a presenca simultdnea nas algas de maior
variedade dessas substancias: suas acdes positivas sédo sinergéticas, e assim mais

potentes, quando comparadas aquelas de origem terrestre.
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1.2 A Alga Spatoglossum schroederi

1.2.1 Classificacao Bioldgica

Spatoglossum schroederi pertence a classe Phaeophyceae, familia
Dictyotaceae. Sua taxonomia € mostrada na Tabela 1. A alga possui talo foliaceo
ereto, marrom-esverdeado e em forma de fita larga, com altura de 20 a 30 cm,
fixando-se ao substrato por uma massa rizoidal. Ramifica-se dicotdbmica e
irregularmente, de forma que um dos lados se desenvolve mais que o outro (figura
1). A ocorréncia ecol6gica do género Spatoglossum engloba os mares tropicais e
algumas regides temperadas quentes (Paula, Vallim e Teixeira, 2011). No Brasil, foi
registrada do Ceard a Santa Catarina, com excecao de Sergipe, e também em
Fernando de Noronha. A figura 2 mostra a distribuicdo mundial da espécie.

Tabela 1 — Taxonomia da alga marinha Spatoglossum schroederi.

Categoria Taxonémica Classificacéo

DOMINIO Eukaryota
REINO Chromista
FILO Ochrophyta
CLASSE Phaeophyceae
ORDEM Dictyotales
FAMILIA Dictyotaceae
GENERO Spatoglossum

ESPECIE Spatoglossum schroederi (C.Agardh) Kiitzing

Fonte: www.algaebase.org



http://www.algaebase.org/browse/taxonomy/?id=5195
http://www.algaebase.org/browse/taxonomy/?id=86701
http://www.algaebase.org/browse/taxonomy/?id=86704
http://www.algaebase.org/browse/taxonomy/?id=99581
http://www.algaebase.org/browse/taxonomy/?id=4360
http://www.algaebase.org/browse/taxonomy/?id=4577
http://www.algaebase.org/browse/taxonomy/?id=5195
http://www.algaebase.org/browse/taxonomy/?id=8762
http://www.algaebase.org/
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Figura 1 — Aspecto da alga Spatoglossum schroederi. (A) Alga fresca, coloracdo marrom-esverdeada.
(B) Excicata, ramificacéo dicotdmica e irregular.

(A)

(B)

Fonte www.algaemarisbrasilis.ccb.ufsc.br/busca3.php?id=630



http://www.algaemarisbrasilis.ccb.ufsc.br/busca3.php?id=630
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Figura 2 — Distribuicédo geogréfica por pais de Spatoglossum schroederi e frequéncia de registros.

Records
w -

Fonte: www.algaebase.org/search/species/detail/?species id=870

1.2.2 Atividades Bioldgicas de Spatoglossum schroederi

Algumas atividades biolégicas foram descritas para a alga parda
Spatoglossum schroederi, notadamente de seus trés principais polissacarideos

sulfatados, denominados fucanas A, B e C.

Leite et al. (1998) purificaram uma xilofucoglucurana de S. schroederi
(fucana A). Encontraram que a atividade desse polissacarideo é tao eficiente quanto
a heparina na estimulacdo da sintese de uma heparana sulfatada antitrombadtica de
células endoteliais. Também foi encontrado que o composto é praticamente
desprovido de atividade anticoagulante e hemorragica in vivo, sugerindo que esse
composto possa ser um agente antitromboético ideal. Rocha et al. (2005) trabalharam
com a fucana B, caracterizada como uma galactofucana sulfatada, e chegaram a
mesma conclusdo. O polissacarideo nao apresentou atividade anticoagulante,
porém mostrou potente atividade antitrombatica resultando da sintese de heparana

sulfatada pelas células do endotélio vascular.

Araujo et al. (2004) avaliaram o uso da fucana A como suporte para
imobilizacdo de antibidtico frente as bactérias Klebsiella pneumoniae e
Staphylococcus aureus. Os resultados do antibiograma para o antibidtico imobilizado

foram semelhantes aos do antibidtico livre, porém apos a dialise os valores de
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inibicdo do antibiético imobilizado foram muito menores, sugerindo que a dialise
removeu o0s antibiéticos néo ligados covalentemente ou outras moléculas pequenas.
O heteropolissacarideo e o heteropolissacarideo ativado ndo demonstraram
atividade antibacteriana, além disso, o composto foi hidrolisado pelos
microrganismos. Os resultados sugerem que a imobilizagdo de antibidticos em

xilofucoglucurana pode ser usada como um sistema controlado de entrega de droga.

Queiroz et al. (2008) estudaram fucanas das algas pardas S. schroederi
(A e B), Lobophora variegata (galactofucana), Dictyota mertensii (A) e Fucus
vesiculosus (fucose sulfatada) em relagdo a atividade inibitéria da enzima
transcriptase reversa do HIV. A fucana A isolada de S. schroederi inibiu a enzima em
99,03% na concentracdo de 1,0 pg/mL, porém a fucana B da mesma alga inibiu
apenas 53,9%. O efeito inibitério de todas as fucanas testadas foi eliminado por
dessulfatacdo, e apenas a fucana A de S. schroederi perdeu atividade por

carboxirreducao.

Lima et al. (2009) avaliaram a possibilidade de polissacarideos sulfatados
de S. schroederi terem atividade imunoestimulante em juvenis de camardo
Litopenaeus vannamei frente a estresse por hipéxia. Seus resultados demonstraram
um aumento de sobrevivéncia entre 0s grupos tratados com o polissacarideo, porém

sem diferencas significativas em relacao ao crescimento.

Costa et al. (2010) avaliaram as atividades in vitro anticoagulante,
antioxidante e antiproliferativa de polissacarideos sulfatados de 11 espécies de
algas da costa de Natal. A alga S. schroederi ndo teve potencial anticoagulante
testado no trabalho, mas apresentou atividade antioxidante pela metodologia de
capacidade antioxidante e poder redutor, porém nao apresentou atividade para
radical hidroxila, anion superédxido e quelacdo do ion ferroso. Apresentou efeito
antiproliferativo de células HelLa, porém néo foi elevado em comparacéo a algumas

das outras algas do estudo.

Algumas atividades com outros compostos ou extratos da alga também
foram relatadas na literatura. Hodgson (1984) avaliou atividades antimicrobiana e
antineoplasica de extratos cloroférmico, metandlico e aquoso de onze espécies de
algas da Fldérida. Entre as quatro algas pardas testadas, apenas S. schroederi
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apresentou atividade antimicrobiana, nos extratos cloroformico (Staphylococcus

aureus e Bacillus subtilis) e aquoso (Beneckea harveyi).

Domingos et al. (2012) avaliaram a capacidade de extratos de S.
schroederi, obtidos por extracado sequencial com hexano, diclorometano e acetato de
etila, de inibir os efeitos do veneno da serpente Lachesis muta (surucucu). Os
extratos acetato de etila, principalmente, e diclorometano apresentaram os melhores
resultados de inibicdo do veneno, e, por seus perfis de moléculas polares e
apolares, foi sugerido que as moléculas polares sdo responsaveis pelo efeito

inibitério.

1.2.3 Atividades Bioldgicas de Outras Algas do Género Spatoglossum

Outras substancias com potencial biolégico no género Spatoglossum,
além de carboidratos, foram identificadas no género, tais como compostos
diterpendides espatano, espatozoato e varninasterol, auronas e ésteres de acido

cinamico (Teixeira et al., 2007).

Zheng, Chen e Lu (2001) testaram atividade de 23 espécies de algas da
China, cujos extratos brutos foram obtidos com etanol, acetona e metanol-tolueno
(3:1), frente a bactérias e fungos. O extrato acetanico de Spatoglossum pacificum
apresentou atividade frente a duas bactérias Gram-negativas e duas Gram-positivas,

e 0 extrato etandlico apresentou atividade antifungica.

Ara et al. (2005) analisaram varias atividades biolégicas das fragbes
hexanica, cloroférmica e metandlica de um extrato bruto etandlico de Spatoglossum
asperum. A fragdo que apresentou maior espectro de atividades foi a hexanica,
apresentando efeito antifungico e antinematicida. Fracdes oleosas do extrato bruto
mostraram a presenca de ésteres de acidos graxos e tiveram efeito hipolipidémico in

Vivo.

Rizvi (2010) testou a atividade antibacteriana do extrato metandlico de 26
espécies de algas do Paquistdo contra onze bactérias (Gram-positivas e Gram-
negativas). Spatoglossum variabile foi testada contra seis bactérias, nao

apresentando qualquer atividade contra Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus,
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Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Shigella flexneri, e contra Salmonella
typhi apresentou um halo de inibicdo de 10 mm, cujo valor foi considerado néo

significativo (entre 9-21 mm).

1.3 Atividade Antioxidante

1.3.1 Radicais Livres e Estresse Oxidativo

Radicais livres sao “quaisquer espécies [quimicas] capazes de existéncia
independente que contém um ou mais elétrons desemparelhados” (Halliwell, 1994).
Séo formados em um contexto de oxirredugcdo em que ocorre perda ou ganho de um
elétron de uma espécie nado radicalar. Em geral, possuem tempo de vida muito
reduzido, com meia vida de mili, micro ou nano segundos (Devasagayam et al.,
2004).

Inicialmente, os radicais livres foram relacionados apenas as doencas e
processos de degeneracdo celular. No entanto, apds a descoberta de que radicais
hidroxilas podem atuar na formacdo de mensageiros secundarios, diversas
evidéncias tém sido acumuladas de que os seres vivos estdo adaptados ndo sé a
coexistir com radicais livres, como também desenvolveram mecanismos vantajosos

para usa-los em varias funcgdes fisiolégicas (Droge, 2002; Valko et al., 2007).

Os radicais livres mais importantes sao as Espécies Reativas de Oxigénio
(EROs) e as Espécies Reativas de Nitrogénio (ERNs). As EROs incluem espécies
radicalares, tais como anion superoéxido (Oz"), radical hidroxila (OH"), radical peroxila
(ROO"), e nao-radicalares, como peroxido de hidrogénio (H»O,), hidroperéxido
organico (ROOH), oxigénio singlete (*O,) e 0z6nio (O3). As ERNs incluem espécies
tais como oxido nitrico (NO), peroxinitrila (ONOQ"), acido peroxinitroso (ONOOH) e

diéxido de nitrogénio (NO,) (Devasagayam et al., 2004).

Alguns radicais livres s@o formados em condi¢@es fisioldgicas normais nas
células. Nas concentracdes corretas, NO, O;°, e outras EROs relacionadas
desempenham importante papel como mediadores de regulacdo em processos de

sinalizacdo, dentre esses, a regulacdo do tbnus vascular, a monitoracdo da tenséo
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de oxigénio no controle da ventilacdo, producdo de eritropoietina e transducao de
sinal a partir de receptores de membrana em varios processos fisioldgicos. NO e
EROs também podem atuar em proteinas de sinalizacéo, na qual o ataque oxidativo
pode induzir perda, ganho ou mudanca para uma funcéo distinta (Droge, 2002).
Além de sinalizacdo, uma série de respostas imunoldgicas, como apoptose de
células danificadas e eliminagdo de microrganismos invasores e células
cancerigenas, também dependem da atuacdo de radicais livres (Devasagayam et
al., 2004).

O processo fisiolégico mais importante envolvendo radicais livres € a
respiracdo celular. Durante respiracdo aerébica, os elétrons passam pela Cadeia
Transportadora de Elétrons e, ao seu término, ligam-se ao oxigénio molecular para
formar 4gua. Vérios intermediarios reativos entre o oxigénio e a molécula de agua
sdo formados. Normalmente, a reducédo completa do O, ocorre na mitocondria, e a
reatividade das EROs € neutralizada com a entrada de quatro elétrons (Ferreira e
Matsubara, 1997). A reacdo inicia-se pela formacdo do O, a partir do oxigénio
molecular em reacfes mediadas por enzimas, tais como NAD(P)H oxidases e
xantina oxidases, ou por processos ndo-enzimaticos durante a cadeia transportadora
de elétrons. A enzima Superdxido Desmutase converte o superéxido em H,O,. O
peréxido de hidrogénio pode ser convertido em agua pela catalase ou glutationa
peroxidase. Esta Ultima enzima € oxidada a glutationa dissulfida, que pode ser
reconvertida pela acdo da glutationa redutase com consumo de NADPH (Droge,
2002). Para que as reacdes ocorram normalmente, é necessaria a presenca das

enzimas chaves em quantidades suficientes ou sua rapida reposicao.

Estudos sugerem que de 1 a 3% dos elétrons que passam pela cadeia
transportadora de elétrons escapam prematuramente, nos Complexos | e lll, para o
oxigénio, formando &nions superdxidos que ndo colaboram com a reducdo do
oxigénio a agua. Esse fendbmeno pode estar associado a diversas doencas (Valko et
al., 2007).

Em certas circunstancias, o H,O, pode ser decomposto em radicais
hidroxilas, como na presenca de metais de transicdo reduzidos (ions ferroso e
cuproso) e radiacdo UV. Os radicais hidroxilas sdo as EROs mais reativas em

sistemas biolégicos. Sua meia vida é de aproximadamente 10 s, reagindo préximo
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ao local de formacdo, o que acarreta danos a estrutura celular. O perdxido de
hidrogénio por si s6 ndo € perigoso, mas essa molécula € lipossoluvel e pode
atravessar membranas e, caso haja presenca de metais no meio, formar radicais
hidroxilas através de reacdes de Fenton (Fe* + H,0, — Fe®*" + OH’ + OH). Anions
superoxidos também podem formar radicais hidroxilas através de reacfes de Haber-
Weiss (O," + H,0, — O, + OH' + OH) que repdem Fe*" para a reacédo de Fenton

(Ferreira e Matsubara, 1997; Valko et al., 2007).

Nos casos em que a producdo de agentes pro-oxidantes supera a defesa
antioxidante do organismo, tem-se um quadro conhecido como estresse oxidativo,
em que o desequilibrio entre pré-oxidante/antioxidante resulta em dano celular. Esse
quadro pode ocorrer devido a poluentes ambientais, fumaga de cigarro,
escapamento de automovel, radiacdo UV, poluicdo do ar, pesticidas, etc. (Aher et
al., 2011). Nestas circunstancias, os alvos dos radicais livres dependem do local de
producdo e podem danificar macromoléculas como lipidios de membrana, proteinas
e DNA, ocasionando danos teciduais que podem progredir e originar diversas
doencas associadas ao quadro de estresse oxidativo, dentre elas aterosclerose,
infarto do miocardio, hipertensdo, diabetes, envelhecimento, cancer, doencas
neuronais como Parkinson e Alzheimer, doenca de Huntington, doencas autoimunes

e outras (Ratnam et al., 2006).

A membrana é um dos componentes celulares mais atingidos pelas EROs
devido a susceptibilidade de seus acidos graxos poli-insaturados a peroxidacéo
lipidica, alterando a estrutura e a permeabilidade das membranas celulares, o que
resulta na perda da seletividade da troca ibnica e liberacdo de conteddo de
organelas, formando produtos toxicos e podendo culminar em morte celular.
Também pode estar associada a processos como envelhecimento e céancer. Os
processos de peroxidacdo nem sempre sao prejudiciais, pois seus produtos estao
associados a formacdo de prostaglandinas e, portanto, a resposta inflamatoria.

Entretanto, o excesso desses produtos pode ser lesivo (Ferreira e Matsubara, 1997).

A peroxidacgdo lipidica ocorre em trés etapas: iniciacdo, propagacao e
terminacdo. Inicia-se com o0 sequestro do hidrogénio de um &acido graxo poli-
insaturado da membrana por um OH’, formando um radical lipidico (L"). Este reage

rapidamente com o O, para formar o radical peroxila (LOO"), que por sua vez
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sequestra novo hidrogénio de outro acido graxo poli-insaturado, formando
novamente L’ e este reinicia a reacdo. A peroxidacdo sé termina quando os radicais
produzidos (L" e LOQO’) reagem entre si e se neutralizam. A reagdo também pode ser
iniciada por ions ferrosos (Ferreira e Matsubara, 1997). As etapas da peroxidacao

lipidica estdo resumidas a seguir:

LH + OH (ouLO’) ——> L'+ H,O (ou LOH) Iniciacao

L~ +0, —— > LOO" Propagacio
LH + LOO" ———> L+ LOOH Propagacio
LOO" + L~ —— = LOOL Terminacao
LOO  + LOO’ ——> LOOL + O, Terminacao

Fonte: Ferreira e Matsubara (1997)

No DNA, EROs podem produzir diretamente quebras de DNA simples ou
dupla hélice, purina, pirimidina, ou modificacdes desoxirribose, e ligacdes cruzadas
de DNA. Caso os danos ocasionados ndo sofram o0s reparos adequados,
estabelece-se uma mutacdo no DNA que pode resultar em interrupcédo ou inducao
de transcricdo, indugcdo das vias de transducédo de sinal, erros de replicacdo e
instabilidade gendmica, todos processos relacionados a carcinogénese (Klaunig e
Kamendulis, 2004).

1.3.2 Antioxidantes e Suas Func¢des Enddgenas

Antioxidantes sao “quaisquer substancias que, quando presentes em
baixas concentracbes em comparagdo com um substrato oxidavel, atrasam
significativamente ou impedem a oxidagao desse substrato” (Halliwel et al., 1995).
Sa8o0 capazes de neutralizar radicais livres em trés estagios: prevencao,
interceptacdo ou reparo. A prevencao visa interromper a formacdo de EROs. Por
exemplo, a superoxido desmutase catalisa a transformacgéo do anion superéxido em
perdxido de hidrogénio e este € convertido em agua pela catalase. Interceptacao
ocorre principalmente por sequestradores de radicais, incluindo vitaminas E e C,
glutationa, carotendides, flavonoides, etc. O Ultimo estagio envolve as enzimas de

reparo (Devasagayam et al., 2004).
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Antioxidantes podem ser classificados em dois grupos maiores:
enzimaticos e ndo enzimaticos. Antioxidantes da dieta sdo classificados em varias
classes, das quais polifendis é a maior classe. Esses consistem em acidos fendlicos
e flavonoides. Outras classes de antioxidantes na dieta incluem vitaminas,

carotendides, compostos organossulfurais e minerais (Ratnam et al., 2006).

Anteriormente ao surgimento da agricultura a ingestdo de antioxidantes
derivados de plantas era muitas vezes maior do que a atual. Além disso, o estilo de
vida moderno leva as pessoas a se exporem a grande quantidade de poluentes
oxidantes (Ratnam et al., 2006). Assim, torna-se necessaria a suplementacao de
antioxidantes na dieta. Estima-se que mudancas na alimentacdo poderiam reduzir
em um ter¢co as mortes por cancer nos EUA. Frutas e vegetais contém uma grande
variedade de compostos fendlicos e antioxidantes e, embora ainda ndo se saiba o
minimo exigido em quantidades diarias de antioxidantes, recomenda-se de cinco a
nove porcdes diarias de frutas e verduras. A ingestdo diaria aproximada de
compostos fendlicos da dieta americana, por exemplo, € em média 450 mg de
equivalentes de acido galico por pessoa (Chun et al., 2005), ja a dieta mediterranea

espanhola, considerada uma das melhores do mundo, € de 1.171 mg de

equivalentes de acido gélico por pessoa (Saura-Calixto e Gofii, 2006).

Aléem de utilizados na dieta, os antioxidantes sdo necessarios na
conservacao de alimentos, em especial alimentos gordurosos. A oxidacao lipidica é
responsavel por alteracbes no sabor e odor de alimentos gordurosos tornando o
alimento inapropriado para o consumo, tanto pela degradacdo de compostos Uteis,
tais como vitaminas lipossollveis e acidos graxos poli-insaturados, quanto pela
formacdo de compostos toxicos. Lipidios poli-insaturados podem sofrer oxidacéo
com certa facilidade, sendo sensiveis a fatores como luz, calor, umidade, oxigénio
entre outros. Portanto, para aumentar a vida util de alimentos industrializados, séao
acrescentados antioxidantes, geralmente sintéticos. Os antioxidantes sintéticos mais
usados sd&o: butil-hidroxi-anisol (BHA), butil-hidroxitolueno (BHT), terc-butil-
hidroquinona (TBHQ) e propil galato (PG). Entretanto, alguns estudos toxicolégicos
em animais tém demonstrado a possibilidade destes antioxidantes apresentarem

efeito carcinogénico (Ramalho e Jorge, 2006).
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Além do uso em dietas e na preservacdo de alimentos, antioxidantes
também sdo acrescentados em outros produtos industriais, tais como produtos
farmacéuticos e cosméticos, e também combustiveis e lubrificantes de motores
(Aher et al., 2011). Neste contexto, as pesquisas com antioxidantes de fontes
naturais procuram substituir ou reduzir o uso de antioxidantes sintéticos, em especial

nos produtos alimenticios, farmacéuticos e cosméticos.

1.3.3 Atividade Antioxidante de Algas

Vérias classes de compostos de algas apresentaram atividade
antioxidante, dentre eles terpendides e florotaninos (em algas pardas), carotenoides,
polissacarideos sulfatados e compostos fendlicos (Cardozo et al.,, 2007; Gupta e
Abu-Ghannam, 2011). Em algumas situa¢cBes, como por exemplo na presenca de
ions de metais de transicdo, compostos e extratos de algas podem apresentar
atividade pro-oxidante (Tutour et al.,, 1998, Santoso, Yoshie e Suzuki, 2004,
Raymundo, Horta e Fett, 2004). Outros antioxidantes naturais como por exemplo
acido ascorbico, a-tocoferol, flavonoides e carotendides que em excesso, ou em
contato com um metal, podem ter atividade pré-oxidante (Ferreira e Matsubara,
1997; Rietjens et al., 2002).

Uma das pesquisas envolvendo maior nimero de algas analisadas pela
atividade antioxidante foi feita por Zubia, Robledo e Freile-Pelegrin (2007). Os
autores avaliaram extratos de 48 algas do México frente ao radical DPPH, sendo as
algas de melhores resultados Lobophora variegata (parda), Avrainvillea longicaulis
(verde) e Chondria baileyana (vermelha), cujos valores foram equivalentes aos de

alguns antioxidantes comerciais como a-tocoferol, acido ascoérbico, BHA e BHT.

Souza et al. (2007) avaliaram polissacarideos sulfatados de algas pardas
e vermelhas pelos métodos de sequestro de anion superoxido e radical hidroxila. Os
autores encontraram boa atividade antioxidante entre os carboidratos testados,
sendo que fucoidana e lambda carragenina exibiram as maiores atividades. Houve

também correlacéo positiva entre o conteudo de sulfato e atividade antioxidante.

Zahra et al. (2007) analisaram os extratos aquoso e metandlico da alga
parda Sargassum boveanum pelos métodos de peroxidacao lipidica e DPPH. O
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extrato aquoso apresentou Gtima atividade na inibicdo da peroxidacéo lipidica e o
extrato etandlico demonstrou também otima atividade no sequestro de DPPH. Para
0s autores as atividades se devem, pelo menos em parte, aos constituintes fenolicos

dos extratos.

Demirel et al. (2009) avaliaram a atividade antioxidante e antimicrobiana
de extratos metandlico, diclorometandlico e hexanico e éleo essencial de cinco algas
pardas da Turquia. O extrato hexéanico de Dictyota dichotoma var. implexa
apresentou o maior contetdo fendlico, o extrato diclorometandlico de Scytosiphon
lomentaria foi o que apresentou maior atividade antioxidante pelo método ABTS e,
no geral, os extratos diclorometandlicos foram mais ativos do que os demais

extratos.

Costa et al. (2010) testaram polissacarideos sulfatados de 11 espécies de
algas de Natal, Rio Grande do Norte, Brasil, frente as atividades in vitro
anticoagulante, antioxidante e antiproliferativa. Todas as espécies demonstraram
atividade antioxidante, e quatro delas (Caulerpa sertularioide, Dictyota cervicornis,
Sargassum filipendula e Dictyopteris delicatula) apresentaram grande potencial
frente aos ensaios capacidade antioxidante total, poder redutor e quelacdo do ion

ferroso.

Kelman et al. (2012) estudaram 30 espécies de algas do Hawai, nas quais
todas apresentaram atividade pelo método FRAP e as algas pardas foram
estatisticamente as mais ativas. A alga mais ativa foi Turbinaria ornata e diferentes
carotenoides foram identificados como os principios ativos, sendo o carotenoide

fucoxantina o maior componente responsavel pela atividade antioxidante.

1.4 Atividade Antibacteriana

Bactérias sdo organismos unicelulares procariontes e estdo disseminadas
por toda a biosfera. S&o classificadas em Gram-positivas e Gram-negativas de
acordo com as propriedades da parede celular, tendo as positivas parede rica em
peptideoglicano e as negativas pequena quantidade de peptideoglicano e uma
membrana externa a parede (Madigan, Martinko e Parker, 2004). A maioria das
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bactérias ndo causam doencas a seres humanos e animais, algumas delas séo
inclusive vitais para a sobrevivéncia dos mesmos. Pele e mucosas saudaveis
abrigam normalmente microbiotas bem caracterizadas, evitando ou dificultando a
instalacdo de microrganismos patogénicos vindos do ambiente externo. Uma
pequena propor¢cdo de bactérias patogénicas pode ser mortal (Davies, 2007). A
patogenicidade de certas bactérias, normalmente inofensivas, pode inclusive estar
associada a sua instalacdo em tecido ou 6rgdo ndo usual, ou ainda a baixa

imunidade.

Dentre as bactérias de maior interesse em processos infecciosos
humanos estdo: Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae, Escherichia coli e Enterococcus faecalis. Podem causar inGmeras
infeccdes, dentre elas endocardite bacteriana aguda, infec¢bes respiratorias,
bacteremia, septicemia, osteomielite aguda e crdnica, piomiosite aguda purulenta,
abcesso cerebral, infec¢des de préteses articulares e do trato urinério (Porfirio et al.,
2009).

Infeccbes bacterianas foram responsaveis por grande quantidade de
mortes até a Segunda Guerra Mundial. Porém, apés o inicio do uso e sucesso dos
primeiros antibioticos (penicilina e estreptomicina) na década de 1940, especulava-
se que as infecgdes bacterianas seriam consideradas “coisa do passado” em poucos
anos. No final da década seguinte foram isoladas cepas multirresistentes e teme-se
que a presenca de grande quantidade de bactérias resistentes faca o mundo

retroceder a era “pré-antibiotica” (Davies, 2007).

Ja foram identificados varios mecanismos pelos quais as bactérias
desenvolvem resisténcia a antibidticos, dentre eles espessamento na parede celular,
modificacdes na molécula-alvo, aumento do efluxo do antibidtico ou diminuigdo do
influxo, inativacdo enzimatica do antibiético, protecdo da molécula-alvo e outros
(Arias e Murray, 2009; Davies, 2007). Esses mecanismos podem ser decorrentes de
mutacdes espontaneas ou adquiridas através de transferéncia de genes pela troca
de plasmideos de bactérias resistentes para ndo resistentes, podendo essa troca de
genes de resisténcia ocorrer entre diferentes cepas da mesma espécie ou mesmo
entre espécies diferentes (WHO, 2007). O uso inadequado de antibidticos pode, por

exemplo, selecionar cepas resistentes de bactérias da microbiota normal do ser
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humano, e estas podem eventualmente transmitir 0os genes de resisténcia a

bactérias patogénicas.

Além do uso inadequado de antibiéticos para o tratamento de doencas
humanas, outras fontes de resisténcia ou propagacdo menos Obvias também devem
ser levadas em consideracdo. Pesquisas em hospitais publicos do Estado do Rio de
Janeiro detectaram a presenca de bactérias multirresistentes, incluindo os géneros
Acinetobacter, Streptococcus, Gemella e Klebsiella, carreadas por formigas,
constituindo possivel vetor de propagacdo de bactérias resistentes entre pacientes
infectados e outros pacientes. Medidas de saneamento e controle de formigas em
ambiente hospitalar sdo consideradas necessarias para diminuicdo de risco para 0s

pacientes (Moreira et al., 2005).

Medidas de controle também devem ser tomadas para além do ambiente
hospitalar, por exemplo, no tratamento de animais para alimentagdo humana. Ha
evidéncias de que o tratamento indiscriminado de animais com antibiéticos tornam
seus produtos e derivados fonte para resisténcia aos antibiéticos na espécie
humana. Para ganhar peso mais rapido, alguns animais como frangos séao
alimentados com ragdo contendo pequenas doses de antibidticos e quimioterapicos,
atuando de maneira subterapéutica, o que favorece o surgimento de resisténcia
microbiana. Residuos de antibiéticos e bactérias resistentes foram isolados de
carnes bovinas e de frango. Entre os mais comumente encontrados estavam
estreptomicina, cloranfenicol e gentamicina. Em galinhas, 67% das amostras
estavam contaminadas com residuos de antibiéticos. Até mesmo no leite é
detectada a presenca de antibiéticos, sendo estes os contaminantes mais estudados
em todo o mundo e os responsaveis pelas maiores regulamentacdes internacionais
(Mota et al., 2005).

Atualmente, o desenvolvimento de resisténcia por certas bactérias
patogénicas é mais rapido que a capacidade da industria para produzir novas drogas
(Mota et al., 2005). A maioria dos antibioticos usados atualmente foi desenvolvida
nas décadas de 1950 e 1960 (Davies, 2007). Sdo varios 0s motivos que levaram a
esse contexto, mas todos eles se referem ao pequeno retorno financeiro comparado
com o investimento requerido. Calcula-se que sejam necessarios 400 a 800 milhdes

de délares por agente aprovado pela FDA (agéncia que fiscaliza os alimentos e
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medicamentos nos EUA). A terapia desses agentes dura ndo mais de duas semanas
e sdo medicamentos muito mais controlados e dificeis de adquirir em farmacias.
Dessa forma, a atencdo da industria farmacéutica se volta para medicamentos de
uso constante e retorno mais garantido. Em 2004 havia apenas 5 novos sistemas
moleculares antibacterianos em desenvolvimento pelas maiores empresas
americanas, enquanto que para a disfuncdo erétii eram 4 no mesmo periodo
(Spellberg et al., 2008).

E dificil imaginar procedimentos cirdrgicos, transplantes, quimioterapia
contra o cancer, ou atendimentos a doentes cronicos ou infectados por HIV sem
agentes antimicrobianos eficazes (Arias e Murray, 2009). Portanto, dada a
ineficiéncia do modelo atual para gerar novos antibiéticos, é urgente a busca por
novos compostos com atividade antibacteriana, principalmente por parte das
universidades e instituicdes publicas, ou o aumento de financiamento para empresas

privadas.

1.4.1 Atividade Antibacteriana de Algas

A maioria dos compostos de algas marinhas apresenta atividade
antibacteriana (Vijayabaskar e Shiyamala, 2011), entretanto, pode ocorrer grande
variagdo na producdo de substancias antibacterianas intraespecificas. Essas
variagbes podem ocorrer devido a variagdes ecologicas, fase de crescimento,
maturidade sexual, estacdo do ano, ambiente e até nos protocolos de extragédo
(Salvador et al., 2007; Osman, Abushady e Elshobary, 2010).

Dentre os compostos encontrados em algas com atividade antibacteriana
podem ser citados aminoacidos, terpendides, florotaninos, acido acrilico, compostos
fendlicos, esteroides, bromofenol, cetonas e alcanos halogenados, polissulfonas
ciclicas e acidos graxos (Shanmughapriya et al., 2008; Mayer e Hamann, 2005;
Mayer et al., 2007; Mayer et al., 2011).

Hellio et al. (2000) testaram os efeitos inibitorios de fracdes aquosa,
etandlica e diclorometano de 16 espécies de algas da costa nordeste da Franca
contra microrganismos frequentemente encontrados em superficies imersas e

algumas bactérias patogénicas ao homem. Os extratos aquosos nao apresentaram
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nenhuma inibigcdo, porém extratos etandlicos e diclorometano parecem ser bem
especificos contra gram-positivas. N&do ocorreu diferenca significativa entre os

extratos etanolicos e diclorometano para cada alga.

Lima-Filho et al. (2002) estudaram a atividade de seis algas verdes e
vermelhas da praia do Pacheco, Estado do Ceara, Brasil. As extracdes foram
realizadas com hexano, cloroférmio e etanol em aparelho Soxhlet. Os valores da
inibicdo antibacteriana considerados validos (acima de 10 mm) foram observados
apenas para o extrato hexanico. O resultado mais promissor contra as bactérias
testadas foi da alga vermelha Amansia multifida; ja a alga verde Caulerpa
cupressoides apresentou atividade contra trés bactérias (duas Gram-positivas e uma
Gram-negativa); e as algas Ulva fasciata, Caulerpa prolifera e Gracilaria

domingensis ndo apresentaram atividade para nenhuma bactéria testada.

Salvador et al. (2007) estudaram o potencial antibacteriano e antifungico
de 82 algas da peninsula Ibérica, comparando os valores obtidos com diferentes
técnicas de extracdo e diferentes estacbes do ano. As algas pardas tiveram as
percentagens mais elevadas de taxa ativos, embora ndo exibissem a maior atividade
entre os taxa testados. As atividades variaram com as estacfes do ano, sendo

melhores no outono e na primavera com maior percentagem de taxa ativos.

Wang et al. (2009) estudaram o efeito bactericida de florotanino isolado
da alga parda Ascophyllum nodosum e taninos de plantas terrestres frente a cepas
de Escherichia coli. Os autores concluiram que o florotanino da alga apresentou

atividade de inibicdo de crescimento e bactericida superior aos taninos terrestres.

Osman, Abushady e Elshobary (2010) pesquisaram atividade
antibacteriana de extratos metandlicos, etandlicos e acetdnicos de nove algas
egipcias (entre vermelhas, pardas e verdes). Os autores concluiram que os extratos
acetbnicos apresentaram maior atividade do que os metandlicos, que por sua vez
foram mais eficientes do que os etandlicos. As algas com melhores atividades foram
as verdes, seguidas pelas vermelhas e por ultimo as pardas. Todas as algas e
extratos apresentaram atividade contra gram-positivas, gram-negativas e Candida
albicans, sendo Ulva fasciata a mais ativa das algas contra todos os microrganismos

testados.
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1.5 Atividade Anti-Inflamatoéria

1.5.1 Processo Inflamatério

Inflamacdo € a resposta do organismo frente a lesbes teciduais ou
infeccbes que pode levar a restauracdo da estrutura e funcdo do tecido normal.
Pode ser de curta duracdo, fase aguda, ou perdurar por longos periodos, fase
crbnica. A inflamacéo aguda é um processo de beneficio limitado, particularmente
em resposta a agentes infecciosos, enquanto que a inflamacédo crbnica € um
fenbmeno persistente ndo desejavel, que pode levar a evolucdo de doencas
inflamatérias, como sindrome metabdlica, aterosclerose, obesidade, doenca

cardiovascular, artrite reumatdide e cancer (Chiu et al., 2012).

O processo inflamatério € caracterizado por dor, calor, rubor, edema e
perda de funcdo. Na area afetada pela inflamag&o, ocorrem eventos vasculares,
como a dilatacdo das arteriolas (levando a um aumento do fluxo sanguineo) e o
aumento da permeabilidade dos vasos capilares as proteinas do plasma (que leva
ao vazamento de plasma e edema local), e eventos celulares, como o movimento de
leucécitos da circulacdo para o local da leséo, seguido pela ativacdo tanto das
células migratérias quanto das células do tecido local (Lees et al., 2004). Esses
eventos sdo mediados por substancias que podem ser divididas em quatro
categorias: metabdlitos lipidicos inflamatérios como os derivados do &cido
araquidonico (prostaglandinas, leucotrienos e lipoxinas); trés cascatas de
proteases/substratos solluveis (coagulacdo, complemento e cininas); Oxido nitrico
(um potente vasodilatador); e polipeptideos derivados de células, as citocinas
(Feghali e Wright, 1997).

Os eventos vasculares iniciam-se com vasoconstricao reflexa que persiste
apenas por alguns minutos quando entdo da lugar a vasodilatacdo que vai, por sua
vez, gerar 0 eritema e o calor caracteristicos da inflamacdo. Essa transicdo de
vasoconstricdo para vasodilatacdo € mediada por diversos fatores, por exemplo,
produtos endoteliais e fatores derivados de mastocitos como leucotrienos,
prostaglandinas e, em particular, histamina, contribuem para vasodilatacdo. Outro
sinal da inflamacdo é o edema, causado por fluxo de fluido vascular do

compartimento intravascular para o intersticio como resultado do aumento da
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permeabilidade vascular. A principal fungdo da mudancga da permeabilidade vascular
é facilitar a disponibilidade de células e mediadores inflamatorios para os locais de
leséao (Aller et al., 2006).

1.5.2 Eventos Celulares da Inflamacao

Os eventos celulares envolvem o recrutamento de leucécitos para o sitio
de inflamacédo, o qual envolve as seguintes etapas: captura, rolagem, ativacao de
integrinas, adesdo estavel, rastejamento intravascular e transmigracao (figura 3).
Nos locais de inflamacdo, as células residentes, principalmente fagdcitos
mononucleares ativados, produzem citocinas (tais como TNF e IL-1) que induzem as
células endoteliais a produzir selectinas, ligantes de integrinas e quimiocinas. Na
captura, o endotélio inflamado expressa selectina-L e selectina-P, que vao se ligar a
PSGL-1 (Ligante 1 de glicoproteina selectina-P) dos leucécitos circulantes. PSGL-1
também pode se ligar a selectina-L de outros leucdcitos circulantes, facilitando a
captura de leucdcitos secundarios. O processo de rolagem vem logo em seguida. As
ligacdes selectinas-ligantes de selectinas quebram-se devido ao fluxo sanguineo e
se restabelecem rapidamente, fazendo o leucécito rolar sobre o endotélio. A rolagem
lenta € mediada por selectina-E e integrinas (usualmente LFA1 ou MAC1),
diminuindo a velocidade de rolagem de neutréfilos para 5 um por segundo. A
ativacdo se da pela atuacdo de quimiocinas sobre os leucécitos, induzindo
mudang¢as conformacionais de suas integrinas do estado de baixa afinidade para
estados intermediario e de alta afinidade, este Ultimo expondo seu sitio de ligagdo. A
adeséao estavel se da pela ligacdo das integrinas ativadas aos ligantes de integrinas
do endotélio, resultando numa ligacdo estabilizada sob condicbes de fluxo
sanguineo. O leucdcito pode passar pela fase de rastejamento intravascular,
locomovendo-se de forma dependente de MAC1 e ICAM1 até locais preferenciais
para transmigracdo, neste caso, ocorre transmigracdo paracelular, em que o
leucdcito passa por entre células do endotélio. Caso ndo haja a etapa de
rastejamento, o leucocito migra preferencialmente por via transcelular, ou seja,
passa por dentro de uma célula do endotélio. (Ley et al., 2007; Abbas, Lichtman e
Pillai, 2008).
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Figura 3 — Migracao de leucécitos e suas fases.
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Fonte: Ley et al. (2007).

Apéds chegarem ao sitio da inflamacéo, os polimorfonucleares neutros (os
neutréfilos) atuam sobre os patdgenos invasores principalmente por opsonizagéo.
Inicialmente, o microrganismo é fagocitado e incorporado em um fagossomo
intracelular. Segue-se um grande consumo de oxigénio que é convertido em EROs.
Além disso, os granulos citoplasmaticos sdo descarregados no fagossomo,
resultando na morte do microrganismo. Dentre 0s sistemas antimicrobianos
formados, destacam-se mieloperoxidase (MPO), liberada durante a desgranulacéo,
peréxido de hidrogénio, formado no burst respiratorio, e um haleto, normalmente
cloreto. O produto inicial desses sistemas €& o &cido hipocloroso, e
subsequentemente tem sido proposta a formacdo de cloro, cloraminas, radicais
hidroxilas, oxigénio singlete e ozonio. Os mesmos compostos podem ser liberados
para o exterior da célula, podendo atacar tecido saudavel, o que pode agravar a
doenca (Klebanoff, 2005).

Apés eliminacdo do estimulo inflamatoério, as células recrutadas devem
ser eliminadas de maneira coordenada. A via de remocdao inclui a recirculacdo ou
morte local de neutrdéfilos, eosindfilos ou linfocitos, seguido por fagocitose de
macrofagos derivados dos mondcitos recrutados. Completada a fagocitose, 0s
macréfagos podem deixar o sitio de inflamacéo por drenagem linfatica ou podem

morrer no local por apoptose. Esse € o processo usual, causando pouco dano ao
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tecido lesado e dando pouca oportunidade para o surgimento de inflamacgao cronica.
Se houver predisposicdo genética, a inflamagdo aguda n&do é resolvida e
desenvolve-se a inflamacao crbnica, caracterizada pelo acumulo de neutrofilos e
fibrose inflamatoria, prolongando a inflamacdo e podendo levar a reacdes a
antigenos proprios. Para a resolu¢do adequada da inflamacgédo aguda é necessério
cessar o fluxo de leucocitos circulantes, sinalizacdo eficiente para
monaocitos/macréfagos  fagocitarem 0S leucdcitos e remocao dos
monaocitos/macréfagos, uma vez que ndo ha mais estimulo de novas ameacas

(Lawrence e Gilroy, 2007).

1.5.3 Eventos humorais do processo inflamatorio

As citocinas representam uma classe de mediadores de extrema
importancia para a regulacdo do processo inflamatério, pois formam um grupo de
substancias multifuncionais envolvidas em diversas etapas da inflamagéo, podendo
influenciar a resposta inflamatéria de forma a favorecer ou inibir o processo.
Geralmente as citocinas pro-inflamatoérias como IL-1B, IL-6, TNF-a e IL-18, estdo
envolvidas no inicio e na amplificacdo da resposta, enquanto que as anti-
inflamatérias como IL-10 e fator de crescimento transformante (TGF) 3, modulam
esses eventos de forma negativa, no intuito de controlar o estabelecimento do
processo. Dentre as pro-inflamatérias, IL-1 (a e B) e TNF sdo moléculas com
extremo potencial inflamatério: sdo as citocinas primarias que medeiam, dentre

outros, o recrutamento de leucdcitos (Calixto et al., 2004; Feghali e Wright, 1997).

Devido a importancia das citocinas primarias, seu bloqueio poderia
controlar doencas inflamatorias. A familia IL-1 esta associada com inflamacgéo aguda
e cronica. Seus membros, notadamente IL-13, tém sido estudados como alvo para o
tratamento de sindromes inflamatorias locais e sistémicas denominadas doencas
“auto-inflamatérias”. Essas doencgas distinguem-se das autoimunes pela célula-alvo,
as células T nas autoimunes e monocito-macréfago nas auto-inflamatérias, que
promove diretamente a inflamagdo. Algumas doencas auto-inflamatdrias comuns
sensiveis a neutralizacdo de IL-1B sao: gota, diabetes tipo 2, insuficiéncia cardiaca,

pericardite recorrente, artrite reumatoide e mieloma latente (Dinarello, 2011).
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1.5.4 Inflamacéo Cronica e Anti-inflamatérios

O estabelecimento de inflamacdo cronica pode desencadear cancer.
Estudos de populagbes revelam que individuos mais propensos a doencas
inflamatorias cronicas tém risco mais elevado de desenvolver cancer. Além disso,
acredita-se que 15% de todos os canceres humanos podem ser causados,
indiretamente, por condi¢des infecciosas cronicas. Um possivel mecanismo é a
inducédo de danos ao DNA devido a grande producdo de EROs pelos fagocitos, o
que pode levar a mutacdes, primeiro passo para a formacao de cancer. Macrofagos
em especial podem ter um papel fundamental no processo. Além de recrutar e ativar
leucdcitos, os macrofagos também podem ativar fibroblastos para gerar reparacao
tecidual. Entretanto, a resposta exagerada na recuperacao tecidual pode levar a
formacao de novos vasos sanguineos, aumentando o aporte nutricional do céncer.
Em certas condicdes, tumores derivados de macrofagos produzem uma quimiocina
gue medeia o trafico de linfécito T regulador (cuja funcédo € suprimir a ativacdo do
sistema imune adaptativo para garantir a tolerancia a antigenos préprios) para o sitio
do tumor. Outros estudos sugerem que a resposta imune adaptativa associada a
células natural killers constituem uma resposta eficiente ao desenvolvimento de
tumores. Baseadas nessas evidéncias, varias pesquisas estdo sendo feitas visando
novas estratégias anticancer baseadas em imunoterapias que podem fortalecer a
imunidade adaptativa ou neutralizar as propriedades pré-cancer da imunidade inata

(Visser, Eichten e Coussens, 2006).

Para evitar que a inflamacéo torne-se cronica utilizam-se compostos anti-
inflamatorios, que podem agir em muitos passos do processo inflamatério. Por
exemplo, um composto pode bloguear a biossintese de mediadores pro-
inflamatorios por interacéo direta com uma enzima chave (p. ex., inibicdo de COX-2)
ou diminuindo a expressdao da enzima (p. ex., compostos anti-inflamatdrios
esteroidais) ou reduzindo os niveis de substrato (p. ex., diminuicdo da liberacéo de
acido araquidonico). Aléem disso, um composto pode atuar tanto inibindo a liberagéao
de mediadores estocados pré-formados (p. ex., liberacdo de histamina) ou
bloqueando a interacédo do receptor mediador nas células alvo (p. ex., antagonistas
de receptores de histamina). Um composto anti-inflamatério pode também atuar por
imuno-estimulacdo (p. ex., maturacdo de células mieloides ou estimulacdo de

fagocitose) que por sua vez promove um aumento da remocdo de moléculas
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sinalizadoras atacantes, que resulta em uma resposta inflamatéria menos agressiva

ao alérgeno desafiante (Andrade et al., 2007).

1.5.5 Atividade Anti-Inflamatoria de Algas

Encontram-se na literatura diversos trabalhos envolvendo atividade anti-
inflamatdria de plantas e algas, sendo mais comuns os estudos com plantas
terrestres, justificados geralmente pelo seu uso na medicina popular. J& os estudos
com algas justificam-se pela grande quantidade de compostos isolados de

organismos marinhos com interessantes propriedades bioldgicas e farmacologicas.

Foram identificados diversos compostos anti-inflamatoérios isolados de
algas, tais como flavonoides, terpenoides, policetideos, peptideos, esterol
glicosideo, carboidratos, acido quimimico e derivados (Meenakshi et al., 2009;
D’Orazio et al., 2012; Mayer e Lehmann, 2000; Mayer e Hamann, 2004; Mayer et al.,
2009; Mayer et al., 2011; Marques et al., 2012; Araujo et al., 2011).

Khan et al. (2008) avaliaram a atividade anti-inflamatéria dos extratos
metanodlicos de 37 espécies de algas, sendo 6 clorofitas, 17 feofitas e 14 rodofitas
coletadas na costa da Coréia. O ensaio foi feito pela metodologia de inflamacéo da
orelha de camundongo, em que cada animal recebeu, como estimulo inflamatorio,
forbol e extrato dissolvido em etanol. Uma alga verde, quatro pardas e duas
vermelhas apresentaram atividade de inibicdo acima de 70%, com destaque para
Ulva linza (clordfita), com 84% de inibicdo, e Undaria pinnatifida (fedfita), com 85%.
Os autores sugeriram que acidos graxos presentes nas algas podem ser

responsaveis pela atividade anti-inflamatoria.

Ananthi et al. (2010) estudaram o polissacarideo bruto solivel em agua
da alga parda Turbinaria ornata em relacdo a atividade antioxidante (frente aos
testes: DPPH, consumo de Oxido nitrico, inibicdo da peroxidacéo lipidica e ABTS) e
anti-inflamatodria (edema de pata induzido por carragenina e teste da permeabilidade
vascular). A administracdo oral do polissacarideo reduziu o edema de pata de
maneira dose-dependente comparada ao edema de carragenina. De maneira

semelhante, o polissacarideo apresentou efeito inibitério dose-dependente na
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permeabilidade vascular. Os autores consideraram o polissacarideo bruto de T.

ornata como potencial agente antioxidante e anti-inflamatorio.

Mhadhebi et al. (2012) estudaram a atividade anti-inflamatéria, por edema
de pata induzido por carragenina, e efeito antiproliferativo in vitro de fracdes
organicas (cloroférmio, acetato de etila e metanol) da alga parda Cystoseira
compressa. As fracdes cloroférmio e acetato de etila exibiram atividade anti-
inflamatéria dose dependente. As fracBes apresentaram atividade anti-inflamatoria
interessante associada com atividade antiproliferativa, podendo estar relacionadas

ao conteudo fenodlico total.

Poucos trabalhos de pesquisadores brasileiros foram realizados com
atividade anti-inflamatdria de algas. Bitencourt et al. (2008) testaram uma lectina da
alga vermelha Hypnea cervicornis frente aos modelos de nocicepcéo e inflamacéao
pelos modelos de contor¢ao provocada por acido acético, teste de formalina e placa
guente, para nocicepcdo, e edema de pata induzido por carragenina e dextrana e
modelo de peritonite. A lectina mostrou importante atividade antinociceptiva e anti-

inflamatoria através do sitio de ligacdo carboidrato-lectina.

Mais recentemente foram realizadas pesquisas com carboidratos
sulfatados de algas e efeito anti-inflamatorio. Marques et al. (2012) analisaram
fucanas sulfatadas de Padina gymnospora e obtiveram reducdo de influxo de
leucdcitos pelo ensaio de células do exsudado peritoneal, mas nenhuma atividade
citotdxica. Ja Araujo et al. (2011) analisaram um polissacarideo sulfatado isolado de
Solieria filiformis nos ensaios de nocicepcéo e inflamacédo. O polissacarideo diminuiu
0 numero de contor¢cdes e a segunda fase do teste de formalina, entretanto nao
apresentou efeito antinociceptivo pelo teste da placa quente e também néo
apresentou atividade anti-inflamatéria significante pelos modelos de edema de pata

por carragenina e dextrana.
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1.6 Justificativa

N&do had um grande numero de estudos com atividades biolégicas do
género Spatoglossum com metabdlitos secundarios. Neste contexto, procurou-se
avaliar o potencial das atividades antioxidante, antibacteriana e anti-inflamatéria de

extrato metandlico e fragcdes da alga S. schroederi.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar as atividades antioxidante, antibacteriana e anti-inflamatoria do extrato

metandlico e fracdes da alga parda Spatoglossum schroederi.

2.2 Objetivos Especificos

>

Obter o extrato metanodlico bruto (MET) de Spatoglossum schroederi e
fraciona-lo sequencialmente com hexano (HEX), cloroférmio (CLR), acetato
de etila (ACE) e 4gua destilada (AQU);

Dosar o conteudo fendlico e teor de flavonoides do extrato MET e fragdes;
Avaliar a atividade antioxidante do extrato MET e fracGes pelos métodos de
Capacidade Antioxidante Total, Atividade Redutora, Sequestro do Radical
DPPH e Quelac&o do fon Ferroso;

Determinar a atividade antimicrobiana do extrato MET e fracdes pelo método
de difusdo em agar;

Avaliar a atividade anti-inflamatéria do extrato MET e fracBes pelos ensaios
de edema de pata induzido por carragenina e por dextrana, migracao de
leucocitos em peritonite  induzida por carragenina, atividade da

mieloperoxidase e dosagem de IL-18 e IL-10.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Preparo do extrato metandlico e das fracdes hexanica e cloroférmica

A alga parda Spatoglossum schroederi foi coletada na Praia do Pacheco
(Municipio de Caucaia, CE) e congelada. Posteriormente, foi lavada em agua
corrente, separada das epifitas e lavada com &gua destilada. Depois de secar a
temperatura ambiente over night, a alga foi macerada em nitrogénio liquido. As
amostras maceradas foram submetidas a extracdo por trés vezes com metanol
100% na proporcdo de 1:20 (p:v) sob agitacdo mecanica e temperatura ambiente
por 24 h, sendo depois centrifugadas a 10.000 rpm por 10 min a 25°C. O
sobrenadante foi concentrado em evaporador rotativo (temperatura maxima de
40°C) até volume de 100 mL, dos quais 40 mL foram separados e secos para
obtencdo do extrato bruto metandlico (MET), e os outros 60 mL foram secos e
ressuspendidos em agua para obtencdo das fracbes. Em seguida, foram
particionados sequencialmente em trés solventes diferentes: hexano (HEX),
cloroférmio (CLR) e acetato de etila (ACE), fracionando os componentes do extrato
MET de acordo com sua polaridade (Cho et al., 2010). Para cada fracdo ou extrato,
foi estimado o peso através de medi¢cBes gravimétricas em triplicata usando 1 mL
de cada. O rendimento de MET foi calculado tomando-se o peso da alga seca
como referéncia, e o rendimento de cada fracdo foi calculado usando-se o peso
total de MET como referéncia. As fragBes resultantes foram evaporadas em
evaporador rotativo resultando nas fragbes HEX, CLR, ACE e aquosa (AQU).
Devido aos rendimentos de ACE e AQU terem sido muito baixos, sé foram
utilizados MET, HEX e CLR. O extrato e as frac6es foram estocados a —20°C até o
momento das analises. A figura 4 mostra o fluxograma da preparacdo do extrato

MET e fracdes de S. schroederi.
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Figura 4 — Fluxograma do preparo do extrato MET bruto e fracdes de Spatoglossum schroederi. MET
— extrato metanolico; HEX — fragdo hexanica; CLR — fragdo cloroférmica; ACE — fracéo acetato de
etila; AQU — fracdo aquosa
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3.2 Atividade antioxidante

Para realizacdo dos ensaios com atividade antioxidante, foram
preparadas solugdes estoques com metanol, a partir do extrato MET e fracdes secas
HEX e CLR, na concentracao de 2,0 mg/mL e as demais concentracdes (1,5; 1,0; e

0,5 mg/mL) foram obtidas a partir dessa. Todos 0s ensaios foram feitos em triplicata.

3.2.1 Conteudo Fendlico Total

Seguiu-se protocolo estabelecido por Lopez et al. (2011). Amostras de
100 pL de cada concentracdo de MET, HEX ou CLR foram colocadas em tubos de

ensaio com 8,4 mL de agua; foram adicionados em seguida 0,5 mL do reagente de
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Folin-Ciocalteau e 1 mL de carbonato de sodio a 20%. Os tubos foram agitados e
deixados em repouso por 1 hora em temperatura ambiente e escuro. A absorbancia
foi medida a 765 nm. Uma curva de calibracdo de acido galico em metanol também
foi preparada. Os resultados foram expressos como mg de Equivalente de Acido
Galico (EAG)/g de extrato.

3.2.2 Teor de Flavonoide Total

Seguiu-se o protocolo estabelecido por Cox, Abu-Ghannam e Gupta
(2010). Uma aliquota de 250 uL de cada concentracdo de MET, HEX ou CLR foi
misturada com 1,25 mL de agua destilada e 75 uL de solu¢cdo NaNO; a 5%. Apos 6
min, 150 pL de solucéo AICI;.H,O a 10% foram adicionados. Apés 5 min, 0,5 mL de
solucdo NaOH 1 M foi adicionado e em seguida o volume total foi ajustado para 2,5
mL com &gua destilada. Apds homogeneizacdo completa da solucdo, a absorbancia
contra branco foi determinada a 510 nm. A Quercetina foi usada para preparar a
curva padrdo e os resultados foram expressos como mg de Equivalente de

Quercetina (EQ)/g de extrato.

3.2.3 Capacidade Antioxidante Total

Seguiu-se metodologia de Sun et al. (2011) com pequenas modificacdes.
Aliquotas de 0,15 mL de cada concentracdo de MET, HEX ou CLR foram misturadas
com 1,5 mL da solugéo reagente (&cido sulfarico 0,6 M, fosfato de sodio 28 mM e
molibdato de amonio 4 mM). Os tubos foram lacrados com filme plastico e incubados
a 95°C por 90 min em ambiente escuro. Os tubos foram, entdo, resfriados até a
temperatura ambiente e a absorbéancia foi medida a 695 nm contra branco. Foi
preparada uma curva padrdo com acido ascorbico e os resultados foram expressos
em mg de Equivalente de Acido Ascérbico (EAAsc)/mg de extrato. BHT 0,1 mg/mL

foi usado como controle positivo.
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3.2.4 Atividade Redutora

A atividade redutora foi avaliada de acordo com Zubia, Robledo e Freile-
Pelegrin (2007) com pequenas modificacbes. Esse ensaio mede a capacidade
antioxidante total de um extrato avaliando os potenciais redox dos compostos.
Aliguotas de 0,5 mL de cada concentracdo de MET, HEX ou CLR foram misturadas
com tampao fosfato (1,25 mL, 0,2 M, pH 6,6) e ferrocianeto de potassio (KsFe (CN)g;
1,25 mL, 1%) e incubadas a 50°C por 20 min, depois resfriadas e misturadas com
1,25 mL de &cido tricloroacético (10%). Dessa mistura, 1,25 mL foi transferido para
outros tubos de ensaio aos quais foram adicionados agua destilada (1,25 mL) e
FeCl;.6H,0 (0,25 mL, 0,1%). A mistura foi mantida a temperatura ambiente por 10
min e a leitura da absorbancia foi feita a 700 nm. BHT 0,1 mg/mL foi usado como

controle positivo.

3.2.5 Atividade Sequestradora do Radical DPPH

Seguiu-se o protocolo de Cho et al. (2010) com adaptacfes. Uma aliquota
de 0,75 mL de cada concentracdo de MET, HEX ou CLR foi misturada com 0,75 mL
de DPPH 0,1 mM seguido de incubacé&o por 1 h. A absorbancia de cada amostra foi
lida em 515 nm. A percentagem de DPPH sequestrado foi calculada usando a

seguinte equacéo:

Ac — As

Sequestro de DPPH (%) = x100

Onde A; € a absorbéncia do controle (0,75 mL de metanol com 0,75 mL de DPPH) e
As é a absorbancia da amostra. BHT 0,1 mg/mL foi usado como controle positivo.

3.2.6 Ensaio de Quelagéo do ion Ferroso

O ensaio de quelagéo do ion ferroso foi baseado em Chew et al. (2008)

com pequenas modificacdes. Foram misturados 0,5 mL de cada uma das seguintes
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solugdes: 0,1 mM FeSO,, extrato MET ou fragbes HEX e CLR de vérias diluicdes
(variando de 0,5 a 2,0 mg/mL) e 0,25 mM de ferrozina. As misturas (em triplicata)
foram incubadas por 10 min e a absorbancia foi medida em 562 nm. O resultado foi
expresso em percentagem de habilidade de quelacdo (% de habilidade de

quelacéo), usando a seguinte equagao:

Ac — As

Habilidade de quelacio (%) = x100

Onde A é a absorbancia do controle (0,5 mL de FeSQO,, 0,5 mL de metanol e 0,5 mL

de ferrozina) e As € a absorbancia da amostra.

3.3 Atividade Antibacteriana

Para o ensaio antimicrobiano, o extrato MET e fragbes foram dissolvidos
em dimetilsulféxido (DMSO) 10% em &gua Milli-Q para solucdo estoque de 100
mg/mL, conforme metodologia estabelecida por Osman, Abushady e Elshobary
(2010). As concentracdes testadas foram de 50 e 100 mg/mL em triplicata para cada
bactéria.

3.3.1 Microrganismos Testados

Para o ensaio antimicrobiano foram usadas duas bactérias Gram-
positivas (Enterococcus faecalis e Staphylococcus aureus) e trés Gram-negativas
(Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae cepa resistente e Pseudomonas

aeruginosa).
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3.3.2 Atividade Antimicrobiana pelo Método de Difus&do em Agar

A atividade antimicrobiana iniciou-se na etapa de enriquecimento, na qual
as bactérias foram ativadas pela transferéncia para eppendorfs com 2 mL de meio
Luria-Bertani — LB (20 g/L) e deixadas sob agitacdo (100 a 120 rpm) a 37°C over
night. Em seguida, na etapa de crescimento, as bactérias foram repicadas para
tubos de ensaio contendo 6 mL de agar triptona de soja — TSA (40 g/L) inclinado, e
deixados over night para crescimento a 37°C. Preparou-se, entdo, usando al¢ca de
platina, uma suspensdo bacteriana em solucdo salina até se obter concentracédo
aproximada de 1,8 x 10® UFC (unidades formadoras de coldnias)/mL na escala 0,5
de McFarland. Os tubos foram vortexados e os inéculos foram transferidos para

placas de Petri com &gar Miller-Hinton usando Swab estéril.

A atividade antimicrobiana foi avaliada pela técnica de difusdo de agar
segundo metodologia de Osman, Abushady e Elshobary (2010) com modificagdes.
Os pocos no meio agar foram perfurados com o auxilio de um tubo de Durham
(diametro de 6 mm), e 50 uL de cada concentracdo de MET, HEX ou CLR ou de
solvente puro (controle negativo) foi adicionado aos pocos. Para cada bactéria foram
usados em triplicata dois controles positivos, sendo usados um disco de ampicilina e
um segundo de penicilina ou gentamicina. As placas foram incubadas a 37°C por
24h e as leituras dos halos de inibicdo formados foram feitas com o auxilio de um

paquimetro.

3.4 Atividade Anti-inflamatoéria

Para realizagdo dos ensaios com animais, o extrato MET e fra¢cbes foram
dissolvidos em Tween 80 a 10% em salina e aplicados na dose de 100 mg/kg,
conforme metodologia estabelecida por Pereira et al. (2008).
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3.4.1 Animais

Foram utilizados camundongos fémeas da linhagem Swiss (Mus
musculus), pesando de 20 a 25 gramas, oriundos do Biotério Central da
Universidade Federal do Ceara. Os ensaios com 0s animais seguiram os padroes
exigidos de ética e biosseguranca, sendo a pesquisa submetida a Comissao de
Etica em Pesquisa Animal da Universidade Federal do Ceard (Protocolo
CEPA/UFC N° 36/12).

3.4.2 Reagentes e Solucfes Usados para Avaliar a Atividade Anti-Inflamatéria

Tween 80, carragenina, dextrana e indometacina foram adquiridas de
SIGMA ALDRICH (USA). Solucao diluente consistiu de Tween 80 a 10% salina ou
tampao PBS. Os kits para dosagem de citocinas foram da RD SYSTEM (USA). As

demais solu¢Bes usadas sao descritas a seguir.

Solucéo de turk (diluidor de glébulos brancos):

- Acido acético Glacial P. A (MEICK).........cveeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 20 mL;
Y/ To] =] =Y 1Y (o111 g F- 2,0 mL;
= AQUA AESHIAAAL. .......c.ecveeeeeceeeee ettt 1000 mL.

Solucéo para pletismografo:

- Cloreto de SOAIO (WELEC).......coeeiieeeeeeccce et e e e e e ee e e eearaaaaas 45,0 mg;
RS 10 18 (o= (o == To | = Lo TSRS 0,3 mL;
Yo TUF: W (=11 1] = o L= WO 100 mL.

O pH foi ajustado para 1,8 — 2,0 com HCI (5 mL/L). As diluicbes foram feitas em
solugao salina 0,9%.



Solucao de hematoxilina e eosina:

- Solucao de hematoxilina de Carazzi;

- Solucao saturada de carbonato de litio;

- Solucdes de eosina acidificadas com acido acético;

- Creosoto xileno.

Solucéo para o ensaio de mieloperoxidase:
- Tampao de brometo de hexadeciltrimetilamoénio (HTAB):

HTAB (Sigma) -----------=-=--=====---==-—- - -50;

Tampdo fosfato de potassio -------------------=-=-=-mo-mm--- 1L.

- Per6xido de hidrogénio 0,1%:

Peréxido de hidrogénio 30% (Vetec) --------------=-=------ 1mL;

Agua destilada --------==--===-mmmmemmmmee- - 29 mL.

Solucéao de o-dianisidina (DDI):

- O-dianisidina (Sigma) ----------=-==-======mmmmmmm oo 16,7 mg;
- Tampao fosfato de potassio ---------=-==-===mmmmmmmmmmmmaee- 10,0 mL;
- H,Op --------- oo - 50,0 pL;

- Agua destilada -----------==--==---mmeeemee- 90,0 mL.

51
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3.4.3 Edema de Pata Induzido por Carragenina (Cg) e Dextrana (Dxt)

O modelo do edema de pata induzido por Cg e Dxt foi realizado segundo
0 método descrito por Barbosa et al. (2009). Para cada ensaio, os animais foram
divididos em seis grupos (n=5), a saber. Tween, carragenina ou dextrana,
indometacina mais carragenina ou dextrana e cada uma das trés amostras (MET,
HEX e CLR, diluidos em solvente Tween 80 a 10% em salina) mais carragenina ou
dextrana. A indometacina, na dose de 10 mg/kg, e cada extrato, na dose de 100
mg/kg, foram administrados por via intra-peritonial (i.p.). O volume da pata traseira
direita de cada camundongo foi medido usando pletismémetro (UGO BASILI) antes
da injecdo do estimulo inflamatério (tempo zero). Apdés uma hora, foram
administrados 0,1 mL intraplantarmente (i.pl.) de Tween 80, carragenina (500
pg/pata, 100 yL) ou dextrana (500 pg/pata, 100 yL) na mesma pata. O volume da
pata foi avaliado usando o mesmo pletismdémetro em 1, 2, 3 e 4 h ap0s a injecao da
carragenina ou 30 minutos, 1, 2, 3 e 4 h apds a injecado da dextrana. O edema foi
calculado pela diferenca entre o volume da pata em um determinado tempo apés o

estimulo e o seu volume antes do estimulo inflamatério (tempo zero).

3.4.4 Ensaio da Migracdo de Leucdcitos para a Cavidade Peritoneal Induzida por

Carragenina

Os animais foram divididos em seis grupos (n=5): Tween, carragenina,
indometacina mais carragenina e cada uma das trés amostras (MET, HEX e CLR,
diluidos em solvente Tween 80 a 10% em salina) mais carragenina. Para avaliar a
migracdo de leucdcitos, os animais foram tratados por via oral (v.0.) com
indometacina (10 mg/kg) ou extrato (100 mg/kg) e, apos uma hora, foram injetados
intraperitonealmente 300 ug de carragenina diluidos em 250 pL de Tween 80 a 10%
em salina ou apenas 250 pL de Tween. Apds quatro horas, os animais foram
sacrificados por deslocamento cervical e a cavidade peritoneal foi lavada com 1,5
mL da solucdo de PBS heparinizado, massageada e incisada com bisturi para coleta

do liquido com pipeta Pasteur.

Do liquido colhido, 20 yL foram diluidos em 380 uL de liquido de Turk
(diluicdo de 1:20) e utilizados para contagem total de células em cémara de
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Neubauer. Dessa solucdo foram pipetados 20 pL e realizada a contagem total. Foi
feita essa contagem nos quatro quadrantes da camara de Neubauer e o resultado foi
multiplicado por 50 (20 da diluicdo e 2,5 do fator de correcdo da camara). Para
contagem diferencial de células, 20 uyL do exsudato foram colocados em
citocentrifuga (10 min a 2800 rpm). Em seguida, as laminas foram coradas com
corante rdpido HEMAS. A leitura foi realizada no microscopio éptico, com objetiva de
imersdo (aumento de 100x). Foram contadas 100 células em cada orificio (100
células por lamina). O numero total de neutrofilos foi estimado calculando-se as

percentagens do numero total de células encontradas (Souza e Ferreira, 1985).

3.4.5 Avaliagéo da Atividade de Mieloperoxidase (MPO)

Os animais submetidos ao ensaio de edema de pata por carragenina
também foram utilizados neste ensaio. ApGs a quarta hora da aplicacdo da
carragenina, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e a regiao
plantar da pata traseira direita foi removida cirurgicamente. As amostras foram

estocadas a —70°C para posterior dosagem da atividade de MPO no tecido.

A MPO é uma enzima encontrada predominantemente em granulos
azurofilos de leucécitos polimorfonucleares e tem sido usada como indice
quantitativo para avaliar a inflamacao em varios tecidos. Para tanto, as amostras
foram suspensas em tampéao de hexadeciltrimetilamonio (pH 6,0; 50mg de tecido por
mL de tamp&o) e depois trituradas com um homogeneizador de tecidos. As amostras
foram congeladas, descongeladas e trituradas trés vezes. Posteriormente, foram
centrifugadas a 4500 rpm, durante 12 min a uma temperatura de 4°C; o
sobrenadante foi, entdo, colhido. Os niveis teciduais da atividade de MPO foram
determinados por meio da técnica descrita por Bradley, Christensen e Rothstein
(1982), utilizando peréxido de hidrogénio 0,0005% como substrato para MPO, sendo
uma unidade de MPO definida como a quantidade capaz de converter 1 ymol de
peréxido de hidrogénio a agua em 1 min a 22°C. No ensaio, a medida que o
peroxido de hidrogénio foi degradado, ocorreu a produgdo de anion superoxido,
responsavel pela conversdao de o-dianisidina em composto de cor marrom. A

variacdo da densidade Optica da mistura das amostras com a solucdo de o-
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dianisidina em fungcédo do tempo de reacdo foi medida por espectrofotometro a 450
nm. Os resultados foram expressos como unidade de MPO/mg de tecido.

3.4.6 Dosagem das Citocinas IL-718 e IL-10

A dosagem de citocinas foi realizada com liquido intraperitoneal extraido
dos mesmos animais utilizados na contagem total e diferencial de leucdcitos. Uma
aliquota do liguido intraperitoneal foi reservada e congelada a —70°C até o momento
da dosagem. Fez-se um ensaio de ELISA ndo convencional (ELISA sanduiche) em
placa de 96 pocos conforme protocolo descrito por Tavares-Murta et al. (2008) com
modificagdes. O liquido intraperitoneal foi adicionado a um tampdo inibidor de
protease (1:200, v/v) e depois centrifugado a 3000 rpm a 4°C por 10 minutos. Em
seguida, o sobrenadante foi coletado e incubado com 2 pg/mL de anticorpo
(anticorpo de captura) diluido em tampao de bicarbonato (pH 8.2), 100 uL por pogo
por 24 horas a 4°C. A placa foi lavada com PBS-Tween 20 a 0,1%. A reacao foi
bloqueada com albumina bovina 1% diluida em tampao de lavagem, 100 pyL por
poco por 2 horas a temperatura ambiente. Depois a placa foi novamente lavada
usando a mesma solucdo. Amostras ndo diluidas e padrdes foram colocadas na
placa. A placa foi incubada com a curva padrdo das citocinas (IL-1B e IL-10) diluidas
em tampao de lavagem, 100 pL por pogo por 24 horas a 4°C. A placa foi novamente
lavada e depois incubada com o anticorpo biotinilado (1:1000) diluido em tampéao de
lavagem contendo 1% de soro de carneiro por 1lh a temperatura ambiente.
Novamente a placa foi lavada e depois incubada com avidina peroxidase (DAKO)
diluida 1:5000 em tampao de lavagem, 100 pL por pogo por 15 minutos a
temperatura ambiente. A placa foi entdo lavada e incubada com o-fenilenediamina
diidrocloreto (OPD) em tampé&o substrato, 100 yL por pogo, no escuro a temperatura
ambiente por um periodo que variou de 5 a 20 minutos dependendo da citocina. A
reagao foi parada com 150 pL por pogo de H,SO,4 1 M. A intensidade da coloracao
foi entdo medida em espectrofotdmetro a 490 nm e os resultados foram expressos
como média = EPM da quantidade de IL-1p e IL-10 em pg/mL.
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3.6 Analise estatistica

Nos ensaios para avaliar efeito antioxidante, os resultados foram
expressos como média e desvio padrdo da média. A comparagdo das variaveis
guantitativas foi feita usado analise de variancia e diferencas estatisticamente
significativas foram calculadas usando-se teste de Tukey para p<0,05. Regresséo
linear foi feita para indicar relacdo entre conteudo fendlico ou flavonoides e os
resultados dos ensaios antioxidantes.

Nos ensaios para avaliar efeito anti-inflamatério, os resultados foram
expressos como média e erro padrdo da média para cada grupo de animais.
Diferencas entre grupos experimentais foram comparadas por meio de Andlise de
Variancia (ANOVA) seguida do pos-teste de Bonferroni. O critério para significancia

estatistica foi p<0,05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Atividade Antioxidante

Os resultados obtidos dos ensaios de atividade antioxidante para o
extrato metandlico (MET) e das fragbes hexanica (HEX) e cloroférmica (CLR) da
alga Spatoglossum schroederi sdo apresentados a seguir. No entanto, nenhum

deles apresentou atividade de quelacéo do ion ferroso nas concentracdes testadas.

4.1.1 Rendimento, Contetido Fendlico Total e Flavonoides Totais

O rendimento, contetdo fendlico e flavonoides totais do extrato MET e
das fragbes HEX e CLR da alga S. schroederi sdo mostrados na tabela 2. Os
rendimentos das fracfes acetato de etila (ACE) e aquoso (AQU) também foram
medidos, porém foram muito baixos e, portanto, ndo foram analisadas em ensaios
posteriores. O rendimento de MET foi 11% (comparado ao peso original da alga
macerada seca), o de HEX 36,2% (comparado ao peso total de MET) e o de CLR
56,6% (comparado ao peso total de MET), obtendo maior rendimento entre as
fracdes. O conteudo fendlico total de MET foi 11,75 mg EAG/g de amostra, HEX,
que teve o valor mais elevado, foi de 14,10 mg EAG/g, e CLR, apesar de ter
apresentado maior rendimento entre as fracbes, apresentou o0 menor conteudo
fendlico de 6,84 mg EAG/g. Os valores de flavonoides totais foram 215,39 mg EQ/g
de amostra para MET, 278,79 mg EQ/g para HEX e 279,63 mg EQ/g para CLR.

Tabela 2 — Rendimento, conteddo fendlico total e flavonoides totais do extrato metandlico e fracdes
de Spatoglossum schroederi.

] Contetdo Fendlico Total Flavonoides Totais
Rendimento (%)*
(mg EAG/g) (mg EQ/g)
MET 11,0 11,75+0,04 215,39+10,76
HEX 36,2 14,10+0,17 278,79429,12
CLR 56,6 6,84+0,10 279,6348,91

* O rendimento do extrato metandlico foi calculado em p/p da alga seca, e o rendimento das fracfes
foi calculado em p/p total do extrato metandlico.
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Muitos autores consideram o solvente metanol como sendo capaz de
gerar extratos com elevados rendimentos e contetdo fendlico total em relacdo a
outros solventes. Matanjun et al. (2008) obtiveram extratos de oito espécies de algas
de Bornéu utilizando dois solventes diferentes (com metanol e dietil éter) e
concluiram que os extratos metanodlicos apresentaram os melhores rendimentos
para todas as algas, variando de 1,88% (Eucheuma spinosum, rodoéfita) a 40,33%
(Dictyota dichotoma, fedfita). Também relataram que o maior rendimento de
polifendis por extracdo de metanol ocorreu em 72 horas. Airanthi, Hosokawa e
Miyashita (2011) avaliaram o rendimento de extratos extraidos com o0s solventes
metanol, etanol, acetona, cloroférmio, acetato de etila e hexano de cinco espécies
de algas pardas comestiveis japonesas. Os maiores rendimentos foram obtidos com
0os extratos metandlicos variando de 7,25% (Kjellmaniella crassifolia) a 14,61%
(Alaria crassifolia). Cho et al. (2010) analisaram os extratos brutos com metanol a
quente e quatro fracdes derivadas destes (hexano, cloroférmio, acetato de etila e
agua) de quatro algas verdes da Coreia. O rendimento do extrato bruto variou de
3,5% a 14,8%.

A comparacao dos resultados obtidos para contetdo fendlico total deste
trabalho com os da literatura é dificultada devido ao uso de diferentes unidades e
preparacdes dos extratos metandlicos. Por exemplo, os valores de contetudo fendlico
total obtidos por Matanjun et al. (2008) foram expressos em mg de equivalente de
floroglucinol/g de extrato, sendo Sargassum polycystum a espécie de maior teor de
fendis (45,16 mg EF/g). Airanthi, Hosokawa e Miyashita (2011) obtiveram os maiores
rendimentos para fendis nos extratos metandlicos variando de 5,94 a 31,33 mg de
equivalente de pirocatecol/g de extrato. Lim et al. (2002) utilizaram EAG/g de extrato
para expressar o contetdo de fendis e analisaram o extrato metandlico bruto (obtido
por soxhlet), bem como fragBes diclorometano, acetato de etila, butanol e 4gua da
alga parda Sargassum siliquastrum. O extrato metandlico bruto tinha 51 mg EAG/g
de amostra, as fracbes diclorometano (62,2 mg EAG/g) e acetato de etila (64,1 mg
EAG/g) apresentaram os maiores conteudos de fendis. Cho et al. (2010) obtiveram
valores variados entre os extratos brutos de 9,0 a 26,2 mg EAG/g de amostra, e
entre as fracdes variando de 7,5 a 43,8 mg EAG/g de amostra. Entre as fracoes,

geralmente as cloroformicas apresentaram valores mais elevados de fenois. Cox,
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Abu-Ghannam e Gupta (2010) analisaram extratos metanol, etanol e acetona (60%)
de seis algas comestiveis da Irlanda, tendo resultados promissores de conteddo
fendlico variando de 37,66 a 151,33 mg EAG/g de extrato.

A determinacdo de flavonoides totais em algas € um dado importante,
uma vez que possuem uma grande variedade de atividades bioldgicas, tais como
antimicrobiano, antiviral, antiulcerogénico, citotoxico, antineoplésico, antioxidante,
antihepatotoxico, antihipertensivo, hipolipidémico, antiinflamatério, antiplaquetario
(Machado et al, 2008). Para flavonoides totais Cho et al. (2010) obtiveram valores
variados entre os extratos brutos de 27,4 a 131,1 mg EQ/g de amostra, e entre as
fracGes variando de 8,6 a 180,3 mg EAG/g de amostra. Cox, Abu-Ghannam e Gupta

(2010) obtiveram valores menores para flavonoides, variando de 7,66 a 42,5 mg
EQ/g.

Portanto, resumidamente, obteve-se um bom rendimento para o extrato
bruto de S. schroederi; o contetdo fendlico do extrato bruto e das fragdes foi baixo,
em especial comparando-se a outras algas pardas, e os valores foram elevados

para flavonoides variando de 215 a 279 mg EQ/g.

4.1.2 Capacidade Antioxidante Total

A capacidade antioxidante total reflete a capacidade de um sistema de
defesa antioxidante ndo enzimatico. No método fosfomolibdénio, o molibdénio VI
(Mo®") é reduzido para formar um complexo verde de fosfato/Mo®* em pH &cido (Sun
etal., 2011).

A figura 5 mostra a capacidade antioxidante total de extrato metandlico e
fragOes hexanica e cloroférmica de S. schroederi. Nas concentragdes de 0,5 e 1,0
mg/mL todos as amostras testadas mostraram atividade semelhante ao controle
positivo (BHT a 0,1 mg/mL), e todas foram estatisticamente superiores ao controle
nas concentracdes de 1,5 e 2,0 mg/mL. Para cada concentracdo, as amostras
demonstraram valores muito préximos entre si neste ensaio. Na concentracdo de 1,0

mg/mL, os valores foram de aproximadamente 120 mg EAAsc/g.
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Figura 5 — Capacidade Antioxidante Total do extrato MET e fracdes de Spatoglossum schroederi. As
concentracdes do extrato MET e fracdes foram de 0,5; 1,0; 1,5; e 2,0 mg/mL, e do controle positivo
BHT foi de 0,1 mg/mL. (#) Valores estatisticamente equivalentes ao BHT, pelo teste de Tukey
(p<0,05). MET - extrato metandlico; HEX — fracdo hexénica; CLR — fracéo cloroférmica.
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Ganesan, Kumar e Bhaskar (2008) pesquisaram extratos brutos
metandlicos e cinco fraces de trés algas vermelhas da india. A maior atividade para
capacidade antioxidante total foi para a fracdo acetato de etila de Acanthophora
spicifera, com valor de 32,01 mg EAAsc/g de extrato. Chandini, Ganesan e Bhaskar
(2008) pesquisaram extratos gerados pela mesma metodologia citada anteriormente
para trés algas pardas da India. A maior atividade foi observada para fracdo acetato
de etila de Sargassum marginatum, com valor de 39,62 mg EAAsc/g. Entretanto,
plantas terrestres exibem valores mais elevados nessa atividade antioxidante.
Kumaran e Karunakan (2007) pesquisaram extratos metandélicos de cinco espécies
do género Phyllanthus da india e encontraram valores que variam de 245 a 376 mg

EAAsc/g de extrato da planta.
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Diante do exposto, os resultados do trabalho sdo bastante promissores,
pois demonstram que o extrato metanolico e as frag6es hexanica e cloroférmica de

S. schroederi possuem elevada capacidade antioxidante.

Neste estudo foi realizada uma analise comparativa entre Capacidade
Antioxidante Total do extrato MET e fragcbes HEX e CLR de S. schroederi e contetdo
de fendlico total e flavonoides totais (figura 6). A figura 6A mostra alguma correlacao
(R?*=0,7238) entre Capacidade Antioxidante Total e contetido fendlico total. A figura
6B mostra que ocorreu correlacdo (R?=0,9187), ou seja, quanto maior a
concentracdo de flavonoides maior a Capacidade Antioxidante Total. Pelos dados
obtidos, pode-se afirmar que a Capacidade Antioxidante Total de S. schroederi

deve-se a presenca de flavonoides.

Outros autores indicam que ha correlacdo entre atividade antioxidante de
algas e compostos fendlicos ou flavonoides. Matanjun et al. (2008) encontraram forte
correlacdo entre contetdo fendlico e poder redutor (R?=0,96) nos extratos de oitos
espécies de Bornéu. Sadati et al. (2011) encontram correlacdo entre conteddo
fenolico total e as fracdes metanol:agua (1:1) (R?=0,999) e cloroférmio (R?=0,9794)
de trés algas pardas do golfo pérsico. Cho et al. (2010) encontraram, nas quatro
cloréfitas pesquisadas, forte correlacéo entre flavonoides totais e efeito sequestrador
do radical hidroxila (R®=0,96), e alguma correlacdo entre flavonoides e DPPH
(R?=0,73) e atividade redutora (R?=0,79). Entretanto, ha também muitos trabalhos na
literatura que ndo encontraram relagcdo entre atividade antioxidante e conteudo
fendlico, sugerindo que essas atividades sejam devidas a outros compostos como
carotenoides (como a fucoxantina), tocoferol e clorofilas (Airanthi, Hosokawa e
Miyashita, 2011; Lim et al., 2002).



Figura 6 —
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Relacdo entre Capacidade Antioxidante Total e conteldo fendlico total em (A) e

Capacidade Antioxidante Total e flavonoides totais em (B). Linhas cheias representam a curva de
regresséo linear e linhas pontilhadas delimitam os intervalos de confianca em 95%.
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4.1.3 Atividade Redutora

A propriedade poder redutor indica que os compostos antioxidantes sao
doadores de elétrons e podem reagir com intermediarios oxidados do processo de
peroxidacao lipidica, atuando na interceptacao de radicais livres (Yen e Chen, 1995).
A figura 7 mostra a atividade redutora do extrato MET e fracdes de S. schroederi. As
amostras nas concentracbes de 0,5 e 1,0 mg/mL demonstraram atividade
antioxidante inferior ao controle positivo (BHT 0,1 mg/mL), porém HEX, na
concentracdo de 1,0 mg/mL, apresentou-se estatisticamente semelhante ao
controle, indicando atividade antioxidante superior aos demais. Na concentracdo de
1,5 mg/mL todos foram equivalentes ao controle, e em 2,0 mg/mL todos foram

superiores.

Figura 7 — Atividade Redutora do extrato MET e fracbes de Spatoglossum schroederi. As
concentracdes do extrato MET e fracdes foram de 0,5; 1,0; 1,5; e 2,0 mg/mL, e do controle positivo
BHT foi de 0,1 mg/mL. (#) Valores estatisticamente equivalentes ao BHT, pelo teste de Tukey
(p<0,05). MET — extrato metandlico; HEX — frac@o hexanica; CLR — fragéo cloroférmica.
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Ganesan, Kumar e Bhaskar (2008) obtiveram, dentre o0s extratos
metanadlicos, maior valor nessa atividade em Euchema kappaphycus, com valor
proximo a 0,180 para uma concentracdo de 1,0 mg/mL. Chandini, Ganesan e
Bhaskar (2008) obtiveram, dentre os extratos metandlicos, maior valor na atividade
em Turbinaria conoides, com valor proximo de 0,100 para uma concentragcéo de 1,0
mg/mL. Os valores obtidos para S. schroederi na concentracdo de 1,0 mg/mL
superam os valores de E. kappaphycus e T. conoides, sendo 0,352 para MET, 0,414
para HEX e 0,376 para CLR. Entretanto Zubia, Robledo e Freile-Pelegrin (2007)
obtiveram atividade redutora superior a 1,000 para o extrato bruto de Lobophora
variegata na concentracao de 0,5 mg/mL, ressaltando-se que essa alga foi uma das
trés espécies, dentre as 48 testadas, com maior atividade antioxidante pelo método
DPPH.

A figura 8 traz a relacdo entre a atividade redutora e contetdo fendlico
total, e atividade redutora e flavonoides totais. Ocorreu alguma relacdo entre a
atividade antioxidante e contetdo fendlico total (R?=0,7347), mas a correlacdo foi
muito superior para flavonoides totais (R?=0,9679). Esses dados evidenciam que a
atividade redutora do extrato MET e fragcbes HEX e CLR de S. schroederi se deve a

presenca de flavonoides.



64

Figura 8 — Relacao entre Atividade Redutora e contelido fendlico total em (A) e Atividade Redutora e
flavonoides totais em (B). Linhas cheias representam a curva de regresséo linear e linhas pontilhadas
delimitam os intervalos de confianca em 95%.
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4.1.4 Sequestro do Radical DPPH

O sequestro do radical DPPH fornece um meio rapido e facil de avaliar a
atividade de consumo de radicais por antioxidantes. Certos compostos reduzem o
namero de moléculas de DPPH de maneira correspondente ao numero de hidroxilas
disponiveis (Brand-Williams, Cuvelier e Berset, 1995). A figura 9 mostra a atividade
sequestradora do radical DPPH do extrato MET e fragbes HEX e CLR de S.

schroederi. Todos apresentaram atividade antioxidante inferior a do antioxidante
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sintético BHT (0,1 mg/mL) em todas as concentragfes testadas. A maior capacidade
de sequestro de radicais foi de MET, variando de cerca de 30% a 53%. Os
resultados mostram que o pico de atividade antioxidante de todos 0s grupos ocorre
na concentracdo de 1,5 mg/mL. Para as fracdes HEX e CLR ocorreu atividade pro-

oxidante na concentragao de 2,0 mg/mL, evidenciada especialmente por CLR.

Figura 9 — Atividade de Sequestro do Radical DPPH do extrato MET e fracBes de Spatoglossum
schroederi. As concentracdes do extrato MET e fragbes foram de 0,5; 1,0; 1,5; e 2,0 mg/mL, e do
controle positivo BHT foi de 0,1 mg/mL. Em cada grupo, a concentracdo de 1,5 mg/mL apresentou
atividade mais elevada e recebeu uma letra; concentragbes com atividade equivalente receberam a
mesma letra. Os maiores valores de cada grupo foram diferentes entre si. Nenhum grupo obteve
atividade comparavel ao BHT (#). Analises estatisticas realizadas pelo teste de Tukey (p<0,05). MET
— extrato metanolico; HEX — frac&@o hexanica; CLR — frag&o cloroférmica.
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A literatura menciona varios compostos antioxidantes que, sob
determinadas condigbes como concentracdo elevada, adquirem atividade pro-
oxidante. As vitaminas, acido ascoérbico e a-tocoferol, por exemplo, ja tiveram essa
atividade evidenciada em ensaios in vitro (Ratnam et al., 2006; Zubia, Robledo e
Freile-Pelegrin, 2007). Alguns extratos e substancias extraidas de algas também
apresentam atividade pré-oxidante. Raymundo, Horta e Fett (2004) encontraram

atividade pro-oxidante, nos estagios iniciais da auto-oxidacdo do &cido linoléico, nos
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extratos etéreos de Ulva fasciata e Enteromorpha intestinalis, € nos extratos
metandlicos de U. fasciata e Chaetomorpha decorticatum. Tutour et al. (1998)
encontraram atividade pro-oxidante para a fragcdo metandlica-aquosa de Laminaria
digitata no procedimento de auto-oxidagdo sinergista com vitamina E. Zubia,
Robledo e Freile-Pelegrin (2007) encontraram atividade pré-oxidante em extrato de
Chondria baileyana pela atividade sequestradora do radical superéxido. Entretanto,
0S mesmos autores ressalvam que a atividade pro-oxidante de um extrato ndo pode
ser devidamente explicada até a identificacdo do composto responsavel por essa
atividade. Wanasundara e Shahidi (1998) encontraram efeito pré-oxidante de extrato
aquoso-etandlico de cha verde em 6leos comestiveis, possivelmente ligado ao efeito
catalitico de suas clorofilas. Apds desclorofilagdo do extrato, 0 mesmo passou a
exibir atividade antioxidante. Para Yoshie-Stark, Hsieh e Suzuki (2003) os
flavonoides, devido aos varios grupos hidroxilas fora dos anéis aromaticos, podem
algumas vezes apresentar efeito pré-oxidante, atuando como fonte geradora de
EROs.

A figura 10 apresenta relagédo entre DPPH e conteudo fendlico total (em
A) e flavonoides totais (em B). N&o ocorreu relacdo entre os ensaios (R*=0,3084
para contetido fendlico total e R?=0,0052 para flavonoides totais) possivelmente pela

atividade pré-oxidante das fracoes.
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Figura 10 — Relacdo entre Sequestro do Radical DPPH e conteldo fendlico total em (A) e Sequestro
do Radical DPPH e flavonoides totais em (B). Linhas cheias representam a curva de regressao linear
e linhas pontilhadas delimitam os intervalos de confianca em 95%.
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4.2 Atividade Antibacteriana

Alguns autores afirmam que a busca de novos compostos antibacterianos
vem diminuindo com o passar dos anos, apesar do surgimento de bactérias cada
vez mais resistentes (Mota et al., 2005; Davies, 2007). As algas podem ser uma
fonte promissora de compostos antibacterianos. Algas de agua doce ou marinha
desenvolveram estratégias de defesa que resultam em uma enorme diversidade de
compostos de diferentes vias metabdlicas, que, segundo pesquisas recentes,
demonstram ser fontes promissoras de novos compostos bioquimicamente ativos
(Cardozo et al, 2007). Existem evidéncias de que varias macroalgas sdo capazes de
impedir por meios quimicos a instalagdo de outros organismos em sua superficie
(Hellio et al, 2000).

A tabela 3 apresenta os valores da zona de inibicdo da atividade
antibacteriana frente ao extrato MET e fracbes HEX e CLR de Spatoglossum
schroederi. Foram testadas duas bactérias Gram-positivas (Enterococcus faecalis e
Staphylococcus aureus) e trés Gram-negativas (Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae cepa resistente e Pseudomonas aeruginosa). As amostras, devido a
sua natureza apolar, foram dissolvidos em DMSO 10% em agua Milli-Q na

concentracdo de 50 e 100 mg/mL.

Para cada bactéria foram preparadas seis placas, nas quais foram
colocadas: amostras (50 pL de extrato MET ou frac&o), controle negativo (diluente),
controle positivo (disco de antibiotico). Essa distribuicdo garantiu a triplicata de cada
extrato e controles positivo e negativo para cada bactéria. A tabela 3 mostra os
resultados obtidos da atividade antibacteriana em mm do halo de inibicdo para as
amostras e controles. Nenhum halo de inibicdo foi formado pelas amostras nas
concentracdes testadas. A auséncia de inibicdo pelo controle negativo (dado néo
mostrado) e inibicdo pelos controles positivos (antibidticos) valida os resultados do

experimento.
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Tabela 3 — Atividade antibacteriana do extrato MET e fracdes de S. schroederi pelo método de
difusdo em agar. Os controles positivos (antibiéticos) foram usados em disco. O controle negativo
(DMSO 10%) nao apresentou inibicdo (resultado ndo mostrado).

) Concentracéo Zona de inibicdo (mm)
Material
(mg/mL) E.f. S.a. E.c. K.p. P.a.

Amp 27,5+1,9 15,4+1,2 15,2+3,6 - 31,0+0,6
Pen ND ND ND - 20,7+0,8
Gen 29,1+0,7 19,3+0,8 16,8+2,3 ND ND

50 - - - - -
MET

100 - - - - -

50 - - - - -
HEX

100 - - - - -

50 - - - - -
CLR

100 - - - - -

Os valores foram expressos em mm da média do halo de inibicdo + desvio padrdo. Abreviaturas:
Amp: disco de ampicilina; Pen: disco de penicilina; Gen: disco de gentamicina; E.f.. Enterococcus
faecalis; S.a.: Staphylococcus aureus; E.c.: Escherichia coli; K.p.: Klebsiella pneumoniae; P.a.:
Pseudomonas aeruginosa; ND: ndo determinado; —: sem inibigdo.

A figura 11 mostra algumas das placas, evidenciando a formacao de halo
de inibicdo apenas nos controles positivos (discos de antibiotico), e nenhum halo na

cepa resistente de K. pneumoniae.
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Figura 11 — Halos de inibicdo da atividade antibacteriana do extrato MET e fragbes HEX e CLR de S.
schroederi. Para cada bactéria foram utilizadas 6 placas, sendo 2 para cada amostra (extrato bruto ou
fracdo). Os pontos continham amostra em pogos na concentracdo de 50 ou 100 mg/mL, disco com
controle positivo (antibiéticos ampicilina, penicilina ou gentamicina) ou controle negativo (pogo
contendo apenas DMSO 10%). Essa distribuigdo garantiu a triplicata para cada extrato e controles em
cada bactéria. (A) Enterococcus faecalis; (B) Staphylococcus aureus; (C) Escherichia coli; (D)
Klebisiella pneumoniae; (E) Pseudomonas aeruginosa. Mso = 50 mg/mL de MET; Mg, = 100 mg/mL
de MET; Hso = 50 mg/mL de HEX; Hygo = 100 mg/mL de HEX; Cso = 50 mg/mL de CLR; Cy9o = 100
mg/mL de CLR; (+) = ampicilina, gentamicina ou penicilina; () = diluente (DMSO 10% em agua Mili-

Q).
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Os resultados obtidos estdo de acordo com Hodgson (1984), que néao
obteve acdo antibacteriana para extrato metandélico de S. schroederi coletada na
Flérida, embora tenha obtido atividade para os extratos cloroférmico (contra S.
aureus e B. subtilis) e aquoso (contra Beneckea harveyi). Entretanto, vale ressaltar
que o autor realizou extragdo sequencial com cloroformio, metanol e &gua,
respectivamente, diferindo do protocolo usado no presente trabalho, feito o extrato

bruto com metanol absoluto e fragGes a partir deste.

E comum o relato de atividades antibacterianas divergentes para uma
mesma espécie de alga pesquisada por diferentes autores. Ulva fasciata, por
exemplo, foi relatada por Osman, Abushady e Elshobary (2010) como a alga de
maior atividade antibacteriana dentre as nove espécies testadas, porém Lima-Filho
et al. (2002) ndo detectaram inibicdo dessa alga contra nenhuma das 11 bactérias

testadas.

Encontram-se, comumente, relatos de extratos de algas sem atividade
antibacteriana. Chiheb et al. (2009) testaram 32 espécies de algas (verdes e pardas)
do Marrocos e nove delas, sendo seis fedfitas, ndo apresentaram atividade contra
cinco bactérias testadas. Zheng, Chen e Lu (2001) testaram 23 espécies de algas da
China com trés extratos diferentes (etanol, acetona e metanol:tolueno 3:1). Cada
alga testada teve pelo menos um extrato mostrando atividade contra pelo menos
uma das quatro bactérias testadas, entretanto, extratos metanodlicos de seis algas
nao apresentaram atividade antibacteriana. Freile-Pelegrin e Morales (2004)
testaram dois extratos (etandlico e cloroférmio:metanol 2:1) de 21 espécies de algas

do México contra trés bactérias, sendo que trés algas ndo apresentaram atividade.

Diferencas na atividade antibacteriana podem ocorrer devido a varios
fatores, dentre eles protocolo de extragdo, variagdes sazonais, geogréaficas, estagio
de maturidade sexual e outros fatores podem interferir nos metabdlitos secundarios
sintetizados pela alga (Zheng, Chen e Lu, 2001; Salvador et al.,, 2007; Osman,
Abushady e Elshobary, 2010).
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4.3 Atividade Anti-inflamatoéria

4.3.1 Edema de Pata Induzido por Carragenina

O desenvolvimento do edema de pata induzido por carragenina € bifasico.
Na fase inicial ocorrem eventos vasculares, resultantes do aumento da concentracéo
de histamina e serotonina do espaco extracelular. Na fase mais tardia ocorrem
eventos celulares dependentes de citocinas produzidas pelas células residentes e
infiltrac@o de neutréfilos (Barbosa et al, 2009).

A figura 12 apresenta o efeito do extrato MET e fracdes de S. schroederi
sobre o edema de pata induzido por carragenina (Cg). A melhor atividade foi de
HEX, comparavel estatisticamente a de indometacina. A fracdo HEX apresentou os
melhores resultados na reducdo do edema, com 0s seguintes valores de variagéo do
volume da pata e percentual de inibicdo: 0,0075 mL (equivalendo a 87% de inibicdo),
0,0050 mL (92%), 0,0050 mL (94%) e 0,0025 mL (97%), nas horas 1, 2, 3 e 4,
respectivamente. Os resultados para indometacina foram 0,0175 mL (70%), 0,0150
mL (77%), 0,0000 mL (100%) e 0,0025 mL (97%) nas horas 1, 2, 3 e 4,
respectivamente. Vale ressaltar que na primeira hora, apenas HEX foi
significativamente diferente de Cg, sendo superior a indometacina nesse periodo. O
extrato MET pareceu apresentar a inibicdo mais suave dentre os grupos testados,
sendo o Unico grupo que nao foi significativamente diferente de Cg na terceira hora.
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Figura 12 — Efeito do extrato MET e fracdes HEX e CLR de Spatoglossum schroederi sobre edema
de pata induzido por carragenina. Tween € 0 grupo que recebeu apenas o solvente i.pl. (Tween 80 a
10% em salina); Cg é o grupo controle que recebeu apenas carragenina i.pl. (500 pg/pata); IND é o
grupo que recebeu indometacina i.p. uma hora antes da aplicacdo de carragenina. O extrato MET e
as fracBes foram diluidos no solvente Tween para uma dose de 100 mg/mL e aplicados i.p. uma hora
antes da carragenina. As medidas foram feitas apds 1, 2, 3 e 4 horas apés aplicacéo da carragenina.
Em cada grupo n=5 e os pontos representam a média + E.P.M. da variacdo do volume das patas
(mL). (*) p<0,05 indica diferenca significativa quando comparado ao grupo Cg (ANOVA, Teste de
Bonferroni). Cg — Carragenina; MET — extrato metandlico; HEX — fracdo hexanica; CLR — fragdo
cloroférmica; IND — indometacina.
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O pico do edema ocorreu na quarta hora apos a aplicacdo do estimulo
(figura 13). Todos os grupos foram significativamente diferentes de Cg, sendo os
valores de MET 0,0450 mL (53%), e de CLR 0,0225 mL (76%).
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Figura 13 — Efeito do extrato MET e fragces HEX e CLR de S. schroederi sobre edema de pata
induzido por carragenina na 42 hora (pico do edema). Em cada grupo n=5 e as colunas representam a
média + E.P.M. da variacdo do volume das patas (mL). (*) p<0,05 indica diferenca significativa
quando comparado ao grupo Cg e (#) p<0,05 indica valores estatisticamente equivalentes a Cg
(ANOVA, Teste de Bonferroni).

0.15-
5
g
£ 0.10- #
=)
g
o
o *
& 0.05- T
(&
Ja *
g
* *
0.00- :
Tween MET HEX CLR IND

Carragenina

Vérios autores trabalharam com produtos de algas atuando sobre edema
de pata induzido por carragenina. Ananthi et al. (2010) avaliaram um polissacarideo
da alga parda Turbinaria ornata e encontraram maior inibicdo, de 60,09%, para a
concentragdo de 10 mg/kg na quinta hora. Dar et al. (2007) fizeram extracao
seguencial com hexano, metanol e butanol da alga Sargassum wightii em diferentes
estacdes do ano, obtendo a maior inibicdo no extrato butandlico coletado no inverno,
de 86,7%. Hong, Hien e Anh (2011) testaram extratos metanolicos de Sargassum
swartzii e Ulva reticulata nas concentracdes 175 e 350 mg/kg, em 2, 4, 6 e 24 horas.
Para 4 horas U. reticulata n&o apresentou inibicdo e a inibicdo da dose mais elevada
de S. swartzii foi de 17,99%. Mhadhebi et al. (2012) fizeram o extrato bruto
metanolico da alga parda Cystoseira compressa e o fracionaram nas fracbes
cloroférmio, acetato de etila e metanol, testando essas fracdes nas concentracdes
de 25 e 50 mg/kg, sendo o melhor resultado obtido na terceira hora para acetato de

etila na concentracédo de 50 mg/mL, com inibicdo de 78,3%.

O ensaio de edema de pata induzido por carragenina mostrou que o

extrato MET e fracOes de S. schroederi foram capazes de inibir a inflamacdo na
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quarta hora, indicando uma possivel reducdo dos eventos celulares (fase tardia). A
fracdo HEX pode ter também um bom potencial inibidor de eventos vasculares, pois
foi o Unico grupo significantemente diferente de Cg na fase inicial. Portanto, conclui-
se que HEX também possui excelente efeito inibidor no pico do edema de pata

induzido por carragenina, chegando proximo a 100%.

4.3.2 Edema de Pata Induzido por Dextrana

O modelo de edema de pata induzido por dextrana esta relacionado a
eventos vasculares. A inoculacdo de dextrana em extremidades de camundongos e
ratos induz reacdo anafilatica, que induz extravasamento de liquido e formacéo de
edema, como consequéncia da liberacdo de histamina e serotonina pelos mastdcitos
(Andrade et al., 2007).

A figura 14 apresenta o efeito do extrato MET e fracdes de S. schroederi
sobre o edema de pata induzido por dextrana (Dxt). A indometacina apresentou 0s
valores de variacdo de volume e percentual de inibicdo: 0,0550 mL (equivalendo a
43% de inibicdo), 0,0225 mL (68%), 0,0100 mL (56%), 0,0025 mL (89%) e 0,0000
mL (100%) nos tempos 30 minutos, 1, 2, 3 e 4 horas, respectivamente. A fracao
HEX apresentou, em geral, os melhores resultados, sendo o da primeira hora 0,0050
mL (93%) e o da segunda hora 0,0000 mL (100%), porém na terceira hora foi 0,0125
mL (44%).
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Figura 14 — Efeito do extrato MET e fracdes HEX e CLR de Spatoglossum schroederi sobre edema
de pata induzido por dextrana. Tween é o grupo que recebeu apenas o solvente i.pl. (Tween 80 a
10% em salina); Dxt é o grupo controle que recebeu apenas dextrana i.pl. (500 pg/pata); IND é o
grupo que recebeu indometacina i.p. uma hora antes da aplicacdo de dextrana. O extrato MET e as
fracBes foram diluidos no solvente Tween para uma dose de 100 mg/mL e aplicados i.p. uma hora
antes da dextrana. As medidas foram feitas apdés 30 minutos, 1, 2, 3 e 4 horas apés aplicacdo da
dextrana. Em cada grupo n=5 e o0s pontos representam a média + E.P.M. da variacdo do volume das
patas (mL). (*) p<0,05 indica diferenca significativa quando comparado ao grupo Dxt (ANOVA, Teste
de Bonferroni). Dxt — Dextrana; MET — extrato metandlico; HEX — fracdo hexanica; CLR — fracao
cloroférmica; IND — indometacina.
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O pico do edema ocorreu 30 minutos apos a aplicacdo do estimulo (figura
15). Todos os grupos foram significativamente diferentes de Dxt, sendo os valores
de: 0,0525 mL (45%) para MET, 0,0225 mL (77%) para HEX, e 0,0200 mL (79%)
para CLR. Os valores do pico do edema de HEX e CLR séo equivalentes, entretanto

o0s valores seguintes, a excec¢do da terceira hora, sugerem superioridade de HEX.
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Figura 15 — Efeito do extrato MET e fragées HEX e CLR de S. schroederi sobre edema de pata
induzido por dextrana em 30 minutos (pico do edema). Em cada grupo n=5 e as colunas representam
a média + E.P.M. da variacdo do volume das patas (mL). (*) p<0,05 indica diferenca significativa
quando comparado ao grupo Dxt e (#) p<0,05 indica valores estatisticamente equivalentes a Dxt
(ANOVA, Teste de Bonferroni).
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Vérios autores trabalharam com produtos de algas atuando sobre edema
de pata induzido por dextrana. Araujo et al. (2011) analisaram o polissacarideo da
alga vermelha Solieria filiformis, que, administrado na dose de 1 mg/kg, diminuiu o
aumento da permeabilidade vascular em 38,57%, porém o tratamento com doses
maiores nao teve efeito em relagdo a dextrana. Coura et al. (2012) analisaram o
polissacarideo sulfatado da alga vermelha Gracilaria cornea nas doses de 3, 9 e 27
mg/kg, obtendo inibicdo de 52,8, 47,3 e 40,2%, respectivamente, no pico do edema
(30 minutos). Sousa et al. (2011) pesquisaram a galactana da alga vermelha
Gelidium crinale nas doses de 0,01, 0,1 e 1 mg/kg, obtendo resultado satisfatorio no
pico do edema (30 minutos) apenas para a dose mais elevada, de 34%,
apresentando as doses mais baixas um atraso na atividade. A dose intermediaria

inibiu 33% em 60 minutos, e a mais baixa 39% em 120 minutos.

Os resultados confirmam o potencial do extrato MET e fragOes de S.
schroederi para inibirem os eventos vasculares, sendo todos significativamente

distintos de Dxt, o que indica reducao na liberacdo de histamina e serotonina pelos
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mastocitos. As fragbes HEX e CLR apresentaram valores similares comparados a

literatura.

4.3.3 Contagem da Migracdo Total e Diferencial de Leucdcitos em Cavidade

Peritoneal Induzida por Carragenina

A contagem da migracdo de neutrdfilos € considerada um bom método
para estimar os eventos celulares da inflamacgéo. Neste modelo, carragenina induz
migracdo de neutrdfilos para a cavidade peritoneal por ativacdo indireta dos

macréfagos (Souza et al., 1988).

A figura 16 apresenta o efeito do extrato MET e fracdes de S. schroederi
sobre a migracdo de leucdcitos induzida por carragenina na cavidade peritoneal.
Todos reduziram significativamente a migracdo de leucdcitos totais (Figura 16A) e
diferenciais (Figura 16B). HEX apresentou os melhores resultados para migracédo de
leucdcitos, tanto totais quanto diferenciais, inibindo 71% e 74%, respectivamente. A
indometacina apresentou inibicdes de 90% em ambos 0s casos, superiores as das

amostras.
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Figura 16 — Efeito do extrato MET e fracfes HEX e CLR de S. schroederi na migracdo de leucécitos
induzida por carragenina na cavidade peritoneal. Em (A) contagem total e em (B) contagem
diferencial. As amostras, tween ou indometacina foram administrados por v.o. e, apds 1 hora, foram
aplicados 300 ug de carragenina i.p. Em cada grupo n=5 e as barras representam a média + E.P.M.
do nimero de células x 103/mL de fluido peritoneal. (*) p<0,05 indica diferenca significativa quando
comparado ao grupo carragenina e (#) p<0,05 indica valores estatisticamente equivalentes ao grupo
carragenina (ANOVA, Teste de Bonferroni).
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Vérios trabalhos mostram produtos de algas atuando sobre a peritonite
induzida por carragenina. Rodrigues et al. (2012) analisaram uma fracdo de

polissarideo sulfatado de Caulerpa cupressoides, que mostrou inibicdo significativa
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de 46, 49 e 53% na migracao de leucdcitos e 64, 69 e 73% para neutrofilos, para as
doses de 3, 9 e 27 mg/kg, respectivamente. Vanderlei et al. (2011) analisaram a
fracdo do polissacarideo sulfatado da alga vermelha Gracilaria birdiae, que, na dose
de 10 mg/kg, inibiu 52% da migracdo de leucdcitos. Mediram também inibicdo de

neutrofilos (54,76%) e mononucleares (54%).

Os resultados do extrato MET e fracdes de S. schroederi na migracao de
leucécitos na peritonite induzida por carragenina corroboram com os resultados de
edema de pata induzido por carragenina, confirmando que houve reducao marcante
dos eventos celulares, notadamente migracdo de neutrdéfilos. Os resultados desses
dois ensaios sugerem que a fracdo HEX apresenta a melhor atividade inibitoria
frente aos eventos celulares da inflamacdo, também apresentando bons valores

comparados a literatura.

4.3.4 Atividade da Mieloperoxidase (MPO)

A mieloperoxidase é uma proteina encontrada em granulos azurdlifos de
neutréfilos. E uma hemoproteina microbicida, que esta relacionada ao fagossomo ou
ao espaco extracelular na presenca de neutréfilos ativados (Faurschou e
Borregaard, 2003). Essa enzima reage com peroxido de hidrogénio e produz EROs
gque combatem microrganismos invasores e ocasionalmente resultam em dano
tecidual (Klebanoff, 2005). Portanto a atividade de MPO é considerada importante

indicativo de progressao do processo inflamatério.

A figura 17 mostra o efeito do extrato MET e fragcOes de S. schroederi na
atividade de MPO. Todos os grupos foram significativamente distintos de Cg. Nao
ocorreu diferenca estatistica entre as amostras e a indometacina. CLR obteve a

maior inibicdo percentual (87%), superior a indometacina (60%).
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Figura 17 — Efeito do extrato MET e fracdes HEX e CLR de S. schroederi na atividade da
mieloperoxidase. Os grupos sdo os mesmos do ensaio de edema de pata por carragenina. Cada
extrato foi diluido no solvente Tween para uma dose de 100 mg/mL e aplicado 1 hora antes da
carragenina. Em cada grupo n=5 e as colunas representam a média + E.P.M. de unidades de
MPO/mg de tecido. (*) p<0,05 indica diferenca significativa quando comparado ao grupo Cg e (#)
p<0,05 indica valores estatisticamente equivalentes ao grupo Cg (ANOVA, Teste de Bonferroni).
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Vérios autores trabalharam com produtos de algas atuando sobre a
atividade da MPO. Coura et al. (2012) obtiveram valores de inibicdo mais elevados
entre as menores doses testadas para o polissacarideo sulfatado de Gracilaria
cornea. Araujo et al. (2011) obtiveram resultados em MPO semelhantes aos seus
proprios para edema de pata por carragenina, tendo as doses mais elevadas (3 e 9
mg/kg) estimulado a migracdo de leucdcitos em relacdo ao grupo que recebeu
apenas carragenina. Vanderlei et al. (2011) encontraram para a fracdo do
polissacarideo sulfatado de G. birdiae nas doses de 10 e 20 mg/kg inibicdo da
acumulacdo de leucécitos, medida por dosagem de MPO, de 59,3% e 36,92%,
respectivamente. A dose de 5 mg/kg ndo apresentou inibicdo em relacdo ao grupo

carragenina.

No resultado desse ensaio para o extrato MET e fracdes de S. schroederi,
foram obtidos bons valores de inibicdo da atividade de MPO quando comparados a
literatura, em especial para a fracdo CLR, confirmando reducdo da presenca de

neutroéfilos no infiltrado. No entanto, esse resultado difere do edema de pata induzido
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por carragenina e migracao de leucocitos, no qual a fragdo HEX mostrou ter melhor
atividade inibitéria frente a fragdo CLR.

4.3.5 Dosagem das citocinas IL-18 e IL-10

A interleucina-1 (IL-1) € uma forte citocina pro-inflamatéria. As maiores
fontes celulares de IL-1 sao fagdcitos mononucleares, fibroblastos, queratindcitos e
linfécitos B e T. IL-1 pode induzir febre pela promocao da sintese de prostaglandina
E2 pelo endotélio vascular do hipotalamo e proliferacdo de células T. Também induz
liberacdo de histamina pelos mastécitos, que resultam em vasodilatacdo e aumento
da permeabilidade vascular, e induz as células do endotélio a produzirem selectinas,
ligantes de integrinas e quimiocinas, promovendo a migracdo de neutréfilos (Feghali
e Wright, 1997; Ley et al, 2007; Abbas, Lichyman e Pillai, 2008).

A figura 18 mostra o efeito do extrato MET e fragOes de S. schroederi na
producado de IL-18 em peritonite induzida por carragenina. Os grupos tratados com
extrato MET ou fracdes e também o grupo indometacina foram estatisticamente
diferentes de Cg e apresentaram atividade semelhante entre si, reduzindo a
producdo de IL-1B da ordem de 43% para a alga e 32% para indometacina. Nao

houve diferenca significativa entre a indometacina e as amostras.
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Figura 18 — Efeito do extrato MET e fragcdes HEX e CLR de S. schroederi na dosagem de IL-18
induzida por carragenina na cavidade peritoneal. As amostras, tween ou indometacina foram
administrados por v.0. e, apos 1 hora, foram aplicados 300 ug de carragenina i.p. Em cada grupo n=5
e as barras representam a média + E.P.M. de picogramas de citocina/mL de fluido peritoneal. (*)
p<0,05 indica diferenca significativa quando comparado ao grupo carragenina e (#) p<0,05 indica
valores estatisticamente equivalentes ao grupo carragenina (ANOVA, Teste de Bonferroni).
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Interleucina-10 (IL-10) também é conhecida como “fator inibitério da
sintese de citocinas”, pois inibe producdo de diversas citocinas. Atua sobre varias
células do sistema imune, reduzindo a proliferacdo de células T antigeno-
especificas, inibindo a producdo de IL-2 por células NK e também inibindo a

producédo de citocinas inflamatérias por macrofagos (Feghali e Wright, 1997).

A figura 19 mostra o efeito do extrato MET e fragOes de S. schroederi na
producdo de IL-10 em peritonite induzida por carragenina. O extrato MET nao
alterou a producdo de IL-10 em relacdo a Cg, no entanto as fracbes HEX e CLR
induziram aumento da expressdo de IL-10, comparavel com indometacina. A
indometacina induziu aumento de 131% em relagdo a producédo de Cg, e a melhor

fracao foi HEX com aumento de 80% em relagao a Cg.
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Figura 19 — Efeito do extrato MET e fragbes HEX e CLR de S. schroederi na dosagem de IL-10
induzida por carragenina na cavidade peritoneal. As amostras, tween ou indometacina foram
administrados por v.0. e, apos 1 hora, foram aplicados 300 ug de carragenina i.p. Em cada grupo n=5
e as barras representam a média + E.P.M. de picogramas de citocina/mL de fluido peritoneal. (*)
p<0,05 indica diferenca significativa quando comparado ao grupo carragenina e (#) p<0,05 indica
valores estatisticamente equivalentes ao grupo carragenina (ANOVA, Teste de Bonferroni).
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N&o foram encontrados trabalhos na literatura dosando as mesmas
citocinas, IL-18 e IL-10, de extratos ou compostos de algas pelo modelo de peritonite
induzida por carragenina. Castro et al. (2006) analisaram os efeitos da fracdo de
acucares acidos de polissacarideos da alga verde Ulva rigida, e a mesma fracao
dessulfatada, sobre cultura de células de exudado peritoneal de peixe, medindo,
apos 1 dia, a expressdo de RNA mensageiro correspondente a IL-13. O
polissacarideo acido resultou em significante aumento da expressdo de IL-1B3, e o
polissacarideo dessulfatado ndo afetou os niveis da citocina em relagéo ao controle.
Bitencourt et al. (2011) analisaram extratos metanolico e aquoso de Caulerpa
mexicana e concluiram que os extratos foram capazes de reduzir a producéo de
citocinas inflamatorias (IL-6, IL-12 e TNF-a) em culturas de macréfagos peritoneais

na presenca de LPS.

O extrato MET e fragOes de S. schroederi parecem inibir tanto eventos
vasculares quanto celulares no processo inflamatério. O mecanismo mais provavel

das amostras testadas para a inibicdo da inflamacao esta relacionado com os tipos
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de mediadores liberados. Mastocitos sdo estimulados por IL-1 a liberar histamina,
que resulta nos eventos vasculares (Feghali e Wright, 1997). Macréfagos teciduais
estimulam a inflamacéao local pela liberacdo de citocinas inflamatorias primarias, IL-1
e TNF-a, que, por sua vez, ativam o endotélio do sitio inflamatério a produzir e
expressar selectinas, ligantes de integrinas e quimiocinas, em conjunto,
responsaveis pela migracdo e deslocamento para o sitio inflamatério (Ley et al.,
2007; Abbas, Lichtman e Pillai, 2008). Todas as amostras de S. schroederi
diminuiram significativamente a producédo da citocina primaria IL-1, indicando que
eles atuaram inibindo sua sintese pelas células residentes. Além disso, a citocina
anti-inflamatoria IL-10 teve seus niveis aumentados para as fracdes HEX e CLR. A
fracdo mais ativa, de maneira geral, foi HEX, reduzindo IL-1 de 1.116 (com
carragenina, apenas) para 634 pg/mL, e aumentando a producdo de IL-10 de 71

(com carragenina, apenas) para 128 pg/mL.

Diante dos resultados obtidos, notadamente para a fracdo HEX, sugerem-
se estudos adicionais para esclarecer mais a fundo os mecanismos envolvidos e
isolamento dos constituintes quimicos ativos, no intuito de investigar possiveis

aplicacfes farmacoldgicas e como antioxidante da alga parda S. schroederi.
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5 CONCLUSAO

Spatoglossum schroederi apresentou bom potencial antioxidante com
elevada correlacdo com o teor de flavonoides totais, embora no ensaio de DPPH as
fracOes tenham demonstrado atividade pro-oxidante em concentragdo superior a 1,5
mg/mL. Nas condi¢des testadas ndo ocorreu atividade antibacteriana para nenhuma
das bactérias analisadas. A alga mostrou, notadamente a fracdo hexanica, 6tima
atividade anti-inflamatéria frente a modelos classicos de inflamag¢do aguda com
reducdo de eventos vasculares e celulares, diminuicdo da citocina pré-inflamatoria
IL-18 e aumento da citocina anti-inflamatoria IL-10, que podem ser justificados pelo

elevado teor de flavonoides.

Dessa forma, S. schroederi, mais notadamente a fracdo hexanica,
apresenta potencial uso farmacolégico e como antioxidante. No entanto, novos
estudos devem ser realizados para esclarecer com maior profundidade os
mecanismos envolvidos, e novos esforcos devem ser feitos para isolar suas

moléculas bioativas.
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